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Приведены результаты сравнительного филогенетического анализа 52 изолятов пе-
стивирусов крупного рогатого скота трех видов, циркулирующих среди высокопродук-
тивного молочного скота в Сибири, а также присутствующих в образцах коммерческой 
эмбриональной сыворотки, перевиваемых линиях культур клеток и живых вакцинах по 
четырем генам: Npro, Erns, E1 и E2. Полученные данные сравнивали с данными сиквен-
са по гену 5'UTR, полученными ранее. Результаты подтвердили циркуляцию на тер-
ритории Сибири 11 субтипов BVDV-1 (a, b, c, d, f, g, i, j, k, p, r), трех субтипов BVDV-2  
(a, b, c) и одного BVDV-3 (a). Генетические профили изолятов по генам 5'UTR, Npro, Erns и E1 
совпали полностью. Исключение составили три изолята BVDV-1a (R/FBS/96, N/MDBK/08 
и SA/FBS/08), выявленные в инфицированных культурах клеток, которые сгруппировались 
в кладу, сформированную референтными последовательностями BVDV-1j. Остальные изо-
ляты, ранее показавшие 100%-ю идентичность последовательностей 5'UTR, имели сход-
ство нуклеотидных последовательностей генов Npro, Erns, Е1 и Е2 в пределах 96–99%, что 
также подразумевает их близкое родство. Результаты сиквенса изолятов BVDV-2 показали 
полное соответствие последовательностей геномов, выявленных в предыдущих исследо-
ваниях. Сравнительный сиквенс также подтвердил циркуляцию изолятов пестивируса Н 
итало-бразильской группы (BVBD-3a) в Сибири, однако все изоляты разделились на две 
субклады. К первой отнесли изоляты, выделенные из эмбриональных сывороток и культур 
клеток, ко второй – выделенные из вакцин и внутренних органов больных животных при 
вспышках болезни в хозяйствах. Обсуждается вопрос о генетическом многообразии пести-
вирусов крупного рогатого скота, их происхождении и изменчивости.
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The results of comparative phylogenetic analysis of 52 isolates of bovine pestiviruses of three 

species circulating among highly productive dairy cattle in Siberia, as well as those present in the 
samples of commercial fetal serum, transfected cell culture lines and live vaccines on four genes: 
Npro, Erns, E1 and E2 are presented. The obtained data were compared with the results of the 5'UTR 
gene sequencing obtained earlier. The results confirmed the circulation in Siberia of eleven subtypes 
of BVDV-1 (a,b,c,d,f,g,i,j, k,p,r), three subtypes of BVDV-2 (a,b,c) and one BVDV -3(a). The genetic 
profiles of the isolates for the 5'UTR, Npro, Erns and E1 genes matched completely. The exceptions 
were three BVDV-1a isolates (R/FBS/96, N/MDBK/08 and SA/FBS/08) detected in infected cell cul-
tures that clustered in a clade formed by BVDV-1j reference sequences. The remaining isolates previ-
ously shown to have 100% sequence identity of the 5'UTR had nucleotide sequence similarities of the 
Npro, Erns, E1, and E2 genes ranging from 96-99%, which also implies that they are closely related. 
The results of the BVDV-2 isolates sequencing showed a complete correspondence with the genome 
sequences identified in the previous studies. Comparative sequencing also confirmed the circulation of 
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H Italian-Brazilian pestivirus isolates (BVBD-3a) in Siberia, but all the isolates were divided into two 
subclades. The first included the isolates isolated from fetal sera and cell cultures, while the second 
included those isolated from the vaccines and internal organs of diseased animals during outbreaks in 
farms. The genetic diversity of bovine pestiviruses, their origin and variability are discussed.
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ВВЕДЕНИЕ

