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Полногеномное секвенирование вируса Каспий (casV – Caspiy virus) (iD genBank KF801658) показало его 
принадлежность к роду Nairovirus сем. Bunyaviridae в качестве самостоятельного вида. casV формиру-
ет отдельную ветвь, наиболее близкую к вирусам групп Хьюз (hUgV – Hughes virus) и Сахалин (saKV – 
Sakhalin virus), представители которых связаны с морскими птицами и паразитирующими на них клещами 
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genetic characterization of the Caspiy virus (casV) (Bunyaviridae, nairovirus) 
isolated from the laridae (Vigors, 1825) and Sternidae (Bonaparte, 1838) birds and 

the Argasidae (Koch, 1844) ticks Ornithodoros capensis neumann, 1901, in Western 
and eastern coasts of the caspian sea
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Full-genome sequencing of the caspiy virus (casV – Caspiy virus) (iD genBank KF801658) revealed its attribution 
to the Nairovirus genus of the Bunyaviridae family as a separate species. casV forms separate line, which is 
the most close to the Hughes virus (hUgV) and sakhalin virus (saKV) groups containing viruses linked with 
seabirds and ticks parasitizing on them and distributed over the shelf and island ecosystems in the northern 
eurasia, as well as the north and south america.
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Прототипный штамм LEIV-63Az (депонент Государ-
ственной коллекции вирусов РФ № ГКВ-721; авторы 
Львов Д.К., Громашевский В.Л., Сидорова Г.А., Сквор-
цова т.М.) изолирован в 1970 г. из крови больной сего-
летней серебристой чайки (Larus argentatus Pontoppidan, 
1763), добытой на острове Глиняный Бакинского архи-
пелага у западного побережья Каспийского моря (40°17′ 
с.ш., 49°55′ в.д.) в Азербайджане [1–4]. На основании 
данных электронной микроскопии и отрицательных 
результатов изучения антигенных связей с известными 
буньявирусами CASV был отнесен к неклассифициро-
ванным вирусам сем. Bunyaviridae [2–5]. В этот же пери-
од в этом же биоценозе были изолированы три штамма 
CASV из клещей Ornithodoros capensis Neumann, 1901 
(Argasidae Koch, 1844) (обследовано 1479 особей). Два 
штамма CASV были выделены в 1974 г. из клещей O. 
capensis (обследовано 2019 особей), собранных в гнез-
довой колонии речных крачек (Sterna hirundo Linnaeus, 
1758) на островах в заливе Кара-Богаз-Гол на восточном 
побережье Каспийского моря (41°02′ с.ш., 52°53′ в.д.) 
в туркмении. таким образом, всего изолировано пять 
штаммов CASV при уровне вирусофорности клещей O. 
capensis порядка 0,21% в Азербайджане и 0,1% в тур-
кмении [6, 7].

В настоящей работе мы впервые секвенировали геном 
прототипного штамма CASV/LEIV-63Az с использова-
нием метода полногеномного секвенирования. В резуль-
тате проведенного молекулярно-генетического и фило-
генетического анализа показано, что CASV является но-
вым представителем рода Nairovirus сем. Bunyaviridae.

Материалы и методы
Прототипный штамм CASV/LEIV-63Az был полу-

чен из Государственной коллекции вирусов РФ ФГБУ 
«НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» Минздрава 
России в виде лиофилизированной мозговой суспензии. 
Восстановленной суспензией (0,2 мл) проводили интра-
церебральное заражение новорожденных беспородных 
белых мышей. После развития симптомов поражения 
ЦНС (2–4-е сутки) мышей забивали в соответствии с 
правилами содержания и использования лабораторных 
животных, одобренными комиссией Института по этике 
экспериментов с животными.

Выделение РНк. Фрагменты мозга (около 10 мг) по-
мещали в 350 мкл лизирующего буфера RLT (QIAGEN, 
Германия) и гомогенизировали в гомогенизаторе Tys-
sueLyser LT (QIAGEN, Германия). Далее РНК выдели-
ли набором “RNeasy mini kit” (QIAGEN, Германия) на 
автоматической станции QIAcube (QIAGEN, Германия) 
в соответствии с инструкцией. Концентрацию РНК из-
меряли с использованием флюориметра Qubit (Invitro-
gen, США).

