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Генетическая характеристика вируса Герань (GERV – Geran  
virus) (Bunyaviridae, Nairovirus, группа кальюб), изолированного  

в азербайджане от клещей Ornithodoros verrucosus  
Olenev, Zasukhin and Fenyuk, 1934 (Argasidae), собранных в норе 

краснохвостой песчанки (Meriones erythrourus Grey, 1842)
ФГБУ «НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» Минздрава России, 123098, г. Москва

в работе методом полногеномного секвенирования определена полная нуклеотидная последователь-
ность генома ранее неклассифицированного вируса герань (geran virus – gerV, штамм leiV-10899az), 
который изолирован от клещей Ornithodoros verrucosus Olenev, Zasukhin and Fenyuk, 1934 (Argasidae, Or-
nithodorinae), собранных в норе краснохвостой песчанки Meriones (Cricedidae) erythrourus grey, 1842, в 
окрестностях станции герань Касум-исмаиловского района Азербайджана (40°30' n, 46°40’ e) (genBank id: 
KF801649). показано, что gerV является новым представителем рода Nairovirus (Bunyaviridae). Результа-
ты сравнительного анализа полноразмерных последовательностей генома gerV с другими наировируса-
ми продемонстрировали, что наиболее высокий уровень гомологии (55,6% для n-белка (s-сегмент), 54,2% 
для полипротеина gn/gc (M-сегмент) и 74,8% для РнК-зависимой РнК-полимеразы (l-сегмент)) gerV име-
ет с вирусом Чим (chim virus – chiMV), который также приурочен к убежищным биоценозам (норы грызу-
нов) в Средней Азии и ранее отнесен к группе вируса Кальюб (Qalyub virus – QYBV). при сравнении gerV 
c доступными последовательностями QYBV (частичная последовательность 413 н.о. гена rdrp) выявили 
высокий уровень гомологии между ними: 74,3 и 97,4% для нуклеотидной и аминокислотной последова-
тельности соответственно. полученные данные позволяют классифицировать gerV как вирус группы 
QYBV рода Nairovirus, сем. Bunyaviridae.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Bunyaviridae; Nairovirus; группа Кальюб; арбовирусы; норово-убежищные биоценозы; 
Ixodidae; Argasidae; вирус Герань; полногеномное секвенирование.

genetic characterization of the geran virus (gerV, Bunyaviridae, Nairovirus, Qalyub 
group) isolated from the ticks Ornithodoros verrucosus Olenev, Zasukhin and 

Fenyuk, 1934 (Argasidae) collected in the burrow of Meriones erythrourus grey, 1842 
in azerbaijan
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The full-length genome of the unclassified geran virus (gerV, strain leiV-10899az) isolated from the ticks 
(Ornithodoros verrucosus Olenev, Zasukhin and Fenyuk, 1934 (Argasidae, Ornithodorinae)) collected in the burrow 
of the red-tailed gerbils (Meriones (Cricedidae) erythrourus grey, 1842) near the geran station (azerbaijan) was 
sequenced using the next-generation approach (genBank id: KF801649). it was shown that the gerV is a new 
representative of the Nairovirus genus (family Bunyaviridae). The comparative analysis of the full-length genome 
sequences of the gerV with other nairoviruses showed that the highest level of homology (55.6% for n protein 
(s-segment) of 54.2% for the polyprotein gn/gc (M-segment) and 74.8% for the rna-dependent rna polymerase 
(l-segment)) gerV had with the chim virus (chiMV) that is also associated with the shelters biocenoses (rodent 
burrows) in central asia and was previously assigned to the Qalyub virus group (QYBV). comparing the gerV 
with the QYBV sequences (partial sequence 413 n.o. of rdrp gene) revealed a high level of homology: 74.3 and 
97.4% for the nucleotide and amino acid sequences, respectively. The data obtained in this work provided an 
opportunity to classify the gerV to the QYBV group; the Nairovirus genus, to the family Bunyaviridae.
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Geran virus; complete genome sequencing.
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В процессе проведения вирусологического монито-
ринга [1–4] в Закавказье из пула клещей Ornithodoros 
verrucosus Olenev, Zasukhin and Fenyuk, 1934 (Argasi-
dae, Ornithodorinae), собранных в норе краснохвостой 

песчанки Meriones (Cricedidae) erythrourus Grey, 1842 
в окрестностях станции Герань Касум-Исмаиловского 
района Азербайджана (40°30’N, 46°40’E), изолирован 
вирус Герань (Geran virus – GERV, штамм LEIV-10899-
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Az), который не удалось идентифицировать серологиче-
скими методами. В настоящей работе для идентифика-
ции GERV проведено полногеномное секвенирование 
его генома и показано, что GERV является новым чле-
ном рода Nairovirus (сем. Bunyaviridae) и относится к 
группе Qalyub.

