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Аннотация
Цель работы — анализ генетических характеристик штаммов ротавирусов группы А (РВА), циркулиро-
вавших в Москве в 2015–2020 гг., включая редкие штаммы, нетипируемые методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР).
Материалы и методы. Исследовали 289 фекальных образцов от детей в возрасте от 1 мес до 17 лет, го-
спитализированных с острым гастроэнтеритом. Выявление ротавирусов в образцах проводили методами 
иммунохроматографии и обратной транскрипции (ОТ) с ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ). Секвени-
рование ротавирусного генома проводили по Сэнгеру и методом нанопорового секвенирования.
Результаты и обсуждение. В 131 клиническом образце была выявлена РНК РВА, в 125 случаях из них 
был установлен G/[P]-генотип. В общей структуре преобладали штаммы РВА с генотипом G9P[8]I1 (37%), 
за ними следовали варианты G3P[8]I2, G4P[8]I1, G2P[4]I2, G1P[8]I1 и G3P[8]I1 (18, 15, 11, 5 и 2% соответ-
ственно). Семь (5%) изолятов были идентифицированы как GxP[8]. В 2015–2020 гг. в регионе снизилась 
частота встречаемости генотипа G4P[8]I1 (с 39 до 9%) и выросла доля генотипа G9P[8]I1 (с 6 до 37%) по 
сравнению с 2009–2014 гг. В 2018–2020 гг. выявлена высокая доля не встречавшегося ранее DS-1-подоб-
ного реассортантного штамма G3P[8]I2, широко распространившегося в мире в последние годы, Методом 
нанопорового секвенирования проведён анализ генома штамма G3P[8]I2 и редкого штамма G4P[6]I1. Для 
штамма G4P[6]I1 установлена тесная филогенетическая связь с ротавирусами свиней.
Заключение. За последние годы в генетической структуре РВА, циркулирующих на территории москов-
ского региона, произошли существенные изменения. Полученные результаты свидетельствуют о необхо-
димости постоянного мониторинга ротавирусной инфекции и выборочного секвенирования генов РВА для 
уточнения данных типоспецифической ОТ-ПЦР-РВ. Из-за постоянных изменений генетического состава 
циркулирующих штаммов РВА требуется периодическая оптимизация систем генотипирования РВА на 
основе ОТ-ПЦР-РВ.

Ключевые слова: ротавирусы группы А, острый гастроэнтерит, G/[P]-генотипирование, нанопоро-
вое секвенирование
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Abstract
The aim of the study was to analyze genetic characteristics of strains belonging to group A rotaviruses (RVA) 
circulating in Moscow in 2015–2020, including rare strains non-typeable by polymerase chain reaction (PCR).
Materials and methods. A total of 289 stool samples were tested; the samples were collected from children 
aged 1 month to 17 years, hospitalized with acute gastroenteritis. Immunochromatography and real-time reverse 
transcription-polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) assays were used for detection of rotaviruses in 
the samples. The rotavirus genome sequencing was performed using the Sanger technique and nanopore 
sequencing.
Results and discussion. RVA RNA was detected in 131 clinical samples, and the G/[P] genotype was 
identified in 125 samples. The general profile showed prevalence of RVA strains with the G9P[8]I1 genotype 
(37%) followed by G3P[8]I2, G4P[8]I1, G2P[4]I2, G1P[8]I1, and G3P[8]I1 variants (18, 15, 11, 5, and 2%, 
respectively). Seven (5%) isolates were identified as GxP[8]. In 2015–2020, the region reported a decline in 
G4P[8]I1 genotype prevalence (from 39% to 9%) and an increase in the proportion of the G9P[8]I1 genotype 
(from 6% to 37%) as compared to 2009–2014. In 2018–2020, a large number of cases with the previously 
unknown DS-1-like reassortant strain with the G3P[8]I2 genotype were reported; the above strain has become 
widely common worldwide in the recent years. Nanopore sequencing was performed to analyze the genome 
of the G3P[8]I2 strain and the rare G4P[6]I1 strain. It was found that the G4P[6]I1 strain was phylogenetically 
related to porcine rotaviruses.
Conclusion. In the recent years, the genetic diversity of RVA circulating in the Moscow Region has changed 
significantly. The obtained results prove the importance of continuous monitoring of rotavirus infection and 
selective sequencing of RVA genes to fine-tune data of the type-specific real-time RT-PCR. The ever-changing 
genetic composition of the circulating RVA strains calls for regular optimization of RVA genotyping systems based 
on real-time RT-PCR.
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107 стран1. Иммунизация от РВИ в России вклю-
чена в Календарь профилактических прививок по 
эпидемическим показаниям. Четыре ротавирусные 
вакцины в настоящее время рекомендованы ВОЗ 
и лицензированы для использования: пятивалент-
ные — RotaTeq («Merck & Co., Inc.»), ROTASIIL 
(Serum institute of India PVT. Ltd.); и моновалент-