Подготовка библиотек и секвенирование. Для депле-
ции рибосомальной РНК использовали набор GenRead 
rRNA depletion Kit (QIAGEN, Германия) в соответствии 
с инструкцией. Для получения кДНК 50 нг деплециро-
ванной РНК фрагментировали в 15 мкл реакционной 
смеси для обратной транскриптазы с гексапраймером 
при 85ºС в течение 5 мин, после чего помещали в лед. 
К фрагментированной РНК добавляли 200 ед. фермента 
RevertAid Premium (“Thermo Scientific”, США) и 20 ед. 
ингибитора РНаз RNasin (“Promega”, США). Инкубиро-
вали при 25ºС в течение 10 мин, далее при 42ºС в течение 
60 мин. Реакцию останавливали прогреванием при 70ºС 
в течение 10 мин. Синтез второй цепи кДНК проводи-
ли с использованием набора “NEBNext® mRNA Second 
Strand Synthesis Module” (NEB, США) в соответствии с 
инструкцией. Полученную дцДНК очищали с помощью 
набора “MinElute PCR Purification Kit” (QIAGEN, Герма-
ния) на автоматической станции QIAcube.

Для получения ДНК-библиотек из дцДНК использова-
ли набор “TruSeq DNA Sample Prep Kits v2” (“Illumina”, 
США) в соответствии с инструкцией. Полученные би-
блиотеки визуализировали на станции автоматического 
электрофореза “QIAxcel Advanced System” (QIAGEN, 
Германия). Молярность полученных библиотек опреде-
ляли методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени 2-кратно SsoFast EvaGreen Supermix (“Bio-Rad”, 
США), прибор Bio-Rad CFX1000), согласно рекомендаци-
ям, изложенным в руководстве “Sequencing Library qPCR 
Quantification Guide” (“Illumina”, США). Секвенирование 
ДНК-библиотек проводили на приборе MiSeq (“Illumina”, 
США) с использованием набора “MiSeq Reagent Kits v2 
(300PE)” по схеме, описанной ранее [8, 9].

биоинформационный анализ. Обработку данных 
полногеномного секвенирования, сборку контигов и кар-
тирование ридов проводили с использованием програм-
мы “CLC Genomics Workbench 5.5” (“CLC bio”, США). 
Предварительный поиск гомологичных последователь-
ностей осуществляли с помощью сервиса BLASTX 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Для подбора праймеров, 
множественного выравнивания, анализа нуклеотидных 
и аминокислотных последовательностей использова-
ли пакет программ “Lasergene Core Suite” (DNAstar, 
США). Последовательности выравнивали по алгоритму 
ClustalW [10]. Филогенетический анализ и построение 
дендрограмм проводили с применением программы 
MEGA5 по методу ближайшего соседа с 1000-кратным 
бутстреп-тестированием [11]. Поиск сайтов гликози-
лирования, сайтов нарезания сигнального пептида и 
трансмембранных доменов проводили с помощью on 
line ресурсов NetNGlyc 1.0, SignalP и TMHMM 2.0 со-
ответственно (сайт CBS Prediction Servers http://www.
cb.sdtu.dk/services).
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Обсуждение
При анализе данных полногеномного секвенирования 

CASV (с использованием сервиса BLASTX) определи-
ли три протяженные последовательности, обладающие 
гомологией с вирусами рода Nairovirus (Bunyaviridae). 
Всего обнаружили три последовательности длиной 
1594, 4520 и 11 880 н.о., соответствующие трем геном-
ным сегментам наировирусов – S, M и L соответственно. 
После анализа транслирующих областей установили, 
что мы определили практически полную последователь-
ность генома CASV, состоящего из трех сегментов РНК 
негативной полярности, каждый из которых имеет одну 
протяженную открытую рамку считывания (ОРС). При 
дальнейшем анализе определили, что размер и структу-
ра генома CASV является характерной для вирусов рода 
Nairovirus [12].