Материалы и методы
Вирусные штаммы. Штамм LEIV-10899Az GERV по-

лучен из Государственной коллекции вирусов при ФГБУ 
«НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» Минздрава 
России. Работы с инфекционным материалом, связан-
ные с получением и накоплением вируса, проводили в 
боксовых помещениях, оборудованных и сертифици-
рованных для работы с микроорганизмами II группы 
патогенности. Для восстановления вируса лиофили-
зированную суспензию восстановили в 1 мл культу-
ральной среды ДМЕМ (с добавлением антибиотика) и 
использовали для интрацеребрального заражения ново-
рожденных беспородных белых мышей. После развития 
симптомов поражения ЦНС (2–3 сут) мышей забивали в 
соответствии с правилами содержания и использования 
лабораторных животных.

Выделение РНК. Фрагменты мозга (около 30 мг) по-
мещали в 1 мл реагента TRIzol (Life Technology, США) 
и гомогенизировали пластиковым пестиком. Далее вы-
деляли РНК согласно прилагаемой инструкции произво-
дителя данного реагента. Конечный осадок суммарной 
РНК растворяли в 100 мкл DEPC-обработанной воды. 
Для дополнительной очистки, а также для удаления низ-

Т а б л и ц а  1
Вирусы рода Nairovirus (Bunyaviridae), изолированные в Закавказье, Средней азии, казахстане и высоких широтах [17–19]

Вирус Группа GenBank ID Тип  
биоценоза

Источник выделения Известный ареал Ссылка

Крымской-Конго 
геморрагической лихо-
радки (CCHFV)

CCHFV NC005300–
NC005302

Пастбищ-
ный

Клещи Hyalomma spp., преимущественно 
H.marginatum; ежи; зайцы; грызуны; до-

машние животные; человек

Средняя Азия, Ка-
захстан, Закавказье, 
Юг Европы, Африка

[20–22]

Хазара (Hazara virus – 
HAZV)

M86624, 
DQ076419

Клещи Ixodidae Средняя Азия [23]

Чим (Chim virus – 
CHIMV)

Qalyub KF801656 Убежищ-
ный

Клещи Ornithodoros tartakovskyi, O. 
papillipes, Rhipicephalus turanicus Hyalomma 

asiaticum; большая песчанка Rhombomys 
opimus

То же [10]

Герань (Geran virus – 
GERV)

KF801649 Клещи Ornithodoros verrucosus Закавказье Данная 
статья

Сахалин (Sakhalin 
virus – SAKHV)

Sakhalin KF801659 Гнездовья 
морских 

птиц

Клещи Ixodes uriae Высокие широты [24]

Парамушир 
(Paramushir virus – 
PRMV)

KF801657

Тамды (Tamdy virus – 
TAMV)

Tamdy KF801653 Пастбищ-
ный

Клещи Hyalomma asiaticum и H. spp, 
Rhipicephalus turanicus, Haemophysalis 

concinna; песчанки; птицы; человек

Средняя Азия, Ка-
захстан, Закавказье

[8, 25]

Бурана (Burana virus – 
BURV)

KF801651 Клещи Haemaphysalis punctate, Haem. 
concinna

Средняя Азия [26, 27]

Каспий (Caspiy virus – 
CASV)

Hughes KF801659 Гнездовья 
морских 

птиц

Клещи Ornithodoros capensis; чайки Larus 
argentatus

Восточное и за-
падное побережье 
Каспийского моря

[9]

Иссык-Куль (Issyk-Kul 
virus – ISKV)

Issyk-Kul KF801652 Убежищ-
ный

Летучие мыши (Vespertilionidae); клещи 
Argasidae; птицы; человек

Средняя Азия,  
Малайзия

[6, 28]