1 URL: https://preventrotavirus.org/vaccine-introduction/global-
introduction-status

Введение
Ротавирусы группы А (РВА) являются основ-

ной причиной госпитализации детей в возрасте до 
5 лет с острым гастроэнтеритом в странах с низким 
охватом вакцинацией против ротавируса. В 2016 г. 
ротавирусная инфекция (РВИ) вызвала 258 млн 
эпизодов диареи и 128 500 случаев смерти среди де-
тей в возрасте до 5 лет во всём мире [1]. 

В 2020 г. вакцинация против РВА была вклю-
чена в национальные программы иммунизации 
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ные — Rotarix («GlaxoSmithKline»), ROTAVAC 
(«Bharat Biotech»). Массовая вакцинация против 
РВА снижает заболеваемость и частоту госпитали-
зации с острым гастроэнтеритом во всех возраст-
ных группах, особенно у младенцев и людей старше 
65 лет [2].

РВА относятся к виду Rotavirus A, рода Rota
virus, семейства Reoviridae. Геном ротавирусов 
представлен 11 сегментами двухцепочечной РНК, 
кодирующими синтез 12 белков [3]. Современная 
система классификации ротавирусов предполагает 
генотипирование по всем 11 генам (Gх–P[х]–Iх–
Rх–Cх–Mх–Aх–Nх–Tх–Eх–Hх). Большинство ци - 
ркулирующих РВА человека относятся к 3 эволю-
ционным линиям, отличающимся констелляциями 
генома: Wa-подобные штаммы (G1–P[8]–I1–R1–C1–
M1–A1–N1–T1–E1–H1), DS1-подобные (G2–P[4]–
I2–R2–C2–M2–A2–N2–T2–E2–H2) и AU1-подобные 
штаммы (G3–P[3]–I3–R3–C3–M3–A3–N3–T3–E3–
H3) [3]. Ранее широко применялась схема типиро-
вания, в которой определялись только гены белков 
VP7 (G) и VP4 (P). G/[P]-генотипирование штам-
мов РВА выполняется в реакции ОТ с последующей 
мультиплексной полимеразной цепной реакцией 
(ОТ-ПЦР) [4] или секвенированием соответствую-
щих генов.

В настоящее время генотипы G1P[8], G2P[4], 
G3P[8], G4P[8], G12P[8] и G9P[8], гомотипные 
или частично гетеротипные по отношению к ис-
пользуемым лицензированным вакцинам (RotaTeq 
и Rotarix), доминируют среди циркулирующих 
штаммов РВА во всем мире [5]. Описаны случаи 
как межвидовой передачи РВА от животных чело-
веку, так и заражения человека штаммами, образо-
ванными в результате реассортации штаммов рота-
вирусов животных и человека [6–8]. 

Эволюционная изменчивость штаммов РВА 
во времени [9], территориальные различия в рас-
пределении циркулирующих штаммов, увеличе-
ние их разнообразия после введения иммунизации 
в некоторых регионах, изменение генотипической 
структуры как в странах с плановой вакцинацией, 
так и без нее требуют постоянного эпидемиологи-
ческого мониторинга РВИ [10].

Целью настоящего исследования является 
анализ генетических характеристик штаммов РВА, 
циркулировавших в Москве в 2015–2020 гг., вклю-
чая редкие штаммы, не типируемые методом ПЦР.