Пестивирусы крупного рогатого скота явля-
ются причиной значительного экономического 
ущерба в индустрии молочного скотоводства. 
Болезни, вызываемые ими, распространены 
во всем мире с различной превалентностью, 
связанной с региональными особенностями 
стратегии ведения животноводства1–3. Соглас-
но современной классификации, пестивирусы 
(Pestiviruses) крупного рогатого скота вклю-
чают прототипный вид пестивирус  А (вирус 
вирусной диареи крупного рогатого скота 1-го 
вида; BVDV-1), пестивирус  В (вирус вирус-
ной диареи крупного рогатого скота 2-го вида; 
BVDV-2) и Pestivirus H (Hobi-like pestivirus; 
HoBiPeV; вирус вирусной диареи крупного 
рогатого скота 3-го вида; BVDV-3)4.

Все три вируса представлены цитопа-
тогенным (Цп) и нецитопатогенным (Нцп) 

биотипами. Нцп в отличие от Цп не вызыва-
ет видимых морфологических разрушений 
культур клеток и представляет более 90% 
популяции вирусов5. Агенты являются возбу-
дителями вирусной диареи – болезни слизи-
стых оболочек (ВД-БС), широко распростра-
ненной и приносящей экономический ущерб 
инфекции крупного рогатого скота6 [1]. 

Число известных к настоящему време-
ни субтипов BVDV-1 составляет 22 (a…v), 
BVDV-2 – 4 (a…d) и BVDV-3 – 4 (a…d) [2, 3]. 
Роль их в инфекционной патологии крупного 
рогатого скота до конца не ясна. Существо-
вание подобного полиморфизма затрудняет 
диагностику вызываемых пестивирусами за-
болеваний, а также снижает эффективность 
вакцинации и контрольных программ [4].

Все пестивирусы имеют сходное строение 
вириона. Их геном представлен однонитевой 

1Черных О.Ю., Шевченко А.А., Джаилиди Г.А., Мищенко В.А., Мищенко А.В., Шевкопляс В.Н. Проблемы вирусной диа-
реи крупного рогатого скота // Труды Кубанского государственного аграрного университета. 2016. № 58. С. 194–198.

2Шилова Е.Н., Ряпосова М.В., Шкуратова И.А., Вялых Е.В. Вирусная диарея – болезнь слизистых оболочек крупного 
рогатого скота в Уральском регионе // Ветеринария. 2014. № 5. С. 19–21.

3Ridpath J.F. Bovine viral diarrhea virus: global status. Vet. Clin. North Am // Food Anim.Pract. 2010. Vol. 26. P. 105–111.
4ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Genus: Pestivirus; 2019. Available at: https://talk.ictvonline.org/ictv r 

ports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/w/flaviviridae/361/genus pestivirus.
5Bovine Viral Diarrhea Virus. Diagnosis, Management and Control / edited by S.M. Goyal and J.F. Ridpath. 2005. Blackwell 

Publishing Ltd. P. 261.
6Верховская А.Е., Сергеев В.А., Алипер Т.И., Иванов Е.В. Особенности диагностики и профилактики вирусной диареи 

крупного рогатого скота // Ветеринария. 2009. № (8). С. 3–7.
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РНК положительной полярности размером 
12,3  т.п.н. Она имеет одну открытую рамку 
считывания (open reading frame, ORF) длиной 
~4  тыс. кодонов, кодирующую 12 структур-
ных и неструктурных белков (Npro-C-Erns-E1-
E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B). 
Этот участок фланкирован с 5'- и 3'-концов 
нетранслируемыми областями (untranslated re-
gion) (5'UTR и 3'-UTR). Из всех регионов ви-
русного генома для дифференциации и фило-
генетического анализа широко используется 
5'UTR. Он является высококонсервативным и 
чаще применяется для идентификации видов 
вируса. Для более точного определения изоля-
тов на уровне субтипов необходимо использо-
вать несколько генов, в частности, Npro, Erns, 
E1 и E2, которые играют роль в репликации 
вируса, его уклонения от иммунного ответа 
организма животного и могут влиять на его 
изменчивость (см. сноски 4, 5).