Узун-Агач (Uzun-
Agach – UZAV

KJ744032 Летучая мышь Myotis blythii Средняя Азия –

Арташат (Artashat 
virus – ARTSHV)

Artashat KF801650 Убежищ-
ный

Клещи Ornithodoros alactagalis, O. 
verrucosus

Закавказье [7]

комолекулярных фракций рибосомальной (5 S) и транс-
портной РНК полученный препарат был очищен набо-
ром «RNeasy mini kit» (QIAGEN, Германия) в режиме 
clean-up на автоматической станции QIAcube (QIAGEN, 
Германия) в соответствии с инструкцией. Концентрацию 
РНК измеряли с использованием флюориметра Qubit 
(Invitrogen, США). Для удаления рибосомальной (18 и 
28 S) РНК использовали набор «GenRead rRNA deple-
tion Kit» (QIAGEN, Германия) в соответствии с инструк-
цией. Для этого брали не более 3 мкг суммарной РНК. 
Эффективность деплеции достигала 50–80%, и, таким 
образом, количество полученной РНК для дальнейшего 
анализа составило около 300 нг.

Подготовка ДНК-библиотек и секвенирование. Для 
получения кДНК около 100 нг деплецированной РНК 
фрагментировали в 15 мкл реакционной смеси для об-
ратной транскриптазы с гексапраймером при 85ºС в 
течение 5 мин, после чего помещали в лед. К фрагмен-
тированной РНК добавляли 200 ед. фермента RevertAid 
Premium (Thermo Scientific, США) и 20 ед. ингибито-
ра РНаз RNasin (Promega, США). Инкубировали 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 проводили 
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, Гер-
мания) на автоматической станции QIAcube.

Для получения ДНК-библиотек из дцДНК использова-
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ли набор «TruSeq DNA Sample Prep Kits v2» (Illumina, 
США) в соответствии с инструкцией. Для селекции 
ДНК по размеру использовали реагент «AMpure XP» 
(Beckman Coulter, США) с расчетом получения ДНК-
библиотек длиной более 270 н.о., что соответствует 
размеру вставки около 150 н.о. Данные требования к 
размеру ДНК-библиотек связаны с использованием 
для секвенирования набора, позволяющего секвени-
ровать не более 150 н.о. в одну сторону. Полученные 
библиотеки визуализировали на станции автомати-
ческого электрофореза «QIAxcel Advanced System» 
(QIAGEN, Германия). Молярность полученных би-
блиотек измеряли методом полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени (2х SsoFast EvaGreen Su-
permix (Bio-Rad, США), прибор Bio-Rad CFX1000) 
согласно рекомендациям, изложенным в руководстве 
«Sequencing Library qPCR Quantification Guide» (Il-
lumina, США).

Секвенирование ДНК-библиотек осуществляли на 
приборе MiSeq (Illumina, США) с использованием 
набора «MiSeq Reagent Kits V2 (300PE)» в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Биоинформационный анализ. Обработку данных 
полногеномного секвенирования, сборку контигов и 
картирование ридов проводили, используя програм-
му «CLC Genomics Workbench 6.0» (CLC bio, США). 
Предварительный поиск гомологичных последова-
тельностей проводили с помощью сервиса BLASTX 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Для анализа нуклео-
тидных и аминокислотных последовательностей ис-
пользовали пакет программ «Lasergene Core Suite» 
(DNAstar, США). Выравнивание последовательно-
стей осуществляли по алгоритму ClustalW. Фило-
генетический анализ и построение дендрограмм 
проводили с использованием программы Mega5 по 
алгоритму ближайшего соседа (neighbor-joining) или 
максимального правдоподобия (Maximum likelihood) 
с 1000-кратным бутстреп-тестированием.