S-сегмент CASV длиной около 1594 н.о. имеет одну 
ОРС длиной 497 аминокислотных остатков (а.о.), кото-
рая кодирует белок нуклеокапсида (N). В ОРС S-сегмента 
CASV в позиции 7 расположен дополнительный старт-
кодон, который не встречается у других наировирусов. 
Размер белка N CASV соответствует размеру у других 
наировирусов (в среднем 480–500 а.о., за исключением 
размера белка N у вируса Эрве (ERVEV – Erve virus), 
у которого она составляет 630 а.о.) [13]. Идентичность 
аминокислотной последовательности белка N CASV с 
другими наировирусами достигает 28% (табл. 1). В бел-
ке N CASV обнаружили мотив 277DEVD280, который яв-
ляется сайтом расщепления для каспазы-3. Этот мотив 
консервативен для штаммов вируса Крымской-Конго 
гемморагической лихорадки (ККГЛ) и не встречается у 
других наировирусов с известной последовательностью 
данного белка. Расщепление белка N ККГЛ каспазой-3 
является необходимым для репликации ККГЛ. Нужно 
отметить, что каспазные сайты расщепления в нуклео-
капсидном белке также нужны для репликации “челове-
ческих” вирусов гриппа А [14, 15].

M-сегмент CASV, как и у других наировирусов, имеет 
одну протяженную ОРС, кодирующую полипротеин–
предшественник оболочечных белков Gn и Gc. М-сегмент 
CASV кодирует полипротеин длиной 1376 а.о. Согласно 
результатам анализа полипротеина в программе SignalP 
server 4.1, первые 32 а.о. являются сигнальным пепти-
дом и отщепляются по сайту SSA/SY. Предполагаемый 
сайт нарезания полипротеина сигнальной пептидазой, 
что приводит к образованию белков preGn и preGc, 
определен в позиции 699 (VSG/IK). Эти данные под-
тверждаются расположением трансмембранных доме-
нов в зрелых белках Gn и Gc, что определено с исполь-

зованием программы TMHMM server 2.0. В дальнейший 
процессинг белков Gn и Gc наировирусов, возможно, 
вовлечены протеазы эндоплазматического ретикулума, 
в частности протеаза SKI-1. Сайт расщепления в preGn 
для SKI-1 365RKLL368 у CASV имеет такую же структуру, 
как у вируса ККГЛ [16]. Шесть потенциальных сайтов 
N-гликозилирования обнаружили в белке Gn CASV и 
только один в белке Gc. В целом уровень идентичности 
полипротеина CASV составляет 25–27% с другими наи-
ровирусами (см. табл. 1).

L-сегмент CASV имеет одну протяженную ОРС дли-
ной 4001 а.о. L-сегмент буньявирусов кодирует фермент 
РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp), который яв-
ляется наиболее консервативным вирусным белком. 
Уровень идентичности полной последовательности 
RdRp CASV с наировирусами составляет 38,8–43% (см. 
табл. 1).

Филогенетический анализ провели методом присое-
динения соседей на основе сравнения полноразмерных 
аминокислотных последовательностей белков бунья-
вирусов. На рис. 1, а–в, видно, что CASV практически 
равноудален от других наировирусов и является, таким 
образом, новым представителем рода Nairovirus.

В настоящее время полные последовательности ге-
нома определены только для наировирусов, входящих 
в серогруппы ККГЛ (вирусы ККГЛ и Хазара), Дугбе 
(вирусы Дугбе, болезни овец Найроби, Купе) и тиафора 
(тиафора и Эрве). также мы ранее секвенировали геном 
нового наировируса Иссык-Куль, который пока не вклю-
чен ни в одну серогруппу. Для остальных наировирусов, 
объединенных в серогруппы Кальюб (Кальюб и Бандиа), 
Хьюз (Хьюз, Фараллон и Раза), Дера-Гхази-Хан (Дера-
Гхази-Хан, Абу-Минас и Абу-Хаммад) и Сахалин (Са-
халин и тилламук) доступны только короткие (118 а.о.) 
последовательности каталитического центра RdRp [17]. 
Данный участок, помимо каталитического домена RdRp 

т а б л и ц а  1
Уровень (в %) идентичности полноразмерных последовательно-

стей белков CASV c вирусами рода Nairovirus

Вирус RdRp 
(L-сегмент)

Gс/Gn 
(М-сегмент)

N 
(S-сегмент)

ККГЛ (CCHFV – 
Crimean-Congo 
hemorrhagic fever virus)

41,0 27,3 28,4

Болезни овец Найроби 
(NSDV – Nairobi sheep 
disease virus) 

41,7 25,2 28,4

Дугбе (DUGV – Dugbe 
virus)