Материалы и методы

Клинические образцы

Всего за 5 лет (2015–2020 гг.) было собрано 
289 образцов стула у детей в возрасте от 1 мес до  
17 лет с симптомами острого гастроэнтерита, го-
спитализированных в МОНИКИ им. М.Ф. Влади-
мирского. Дети, прошедшие вакцинацию против 

РВИ, не были включены в исследование. Информи-
рованное согласие было получено от родителей или 
законных представителей для всех испытуемых.

В 45 пробах антиген РВА был обнаружен ме-
тодом иммунохроматографии (набор реагентов 
«RIDA Quick Rotavirus», «R-Biopharm AG»). Об-
разцы фекалий собирались в стерильные контей-
неры у пациентов с диарей (не более 72 ч после 
появления симптомов), до отправки в лаборато-
рию образцы хранились при температуре –20ºС, 
затем отправлялись в НИИ вакцин и сывороток 
им. И.И. Мечникова для генетического анализа 
ротави русов. 

Выделение РНК
Для изоляции РНК использовали осветлённые 

центрифугированием (5000 об/мин, 5 мин) 10% 
фекальные экстракты, приготовленные в стериль-
ном физиологическом растворе. Выделение РНК 
из экстрактов проводили набором «АмплиСенс® 
МАГНО-сорб» («ИнтерЛабСервис») в соответ-
ствии с инструкцией по применению. Образцы РНК 
хранили при –80ºС. 

Детекция ротавирусной РНК
Обнаружение РВА в клинических образцах ме-

тодом ОТ-ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) 
выполняли в формате одной пробирки с использо-
ванием праймеров и зондов, описанных ранее [11]. 
Генотипирование РВА двухэтапной мультиплекс-
ной ПЦР-РВ для генов белков VP7 (G1, G2, G3, G4, 
G9), VP4 (P[4], P[6], P[8]) и VP6 (I1, I2) проводили 
согласно методике [12]. Анализ генотипирования 
РВА, основанный на мультиплексной ОТ-ПЦР с по-
следующим анализом продуктов ПЦР с помощью 
электрофореза в агарозном геле, использовали в ка-
честве эталонного метода и выполняли, как описа-
но в рекомендациях ВОЗ [4].

Амплификация и секвенирование генов  
белков VP7 и VP4

Для секвенирования генов белков VP7 и VP4 
штаммов G3P[8]I2 амплификацию выполняли с 
использованием описанных ранее праймеров для 
секвенирования VP7F/VP7R [13] и VP4F/VP4R 
[14], образующих ампликоны размером 881 и 663 
пар оснований соответственно. Аликвоты выделен-
ной РНК (10 мкл) смешивали с 3 пмоль праймерами 
VP7F или VP4F, инкубировали при 95ºC в течение 
1 мин и охлаждали в течение 2–3 мин при комнат-
ной температуре. Реакцию ОТ проводили в общем 
объёме 25 мкл, содержащем праймер ОТ, 25 единиц 
обратной транскриптазы MMLV («Синтол», Рос-
сия). Стадия ОТ включала инкубацию для синтеза 
кДНК при 45ºC в течение 30 мин и инактивацию 
обратной транскриптазы MMLV при 95ºC в течение 
5 мин. Температурно-временной режим ПЦР-РВ: 
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95ºC — 120 с; 95ºC — 60 с, 52ºC — 40 с, 72ºC — 
40 с (45 циклов); 72ºC — 40 с. ПЦР-ампликоны 
каждого гена очищали с помощью набора «Cleanup 
Standard» («Евроген») и проводили секвенирование 
обеих цепей ДНК с использованием генетического 
анализатора «NANOPHORE®05» («Синтол») и реа-
гентов компании «Синтол».