Данные по распространению и филогене-
тическому анализу пестивирусов в России 
фрагментарны. 

Цель работы – представить сравнитель-
ный филогенетический анализ трех видов 
пестивирусов, циркулирующих среди высо-
копродуктивного молочного скота в Сибири, 
а также присутствующих в образцах коммер-
ческой эмбриональной сыворотки, перевива-
емых линиях культур клеток и живых вакци-
нах по четырем генам: Npro, Erns, E1 и E2.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В работе использовали 52 изолята трех ви-
дов пестивирусов, ранее охарактеризован-
ных нами по гену 5'-UTR. РНК изолятов вы-
деляли при помощи коммерческого набора  
«РИБО-преп», обратную транскрипцию осу-
ществляли с применением набора «РЕВЕРТА-L» 
производства Центрального научно-исследо-

вательского института эпидемиологии Ро-
спотребнадзора.

Для амплификации фрагментов генов 
Npro, Erns, Е1 и Е2 использовали праймеры, 
представленные в таблице.

Реакцию секвенирования по обеим цепям 
ДНК проводили с использованием набора 
BigDye 3.1 (AppliedBiosystems, США) в соот-
ветствии с указаниями фирмы производите-
ля в программируемом термостате GeneAmp 
PCR-system 6700. Полученные нуклеотидные 
последовательности анализировали при по-
мощи пакета программ BioEdit 7.0.0 и Laser-
gene 7.1.0. Филогенетическую дендрограмму 
строили, используя метод ближайшего соседа 
в программе MEGA 11.0. Топологию ветвей 
дендрограммы подтверждали бутстреп-анали-
зом (1000 шагов репликации). Нуклеотидные 
последовательности синтезируемых фраг-
ментов анализировали методами выравни-
вания с опубликованными в GenBank после-
довательностями других штаммов вирусов с 
помощью программы ClustalW7. 

7Thompson J.D., Higgins G.D., Gibson T.J. Clustal W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through 
sequence weighting, position specific gap penalties and weight matrix choice // Nucleic Acids Res 1994. Vol. 22. P. 4673–4680.

8Vilcek S., Paton D.J., Durkovic B., Strojny L., Ibata G., Moussa A., Loitsch A., Rossmanith W., Vega S., Scicluna M.T., Pai-
fi V. Bovine viral diarrhoea virus genotype 1 can be separated into at least eleven genetic groups // Archives of Virology. 2001. 
Vol. 146 (1). P. 99–115.

9Vijayaraghavan B., Xia H., Harimoorthy R., Liu L., Belák S. Evaluation of envelope glycoprotein E(rns) of an atypical bovine 
pestivirus as antigen in a microsphere immunoassay for the detection of antibodies against bovine viral diarrhea virus 1 and atypical 
bovine Pestivirus // J. Virol Methods. 2012. Vol. 185 (2). P. 193–198. DOI: 10.1016/j.jviromet.2012.06.017. 

10Sullivan D.G., Akkina R.K. A nested polymerase chain reaction assay to differentiate Pestiviruses // Virus Res. 1995. Vol. 38. 
P. 231–239.

11Liu L., Xia H., Wahlberg N., Belák S., Baule C. Phylogeny, classification and evolutionary insights into Pestiviruses // Virology. 
2009. Vol. 385 (2). P. 351–357. DOI: 10.1016/j.virol.2008.12.004. 

Последовательности праймеров для секвениро-
вания изолятов вируса ВД-БС КРС по генам Npro, 
Erns, E1, E2 
Primer sequences for sequencing bovine BVDV 
isolates for the Npro, Erns, E1, E2 genes

Ген Праймер

Раз-
мер 
ам-
пли-
кона, 
п.н.