Результаты и обсуждение
Для анализа результатов полногеномного секвени-

рования полученные короткие последовательности 
150 н.о. длиной (риды, от англ. reads) были собраны 
de novo в более длинные фрагменты (контиги, от англ. 
contigs sequences) с использованием ассемблера про-
граммы «CLC Genomics Workbench 6.0» (CLC bio, 
США). Полученные контиги предварительно анали-
зировали с использованием on-line сервиса BLASTX 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), который позволяет про-
водить поиск гомологичных белков в базе данных 
GenBank, используя для запроса нуклеотидные после-
довательности, транслируемые в автоматическом ре-
жиме. Поиск гомологий проводился с ограничением 
по поиску «viruses (taxid:10239)». В результате обна-
ружили три последовательности длиной 12,02, 4,973 
и 2,272 н.о. соответственно, открытые рамки считыва-
ния которых кодируют белки, обладающие гомологией 
с вирусами рода Nairovirus (Bunyaviridae). Результаты 
дальнейшего анализа показали, что мы определили 
практически полные нуклеотидные последовательно-
сти генома GERV, который, как и у всех наировиру-
сов, представлен тремя сегментами РНК отрицатель-
ной полярности, которые кодируют РНК-зависимую 
РНК-полимеразу (RdRp; L-сегмент), полипротеин-
предшественник оболочечных гликопротеидов Gn/
Gc (M-сегмент) и белок нуклеокапсида (N, S-сегмент) 
соответственно (GenBank ID: KF801649). Структура 
генома GERV и размер кодируемых белков также со-
ответствуют таковым вирусов данного рода [5].

Результаты филогенетического анализа, проведенного методом бли-
жайшего соседа на основе выравненных аминокислотных полнораз-

мерных последовательностей протеинов вирусов рода Nairovirus.
а – РНК-зависимая RdRp (L-сегмент); б – полипротеин Gn/Ge (M-сегмент); в – 
белок N (S-сегмент). Положение на дендрограмме GERV обозначено кружком.
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Согласно последнему изданию отчета Международно-
го комитета по таксономии вирусов (ICTV), к роду Nai-
rovirus отнесено около 35 вирусов, которые объединены 
в семь серогрупп (видов) [5]. Ранее нами показано, что 
ряд неклассифицированных буньявирусов, преимуще-
ственно изолированных в Закавказье, Средней Азии и 
Казахстане, являются новыми представителями данного 
рода (табл. 1) [6–9]. Результаты сравнительного анализа 
полноразмерных аминокислотных последовательностей 
генома GERV с другими наировирусами также представ-
лены в табл. 1. В среднем уровень гомологии составляет 
30–40% по белку N, 27–33% по полипротеину Gn/Gc и 
48–52% по последовательности RdRp. Наибольший уро-
вень гомологии GERV по всем трем белкам отмечен для 
вируса Иссык-Куль (Issyk-Kul virus – ISKV) (42,4–62,3%) 
и вируса Чим (Chim virus – CHIMV) (54,2–74,8%) (табл. 
2). Ранее CHIMV был отнесен к серогруппе Кальюб 
(Qalyub) рода Nairovirus на основании анализа генома, 
а также общих экологических свойств (приуроченность 
к убежищным биоценозам – норам грызунов) с вируса-
ми данной серогруппы [10]. Для вируса Кальюб (Qalyub 
virus – QYBV), который является прототипным вирусом 
одноименной группы, в настоящее время доступна толь-
ко частичная последовательность (413 н.о.) гена RdRp 
(AY359528). Этот участок RdRp является наиболее кон-
сервативным у наировирусов и используется для фило-
генетического анализа [11]. Уровень гомологии GERV с 
QYBV по нуклеотидной последовательности части кон-
сервативного каталитического центра составил 74,3%. 
Гомология аминокислотных последовательностей GERV 
и QYBV на данном участке составляет 97,1%. Получен-
ные данные позволяют классифицировать GERV как ви-
рус группы QYBV (см. рисунок).

QYBV впервые изолирован R. Taylor и H. Dressler из 
клещей Ornithodoros erraticus, собранных в норе в дель-
те Нила в окрестностях пос. Кальюб, Египет (30˚N, 32˚E) 
в 1952 г. Комплементсвязывающие антитела к QYBV 
найдены у людей (1,5%), верблюдов, ослов, свиней, буй-

волов, собак, грызунов. Антигенная группа Qalyub, 
которая сформирована QYBV и антигенно близки-
ми ему вирусами, является одной из прототипных 
групп рода Nairoviurus сем.Bunyaviridae [12–15]. 
Филогенетическая близость GERV к QYBV, а также 
к CHIMV, изолированному от клещей Ornithodoros 
tartakovskyi Olenev, 1931 в убежищных биоценозах 
(норы большой песчанки Rhombomys opimus Lich-
tenstein, 1823) в Средней Азии и Казахстане, опре-
деляет потенциальную возможность заражения 
GERV людей.