Нанопоровое секвенирование ротавирусного  
генома и биоинформатический анализ

Полногеномная кДНК ротавирусных генных 
сегментов была получена с помощью смеси прай-
меров unRAf1, unRAf2, unRAf3, unRAr1, unRAr2 
и unRAr3 (табл. 1) для реакции ОТ. Для одновре-
менной амплификации всех сегментов гена РВА 
использовали «универсальный» праймер Up [15] 
(табл. 1). Амплификация проводилась в следующей 
реакционной смеси: TaKaRa LA Taq полимераза 
(2,5 ЕД), LA PCR Buffer ll (Mg2+plus), 25 мM MgCl2 
(финальная концентрация Mg2+ 5 мM) («TaKaRa»), 
dNTP 25 мM («Синтол»), 40 пмоль Up праймера. 
Параметры амплификации: 95ºC — 2 мин, затем 
40 циклов при 95ºC по 30 с, 65ºC — 30 с, 68ºC — 
3,5 мин. ПЦР-ампликоны очищали экстракцией 
фенол/хлороформ. Концентрацию и чистоту ампли-
конов измеряли спектрофотометрическим методом 
(A260/230, 260/280). 

Библиотеку ДНК для нанопорового секвени-
рования (НПС) получали с использованием набора 
реагентов «Rapid Sequencing Kit» на портативном 
секвенаторе «MinION» с использованием стан-
дартной проточной ячейки R9 («Oxford Nanopore 
Technologies»). Был разработан конвейер, позволя-
ющий точно классифицировать исходные данные 
НПС. Конвейер на основе языка программирования 
Python идентифицировал полученные прочтения, за-
пуская BLAST-анализ для базы данных эталонных 
последовательностей сегментов генома ротавиру-
са2. Затем проводилось картирование прочтений на 
референсную последовательность с использованием 
программы Minimap2 [16] и создание консенсусной 
последовательности с использованием скрипта3, на-
писанного на языке Python. В консенсусной после-
довательности выбирался нуклеотид с наибольшей 
частотой встречаемости в положении выравнивания. 

В редких случаях, когда два нуклеотида об-
наруживались в одном положении в равном коли-
честве, второй нуклеотид игнорировался. Иден-
тификацию генотипа РВА по нуклеотидной по-
следовательности генных сегментов проводили с 
помощью онлайн-сервиса «Rotavirus A Genotype 

2 URL: https://github.com/lioj/bioinformatics/blob/master/py/
classificationStat.py

3 URL: https://github.com/lioj/bioinformatics/blob/master/py/
bam2consensus.py

Determination»4, основанном на программном обе-
спечении, написанном Dan Katzel [17]. 

Методика НПС генома ротавирусов подробно 
описана в статье E. Fai zuloev и соавт. [18].

Идентификационные номера GenBank (NCBI)
Нуклеотидные последовательности, со-

ответствующие 10 сегментам генома изолятов 
Moscow-40/2020 (G3P[8]I2) и Moscow-1P/2015 
(G4P[6]I1), депонированы в GenBank под номерами 
MW558493–MW558502 и MT876633–MT876642 со-
ответственно. Частичные последовательности трех 
других штаммов с генотипом G3P[8]I2 были де-
понированы под номерами MT648671, MT648671, 
MT648671 для VP7 и MT814324, MT814326 для 
VP4. 

Филогенетический анализ
Построение филогенетических деревьев про-

водили в программе MEGA-X [19] методом макси-
мального правдоподобия (двухпараметрическая мо-
дель Kimura [20]). Bootstrap-анализ осуществляли 
на основе 1000 репликаций. В качестве референс-
ных использовали штаммы РВА, рекомендованные 
Рабочей группой по таксономии ротавирусов [3],  
а также штаммы, имеющие, по данным BLAST-ана-
лиза, не менее чем 99,5% сходство с исследуемыми 
штаммами.

Результаты
Всего на наличие РНК или антигена РВА бы-

ло проанализировано 289 фекальных образцов, со-
бранных у детей, госпитализированных в стационар 
с симптомами острого гастроэнтерита. В 131 (45%) 
случае была обнаружена РНК, которую в дальней-
шем использовали для G/[P]-генотипирования ме-
тодом ОТ-ПЦР-РВ и/или секвенированием. В 125 
случаях (95,4%) был определен G/[P]-генотип РВА, 

4 URL: https://www.viprbrc.org/brc/rvaGenotyper.spg?method=S
howCleanInputPage&decorator=reo

Таблица 1. Праймеры для амплификации полноразмер-
ных генных сегментов ротавирусов
Table 1. Primers for amplification of full length rotavirus gene 
segments