Источ-
ник
(см. 
сно-
ски)

Npro TCTCTGCTGTACATGGCACATG  
CCATCTATRCACACTAAATGTGGT 428 8

Erns
GAGAACATAACACAATG-
GAATTTG TGCATGAGC-
CCCGAACC

681 9

E1
ACAAACATGGTTGGTGCAACTGGT  
CTTACACAGACATATTTGCCTAG-
GTTCCA

826 10

E2 GACCTCAGTTGTAAGCCTGAG 
CCCCCTAGCTCCTTGTTCAGT 1119 11
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Эволюционные деревья строили с исполь-
зованием метода минимальной эволюции с 
применением бустреп-анализа (1000 повто-
ров)12. Эволюционные расстояния рассчи-
тывали по методу Tamura-Nei13 и выражали 
в единицах количества замен оснований на 
сайт. Различия в смещении состава среди 
последовательностей учитывали при эволю-
ционных сравнениях с использованием ал-
горитма Close-Neighbor-Interchange (CNI) на 
уровне поиска 1. Эволюционный анализ про-
водили в программе MEGA11 [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В данном исследовании нами охаракте-
ризованы 52 изолята пестивирусов крупного 
рогатого скота с помощью сравнительного 
филогенетического анализа по четырем ге-
нам.  Результаты предыдущих исследований 
показали, что на территории Сибири среди 
аборигенных и импортированных животных 
циркулируют 11 субтипов BVDV-1, %: 1а (5), 
1b (35), 1c (5), 1d (10), 1f (20), 1g, 1i (по 2,5), 
1j, 1k, 1p и 1r (по 5%), три субтипа BVDV-
2, %: 2a (25), 2b (10) и 2с (5). Пестивирус H 
(BVDV-3) представлен субтипом итало-бра-
зильской группы (3a) [6–9]. 

BVDV-1. Сравнительный филогенетиче-
ский анализ по генам Npro, Erns, Е1 и Е2 
показал, что изоляты этого субтипа в основ-
ном группируются в одни клады, за исклю-
чением трех изолятов BVDV1a (R/FBS/96,  
N/MDBK/08 и SA/FBS/08), выявленных нами 
в инфицированных культурах клеток, кото-
рые сгруппировались в кладу, сформирован-
ную референтными последовательностями 
BVDV-1j.

Анализ сходства последовательностей 
по четырем генам показал в 100% случа-
ев идентичность изолятов соответствую-
щих субгенотипов: BVDV-1a (N/KCT/06 и  
N/Vero/10), BVDV-1j (R/FBS/96, N/MDBK/08 и  
SA/FBS/08), BVDV-1b (T07/09 и K14/08), 
BVDV-1f (T11/15, K12/15 и O10/15), что указы-

вает на высокую степень гомологии. Осталь-
ные изоляты, ранее показавшие 100%-ю  
идентичность последовательностей 5'UTR, 
имели сходство нуклеотидных последова-
тельностей генов Npro, Erns, Е1 и Е2 от 96 
до 99%, что также подразумевает их близкое 
родство. 

BVDV-2. Результаты сиквенса изолятов 
BVDV-2 показали полное соответствие по-
следовательностей геномов, выявленных в 
предыдущих исследованиях. 

BVDV-3. По гену Е2 изоляты BVDV-3a 
сгруппировались в две подклады, в каждой 
из которых наблюдали 100%-ю идентич-
ность по всем четырем генам. К первой под-
кладе относились изоляты, выделенные из 
эмбриональных сывороток и культур клеток  
(E15-02, E10-01, A15-101, A15-101-1551, A11-
101, A15-102, A15-101-0130), ко второй – вы-
деленные из вакцин и органов животных при 
вспышках болезни в хозяйствах (V23/00ZUD, 
V23/01, V23/02, V23/03). Уровень различий 
между подкладами находился в пределах 
97%. Сиквенс подтвердил принадлежность 
изолятов вирусов обеих подклад к субтипу 
BVDV-3a итало-бразильской группы.