Ареал клещей O. verrucosus Olenev, Zasukhin and 
Fenyuk, 1934 (Argasidae, Ornithodorinae) охваты-
вает юг Молдавии, Украины, Кавказа, ограничен 
на севере 47˚30’ в западной части и 43˚30’. Ареал 
включает юг Краснодарского и Ставропольского 
краев, Северные и Восточные предгорья Дагестана, 
предгорья и равнинные возвышенности Грузии, в 
Армении долины рек Аране и Раздан, в Азербайд-
жане предгорья Малого Кавказа, Кобыстанское 
плато и Апшеронский полуостров. На этих терри-
ториях нельзя исключать существование природ-
ных очагов GERV. Клещи O. verrucosus заселяют 
убежищные биотопы, в частности норы краснох-
востой песчанки Meriones (Cricedidae) erythrourus 
Grey, 1842, распространенной в Средней Азии, на 
Юге Казахстана и в Восточном Закавказье. Данный 
вид, сформировавшийся в конце среднего плиоце-
на, тяготеет к пустынным и полупустынным ланд-
шафтам. Глубокие, с 5–10 выходными отверстиями 
норы Meriones erythrourus обеспечивают стабиль-

ность адаптированных к ним биоценозов.
Вирусологическое обследование территории Закавка-

зья проводили в рамках программы биобезопасности и 
изучения биоразнообразия в разных экосистемах Север-
ной Евразии, а также для пополнения Государственной 
коллекции вирусов [1, 3, 16].
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Серо-
группа

Вирус RdRp 
(L-сегмент)

Gс/Gn 
(М-сегмент)

N 
(S-сегмент)

CCHFV Крымской-Конго 
геморрагической 

лихорадки (CCHFV 
– Crimean-Congo 
hemorrhagic fever 

virus) 
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Sakhalin virus)

52,2 30,0 36,2
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Issyk-Kul virus)
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Hughes Каспий (CASV – 
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Artashat Арташат (ARTSV – 
Artashat virus)
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Qalyub Чим (CHIMV – Chim 
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Генетическая характеристика вируса Повассан (POWV –  
Powassan virus), изолированного от клещей Haemaphysalis  

longicornis в Приморском крае, и двух штаммов вируса клещевого 
энцефалита (Flaviviridae, Flavivirus): алма-арасан  

(AAV – Alma-Arasan virus), изолированного от клещей Ixodes  
persulcatus в казахстане, и Малышево, изолированного  

от комаров Aedes vexans nipponii в Хабаровском крае
ФГБУ «НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» Минздрава России, 123098, г. Москва

в работе методом полногеномного секвенирования определены полные последовательности генома трех 
клещевых флавивирусов (род Flavivirus, сем. Bunyaviridae): повассан (Powassan virus – POWV, штамм leiV-
3070Prm, изолирован от иксодовых клещей Haemaphysalis longicornis в 1973 г. в приморском крае), Алма-
Арасан (alma-arasan virus – aaV, штамм leiV-1380Kaz, выделен из клещей Ixodes persulcatus в Казахстане 
в 1977 г.) и вируса Малышево (Malyshevo virus изолирован из пула комаров Aedes vexans nipponii в 1978 
г. в Хабаровском крае). показано, что aaV и вирус Малышево являются штаммами вируса клещевого эн-
цефалита Сибирского и Дальневосточного генотипов соответственно (genBank id: aaV KJ744033; штамм 
Малышево KJ744034). Филогенетически aaV наиболее близок (94,6% гомологии по нуклеотидной и 98,3% 
по аминокислотной последовательности) к штаммам TBeV, изолированным в забайкалье (Vasilchenko, 
Сhita-653, irkutsk-12, aino). Штамм Малышево наиболее близок (96,4 и 98,3%) к штаммам TBeV, изолирован-
ным на Дальнем востоке (1230, spassk-72, Primorye-89). POWV leiV-3070Prm обладает 99,7% гомологии с 
прототипным штаммом POWV lB, изолированным в Канаде, и 99,5% гомологии с дальневосточными изо-
лятами POWV (spassk-9 и nadezdinsk-1991).

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Повассан ( POWV); Алма-Арасан (AAV); Flaviviridae; Flavivirus; Ixodidae; Приморский край; 
Казахстан; пастбищные биоценозы; метагеномный анализ.
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