Праймер
Primer

Последовательность праймера 5’–3’
Primer sequence 5’–3’

unRAf1 GCCGGAGCTCTGCAGAATTCGGCTWTWAAA

unRAf2 GCCGGAGCTCTGCAGAATTCGGCTTTTTTT

unRAf3 GCCGGAGCTCTGCAGAATTCGGCTTTTAAT

unRAr1 GCCGGAGCTCTGCAGAATTCGGTCAYATC

unRAr2 GCCGGAGCTCTGCAGAATTCGGTCACAWA

unRAr3 GCCGGAGCTCTGCAGAATTCAGCCACATG

Up GCCGGAGCTCTGCAGAATTC

https://github.com/lioj/bioinformatics/blob/master/py/classificationStat.py
https://github.com/lioj/bioinformatics/blob/master/py/classificationStat.py
https://github.com/lioj/bioinformatics/blob/master/py/bam2consensus.py
https://github.com/lioj/bioinformatics/blob/master/py/bam2consensus.py
https://www.viprbrc.org/brc/rvaGenotyper.spg?method=ShowCleanInputPage&decorator=reo
https://www.viprbrc.org/brc/rvaGenotyper.spg?method=ShowCleanInputPage&decorator=reo
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в 7 (5,3%) случаях РВА был типирован только по 
гену P, а для 6 (4,6%) образцов генотип установить 
не удалось.

Генетический состав исследованных штам-
мов РВА представлен на рис. 1. В 2015–2020 гг. 
штаммы РВА с генотипом G9P[8]I1 доминировали 
в общей структуре (37%), второе место занимали 
G3P[8]I2 (новый DS-1-подобный штамм) — 18%, 
далее — G4P[8]I1 (15%), G2P[4]I2 (11%), G1P[8]
I1 (5%), G3P[8]I1 (2%). Семь (5%) штаммов, типи-
рованных только по гену P, относились к вариан-
ту гена P[8]. Также были обнаружены единичный 
случай смешанной инфекции двумя генотипами 
(G9P[8]I1 и G2P[4]I2) и редкий штамм с геноти-
пом G4P[6]I1.

На рис. 2 представлено распределение выяв-
ленных в Московском регионе генотипов РВА по 
годам. Доля генотипа G9P[8]I1 в последние годы 
значительно возросла, и в 2015–2020 гг. варьирова-
ла в пределах 36–41%. В то же время частота встре-
чаемости генотипов G4P[8]I1 снизилась с 38 до 9%, 
а частота встречаемости генотипа G2P[4]I2 вырос-
ла до 14%.

Важно отметить, что для G/[P]-генотипиро-
вания некоторых штаммов с генотипом GxP[8]I2 
требовалось частичное секвенирование генов бел-
ков VP7 (G) и VP4 (P), поскольку лабораторной 
тест-системой на основе ОТ-ПЦР-РВ их G/[P]-ге-
нотип установить не удалось [12]. Секвенирование 
и филогенетический анализ G и P генов РВА (но-
мера GenBank: MT648671, MT648671, MT648671 
для гена G и MT814324, MT814326 для гена P) в 

Рис. 1. Распределение G/[P]-генотипов РВА, выделенных 
из 131 клинического образца в 2015–2020 гг. 

GxP[8]Ix — частично типированные РВА; Mix — смешанные 
генотипы; Nt — нетипированные образцы.

Fig. 1. Distribution of RVA G/[P]-genotypes isolated from  
131 clinical samples in 2015–2020.

GxP[8]Ix — partially typed PVA; Mix — mixed genotypes;  
Nt — non-typed samples.

Рис. 2. Распространение G/[P]-генотипов, выявленных в Москве за 10 лет наблюдения (2009–2020 гг.) [12]. 
Nt — нетипированные образцы.

Fig. 2. Prevalence of G/[P]-genotypes detected in Moscow during the 10-year monitoring period (2009–2020) [12]. 
Nt — non-typed samples.
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Рис. 3. Филогенетические деревья, основанные на секвенированных генах белков VP4 и VP7 нового штамма G3P[8]I2.
▲ — сегменты, секвенированные по Сэнгеру; ♦ — ген, секвенированный методом НПС; ∆ — ген белка VP7 РВА лошади. 