Результаты представлены на рис. 1–4.
Полученные данные подтвердили перво-

начальные результаты генотипирования име-
ющихся в нашем распоряжении изолятов ви-
русов по гену 5'UTR. Таким образом, на тер-
ритории Сибири циркулируют 11 субтипов 
BVDV-1, три – BVDV-2 и один – BVDV-3.  
Некоторые различия в принадлежности к 
субтипам выявлены нами при проведении 
сиквенса по гену Е2, но они оказались незна-
чительными в процентом выражении и каса-
лись только пестивируса А (BVDV-1). Пред-
полагается, что этот вид является наиболее 
древним, генетически дивергентным, чаще 
участвующим в событиях рекомбинаций, так 
как классифицируется в несколько субкла-
дей и 22 субтипа. Происхождение вируса и 
время заноса на территорию Сибири в насто-

12Rzhetsky A., Nei M. A simple method for estimating and testing minimum evolution trees // Molecular Biology and Evolution. 
1992. Vol. 9. P. 945–967. DOI: 10.1093/oxfordjournals.molbev.a040771.

13Tamura K., Kumar S. Evolutionary distance estimation under heterogeneous substitution pattern among lineages // Molecular 
Biology and Evolution. 2002. Vol. 19. P. 1727–1736. DOI: 10.1093/oxfordjournals.molbev.a003995.
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Рис. 1. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основе нуклеотидной последовательно-
сти области генома Npro пестивирусов крупного рогатого скота; матрица генетических расстояний 
рассчитана методом максимальной эволюции; указаны индексы статистической поддержки узлов, 
бутстреп-анализ рассчитан для 1000 реплик
Fig.1. Phylogenetic dendrogram on the basis of the nucleotide sequence of the Npro of bovine pestiviruses 
genome region; the genetic distance matrix was calculated by the maximum evolution method; indexes of 
statistical node support are indicated, bootstrap test is calculated for 1000 replicas
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Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основе нуклеотидной последовательно-
сти области генома Erns пестивирусов крупного рогатого скота; матрица генетических расстояний 
рассчитана методом максимальной эволюции; указаны индексы статистической поддержки узлов, 
бутстреп-анализ рассчитан для 1000 реплик
Fig. 2. Phylogenetic dendrogram on the basis of the nucleotide sequence of the Erns of bovine pestiviruses 
genome region; the genetic distance matrix was calculated by the maximum evolution method; indexes of 
statistical node support are indicated, bootstrap test is calculated for 1000 replicas
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Рис. 3. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основе нуклеотидной последовательно-
сти области генома E1 пестивирусов крупного рогатого скота; матрица генетических расстояний 
рассчитана методом максимальной эволюции; указаны индексы статистической поддержки узлов, 
бутстреп анализ рассчитан для 1000 реплик
Fig.3. Phylogenetic dendrogram on the basis of the nucleotide sequence of the E1 of bovine pestiviruses 
genome region; the genetic distance matrix was calculated by the maximum evolution method; indexes of 
statistical node support are indicated, bootstrap test is calculated for 1000 replicas
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Рис. 4. Филогенетическая дендрограмма, построенная на основе нуклеотидной последовательно-
сти области генома E2 пестивирусов крупного рогатого скота; матрица генетических расстояний 
рассчитана методом максимальной эволюции; указаны индексы статистической поддержки узлов, 
бутстреп-тест рассчитан для 1000 реплик
Fig. 4. Phylogenetic dendrogram on the basis of the nucleotide sequence of the E2 of bovine pestiviruses 
genome region; the genetic distance matrix was calculated by the maximum evolution method; indexes of 
statistical node support are indicated, bootstrap test is calculated for 1000 replicas
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ящее время установить сложно. Наши дан-
ные согласуются с результатами китайских 
исследователей [10]. В отношении BVDV-2 
результаты сравнительного сиквенса совпали 
по всем генам. 