41,7 25,4 28,1

Ерве (ERVEV – Erve 
virus)

38,8 25,9 26,9

Иссык-Куль (ISKV – 
Issyk-Kul virus)

43,0 27,3 28,7

т а б л и ц а  2
Уровень (в %) гомологии каталитического центра RdRp (118 

а.о.) CASV с наировирусами различных серогрупп

Серогруппа Вирус Идентич-
ность, %

ККГЛ ККГЛ (CCHFV – Crimean-
Congo hemorrhagic fever 
virus)

59,088

тиафора (TFAV – 
Thiafora virus)

Ерве (ERVEV – Erve virus) 53,437

Дугбе Дугбе (DUGV – Dugbe 
virus)

59,088

Дера-Гхази-Хан (DGKV 
– Dera Ghazi Khan virus)

Абухаммад (ABUHV – Abu 
hammad virus)

66,499

Абумина (ABUMV – Abu 
mina virus)

69,514

Сахалин (SAKV – 
Sakhalin virus)

тилламук (TILLV – 
Tillamook virus)

74,346

Кальюб (QYBV – 
Qalyub virus)

Бандиа (BDAV – Bandia 
virus)

63,390

Кальюб (QYBV – Qalyub 
virus)

61,262

Хьюз (HUGV – Hughes 
virus)

Фараллон (FARV – Farallon 
virus)

80,741

Пунта-Салинас (PSV – 
Punta Salinas virus)

78,955

Раза (RAZAV – Raza virus) 81,622
Иссык-Куль (ISKV – 
Issyk-Kul virus)

Иссык-Куль (ISKV – Issyk-
Kul virus)

55,736
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у наировирусов, включает последовательность, гомоло-
гичную семейству домена опухоли яичника (OUT – от 
англ. ovarian tumor domain). Данный домен наировиру-
сов обладает способностью деубиквитировать белки, 
что приводит к подавлению зависимых от убиквитина 
(Ub) сигнальных путей в инфицированной клетке. По 
этому механизму, вероятно, происходит подавление наи-
ровирусами системы врожденного иммунитета, осно-
ванного на продукции интерферонов 1-го типа (ИФН-α 
и ИФН-β) и фактора некроза опухоли (тНФα) на ранней 
стадии инфекции. Данный домен у наировирусов до-

Рис. 1. Дендрограммы, построенные на основе сравнения полноразмерных аминокис-
лотных последовательностей белков буньявирусов животных: RdRp (а); структурных 

белков оболочки Ge/Gn (б); белка нуклеокапсида N (в).

статочно консервативен [18, 19]. В данном регионе мак-
симальным (80%) уровнем идентичности белков CASV 
обладает с вирусами серогруппы Хьюз (табл. 2). также 
CASV близок к вирусам группы Сахалин (74%). На рис. 
2, построенном на основе сравнения данного участка, 
видно, что разделение ветвей в целом соответствует 
разделению наировирусов на серогруппы, которое про-
вели на основе перекрестных серологических реакций. 
CASV формирует отдельную ветвь, близкую к вирусам 
группы Hughes и Sakhalin (см. рис. 2). Следует отметить, 
что вирусы серогруппы Хьюз изолировали на террито-
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природных очагов адаптированных 
к этим клещам вирусов и возмож-
ность их трансконтинентального 
переноса [4].

К наировирусам относятся такие 
важные патогены людей и живот-
ных, как возбудители ККГЛ, Иссык-
Кульской лихорадки и болезни овец 
Найроби. Наировирусы, особенно 
связанные с птицами и летучими 
мышами, обладают высоким по-
тенциалом в плане возникновения 
новых и вновь возвращающихся 
природно-очаговых инфекций. В 
настоящей работе охарактеризован 
геном CASV – нового вида в соста-
ве рода Nairovirus (Bunyaviridae). 
Полученные данные позволяют рас-
ширить количество известных наи-
ровирусов до 9 (включая описанный 
ранее вирус Иссык-Куль) и допол-
нить сведения об их генетическом 
разнообразии.

Зондирование территории Закав-
казья и Средней Азии проводили в 
рамках Программы по биобезопас-
ности и изучению биоразнообразия 
в различных экосистемах Северной 
Евразии [4, 5, 25, 26].

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ, 
проект № 13-04-01749а.
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Справа указаны антигенные группы.
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