Для обозначения штаммов использовался идентификационный номер GenBank, названия штаммов и G/[P]-генотип. 
Fig. 3. Phylogenetic trees based on the sequenced genes of the VP4 and VP7 proteins of the new G3P[8]I2 strain.

▲ — segments sequenced using the Sanger technique; ♦ — the gene sequenced  using the NPS technique; ∆ — the equine RVA VP7 gene.
The respective GenBank accession number, name of strains and G/[P]-genotype were used for designation of strains.
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образцах с обнаруженным GxP[8]I2 показали, что 
они принадлежат к генотипу G3P[8]I2 (рис. 3). 
Выявлено, что отсутствие сигнала при генотипи-
ровании с помощью ОТ-ПЦР-РВ вызвано несоот-
ветствием нуклеотидов между геном VP7 генотипа 
G3P[8]I2 и соответствующим зондом. На нетипиру-
емых образцах с генотипом GxP[8]I2 была прове-
дена моноспецифическая ПЦР с праймерами к G3 
и электрофоретической детекцией, которая выявила 
ампликоны ожидаемой подвижности во всех образ-
цах (данные не представлены), что подтвердило их 
принадлежность к генотипу G3P[8]I2.

BLAST-анализ и филогенетический анализ 
продемонстрировали сходство секвенированных 
генов VP7 и VP4 с аналогичными генами РВА но-
вой G3-DS-1-подобной констелляции, выявленной 
по всему миру. Схожие G3-DS-1-подобные штам-
мы были обнаружены в Австралии (2013) [21], Ис-
пании (2014–2015) [22], Венгрии (2016) [23], Бра-
зилии (2016) [24], Индонезии (2016) [25], России 
(2019) [28] и в других странах (рис. 3). 

Кроме того, было проведено НПС изолята 
Moscow-40/2020 с генотипом G3P[8]I2 (табл. 2), в 
результате которого были идентифицированы вари-
анты генов 10 сегментов генома (номера GenBank 
MW558493–MW558502) и выявлена высокая (91,0–
99,8%) степень сходства консенсусной последова-
тельности с референcным штаммом RVA/Human-
wt/THA/SKT-281/2013/G3P[8] (номера GenBank 
LC086714–LC086724). 

Редкий штамм Moscow-1P/2015 с генотипом 
G4P[6]I1 был обнаружен в клиническом образ-
це, взятом у 8-летнего пациента в 2015 г. Методом 
ПЦР-РВ удалось установить только вариант гена 
P[6]. Секвенирование методами Сэнгера и НПС 
позволило установить генотип этого штамма по 10 

генам: G4-P6-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-Ex-H1 (номе-
ра GenBank MT876633–MT876642, MG271938), что 
соответствует 81,7% генома (табл. 2). 

Филогенетический анализ генов VP7, VP6 
и VP4 штамма Moscow-1P/2015 (рис. 4) демон-
стрирует высокую степень сходства генов анали-
зируемого образца с генами РВА свиней (номера 
GenBank: VP4 — KX363402, MK227950, KX363435, 
MK227948; VP6 — MK227391, MK227402, 
KX363414, MG066585, KJ126830; VP7 — JX498957, 
JX498956, MK227392, MN133419, MN133444) ли-
бо штаммов РВА (штамм RVA/Human-wt/CHN/
R1954/2013/G4P[6], номера GenBank: KF726066–
KF726076, KF726056), выделенных из фекалий че-
ловека, но имеющих доказанное происхождение от 
РВА свиней [7]. BLAST-анализ остальных 7 генов 
также демонстрирует высокую степень сходства 
(92–98%) нуклеотидной последовательности со 
штаммами РВА свиней. Таким образом, филогене-
тический анализ свидетельствует о происхождении 
штамма G4P[6] от РВА свиней.

Обсуждение
Полученные нами результаты свидетельству-

ют о существенных изменениях, произошедших в 
«генетическом ландшафте» РВА, циркулирующих в 
московском регионе. Согласно данным предыдущих 
исследований [12, 26], до 2015 г. большинство гено-
типированных РВА относились к генотипу G4P[8]. 
Наши данные свидетельствуют о постепенном сни-
жении встречаемости данного генотипа с 38 до 9% 
в 2017–2018 гг. При этом доля генотипа G9P[8] в 
московском регионе увеличилась до 36–41%. Это 
соответствует данным независимых исследований, 
проведенных в Москве [27, 28], Нижнем Новгороде 
[29, 30] и Оренбурге [31]. 