Пестивирусы крупного рогатого скота 
представляют собой быстро и динамично 
развивающиеся агенты. Известно, что проте-
ин E2 является иммунодоминантным струк-
турным протеином и содержит нейтрализу-
ющие эпитопы. Выраженная антигенная ва-
риабельность этого белка обусловливает сла-
бую эффективность вакцин. Скорость мута-
ций гена E2 BVDV-1 выше, чем E2 BVDV-2.  
Поскольку E2 является основной мишенью 
для нейтрализующих антител, он, вероятно, 
эволюционирует с большей скоростью, чем 
остальная часть генома вируса [11–13].

Предполагается, что субтипы BVDV-1a, 
-1c и -1i имеют общего предка, а BVDV-2a 
дал начало -2c. BVDV-1a, -1b и -1e считаются 
самыми старыми и наиболее географически 
распространенными субтипами BVDV-1, а 
-1h, -1k и -1m новыми и менее распростра-
ненными [14, 15].

Изменения в геноме пестивирусов являют-
ся результатом трех процессов, приводящих 
к образованию различающихся, но близко-
родственных мутантов (субтипов): накопле-
ния точечных мутаций в результате ошибок 
РНК-зависимой РНК-полимеразы, негомо-
логичной рекомбинации РНК, рекомбинации 
гомологичной РНК. 

Частота мутаций аналогична с таковой 
для других РНК-содержащих вирусов; счита-
ется, что одна точечная мутация вводится в 
геном пестивируса за один цикл репликации  

(см. сноску 7). Предполагается, что средняя 
скорость эволюции итальянских штаммов 
для региона 5’-UTR составляет 9,3 × 10–3 
замен/сайт/год с интервалом достоверности 
между 4,8 и 14,7 замен/103 нуклеотидов [16]. 
Скорость замещения области E1 – E2 при-
мерно в 10 раз выше, чем 5'UTR.

Предполагается, что западно-канадские 
изоляты BVDV-1a зародились в начале 
XX в., изоляты BVDV-2 – в 90-х годах XX в. 
Средняя скорость замен 1,4×10–3 замен/уча-

сток/год была одинаковой для BVDV-1 и для 
BVDV-2. Скорость эволюции в гене Е2 была 
немного выше, чем в других регионах генома 
вируса. В связи с этим необходим постоян-
ный мониторинг появляющихся вариантов 
пестивирусов крупного рогатого скота [17].

Сравнительный сиквенс также подтвер-
дил циркуляцию изолятов пестивируса Н 
итало-бразильской группы (BVBD-3a), од-
нако все изоляты разделились на две суб-
клады. К первой отнесли изоляты, выделен-
ные из эмбриональных сывороток и культур 
клеток, ко второй – выделенные из вакцин и 
внутренних органов больных животных при 
вспышках болезни в хозяйствах. Исследова-
ния в данном направлении необходимо про-
должить. Возможно, этот вид вируса также 
подвержен значительным мутациям на ос-
нове белка Е2 и др.

Происхождение и эволюция HoBiPeV до 
конца не выяснены. Индийские исследователи 
предполагают существование и независимую 
эволюцию четырех кладей вируса во всем 
мире с генетическим расхождением в диапа-
зоне от 13,0 до 18,2%. Авторы предполагают, 
что вирус возник в Индии приблизительно в 
1938 г. Скорость его эволюции оценивается в 
2,133 × 10–3 субсайтов/год на уровне полного 
генома, но сильно различается среди отдель-
ных генов. Наибольшее количество мутаций 
выявлено в гене белка E2 [18].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пестивирусы крупного рогатого скота – 
быстро и динамично развивающиеся агенты. 
Наличие у них генетического полиморфизма 
затрудняет диагностику болезней, снижает 
эффективность вакцинации и проводимых 
контрольных программ. Нет данных также 
об уровне перекрестной защиты между суб-
типами вирусов. Филогенетические исследо-
вания имеют большое практическое значение 
для выявления эпизоотологических, имму-
нологических и эволюционных процессов, 
влияющих на генетическую изменчивость 
вирусов. В перспективе большое значение в 
изучении генетического многообразия и из-
менчивости могут играть исследования по 
филодинамике пестивирусов.
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