Таблица 2. Результаты нанопорового секвенирования генома штаммов РВА с генотипами G3P[8]I2 и G4P[6]I1 
Table 2. Results of nanopore sequencing of the genome of RVA strains with G3P[8]I2 and G4P[6]I1 genotypes

Сегмент
Segment

Вирусный 
белок

Viral protein

G4P[6]I1 G3P[8]I2

количество  
прочтений

number of reads 

покрытие  
сегмента, %

segment coverage, %
генотип

genotype
количество  
прочтений

number of reads 

покрытие  
сегмента, %

segment coverage, %
генотип

genotype

1 VP1 1372 100 R1 12 792 100 R2

2 VP2 3795 100 C1 11 193 100 C2

3 VP3 1995 100 M1 – – Mx

4 VP4 633 20 P[6] 2785 100 P[8]

5 NSP1 546 100 A1 53 841 100 A2

6 VP6 15 187 100 I1 16 479 100 I2

7 NSP3 14 566 100 T1 80 554 100 T2

8 NSP2 175 36 N1 40 022 100 N2

9 VP7 1465 100 G4 25 059 100 G3

10 NSP4 – – Ех 10 222 100 E2

11 NSP5/6 77 100 H1 11 351 100 H2
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В нашем исследовании изучались клинические 
образцы, собранные у детей, госпитализированных 
с острым гастроэнтеритом. Реальный «генетиче-
ский ландшафт» и распределение генотипов РВА, 
циркулирующих в Москве, могут отличаться от 
полученных данных, поскольку мы не включали в 
исследование пациентов с лёгким или умеренным 

гастроэнтеритом, не требующих госпитализации. 
Ранее в исследовании Е.Р. Мескиной показано, что 
тяжёлое течение ротавирусного гастроэнтерита мо-
жет быть ассоциировано с конкретными генотипа-
ми РВА [32]. 

Особый интерес представляет штамм с ге-
нотипом G3P[8]I2, впервые выявленный нами в 

 Рис. 4. Филогенетические деревья, основанные на секвенированных генах белков VP4, VP7 и VP6 РВА, штамма 
G4P[6]I1 (отмечены знаком ♦), референсных штаммах (Wa, AU-1, DS-1) представителей трёх эволюционных линий 
РВА (отмечены знаком ○) и генов РВА свиного происхождения, наиболее филогенетически близких генам штамма 

Moscow-1P/2015 согласно BLAST-анализу. 
Для обозначения штаммов использовался номер GenBank, название штамма и G/[P]-генотип. 

Fig. 4. Phylogenetic trees based on sequenced genes of RVA VP4, VP7, and VP6 proteins, strain G4P[6]I1 (marked by ♦), 
reference strains (Wa, AU-1, DS-1) representatives of three evolutionary lines RVA (marked by ○) and RVA genes of porcine 

origin, phylogenetically most closely related to genes of the Moscow-1P/2015 strain based on the BLAST analysis. 
The respective GenBank number, name of the strain and G/[P]-genotype were used for designation of strains.

Штаммы РВА,  
выделенные от  

человека и свиней
Porcine RVA strains 
isolated from human 
or porcine samples
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2018 г. Его доля в общей структуре РВА составила 
18%; по этому показателю он уступает только ге-
нотипу G9P[8]I1 (рис. 1). По результатам секвени-
рования и филогенетического анализа (рис. 3) мы 
предположили, что G3P[8]I2 является родствен-
ным реассортантному штамму, впервые выявлен-
ному в Таиланде в 2013 г. [25] и широко распро-
странившемуся в последние годы на территории 
Европы, Азии и Австралии [7, 22, 33, 34]. Данный 
штамм имеет DS1-подобную констелляцию генов 
(G3–P[8]–I2–R2–C2–M2–A2–N2–T2–E2–H2), за ис-
ключением гена белка VP7, который в обычных для 
данной констелляции случаях представлен генова-
риантом G2, в то время как для геноварианта G3 
более характерна Wa-подобная констелляция [35]. 
По предположению некоторых исследователей [21, 
22, 25], штамм G3P[8]I2 образовался в результате 
реассортации человеческого DS1-подобного штам-
ма и лошадиного штамма Erv105 (номер GenBank: 
DQ981479.1), поскольку с геном белка VP7 этого 
штамма выявлено наибольшее сходство. При вы-
полнении настоящего исследования мы, как и не-
которые другие научные группы [22], столкнулись 
с невозможностью генотипировать новый штамм 
вируса методом типоспецифической ПЦР. Тест-си-
стема собственной разработки, как и праймеры, 
предложенные ВОЗ [4], не смогли выявить ген бел-
ка VP7 штамма G3P[8]I2. В то же время секвени-
рование по Сэнгеру и проведённый BLAST-анализ 
позволили достоверно определить геновариант как 
G3. Из-за точечных мутаций в генах VP4 и VP7 ти-
поспецифические праймеры ПЦР всё чаще не мо-
гут идентифицировать их вариант [17]. Этот факт 
повышает значимость методов секвенирования в 
эпидемиологическом мониторинге РВИ.

Ещё один нетипичный штамм — Moscow-
1P/2015 с генотипом G4P[6]I1, выявленный в еди-
ничном случае, — вероятно, также является ре-
зультатом реассортации РВА человека и животных 
либо полностью имеет животное происхождение. 
В данном случае не ясно, произошло ли заражение 
данным штаммом в результате передачи от челове-
ка к человеку, либо человек заразился вирусом от 
животных. По данным литературы, доля РВА с ге-
нотипом G4P[6]I1 в общей структуре выявляемых 
у человека штаммов РВА невысока [6, 38]. Это мо-
жет быть свидетельством какого-то ограничения 
для распространения G4P[6]I1 в человеческой по-
пуляции, например видового барьера, если предпо-
ложить, что это штамм животного происхождения.  
В то же время следует принимать во внимание, что 
в большинстве подобных исследований обследова-
ны дети, госпитализированные с ротавирусным эн-
теритом, тогда как случаи лёгкого протекания забо-
левания не рассматриваются. Поэтому мы не можем 
по этим данным судить о реальной распространён-
ности того или иного штамма РВА. 

Штаммы РВА свиней филогенетически близки 
штаммам ротавирусов человека [34], поэтому слож-
но установить, является ли исследуемый штамм 
следствием прямой передачи или реассортации 
[37–39]. Случаи реассортации или прямой меж-
видовой передачи РВА с генотипом G4P[6]I1 уже 
были описаны ранее как в Азии [6, 25, 40], так и в 
Европе [36]. 

Заключение
В 2015–2020 гг. в генетической структуре РВА, 

циркулирующих на территории московского регио-
на, произошли существенные изменения: снизилась 
встречаемость генотипа G4P[8]I1, который занимал 
лидирующую роль в предыдущие годы; в то же вре-
мя выросло количество случаев госпитализации с 
РВИ, вызванной штаммом G9P[8]I1. Также в иссле-
дуемый период отмечено появление штаммов РВА 
предположительно животного происхождения как в 
единичных случаях (G4P[6]I1), так и в значитель-
ном количестве (реассортантный G3P[8]I2), что 
является свидетельством важной роли межвидовой 
трансмиссии в эволюции РВА, патогенных для че-
ловека. Проведённое нами исследование подчёр-
кивает необходимость постоянного мониторинга 
РВИ. Эпидемиологический мониторинг РВИ позво-
ляет своевременно выявлять появление новых реас-
сортантов РВА животных и человека, потенциально 
ускользающих от поствакцинального иммунитета. 
Выявленные нами и рядом авторов штаммы РВА, 
не типируемые методом ОТ-ПЦР-РВ (генотипы 
G3P[8]I2 и G4P[6]I1) [6, 22], подчёркивают необ-
ходимость выборочного секвенирования генов РВА 
и оптимизации последовательностей типоспецифи-
ческих праймеров для ОТ-ПЦР-РВ. 
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