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Генетическая характеристика вируса Узун-агач (UZAV –  
Uzun-Agach virus) (Bunyaviridae, Nairovirus), изолированного  
в казахстане от остроухой ночницы Myotis blythii oxygnathus  

Monticelli, 1885 (Chiroptera; Vespertilionidae)
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проведено секвенирование генома вируса узун-Агач (Uzun-agach virus – UZaV), изолированного из пе-
чени летучих мышей Myotis blythii oxygnathus Monticelli, 1885 (Chiroptera; Vespertilionidae) в низкогорном 
районе Алма-Атинской области в Казахстане в 1977 г. показано, что UZaV является новым вирусом рода 
Nairovirus (сем. Bunyaviridae). UZaV – реассортант, у которого s-сегмент получен от вируса иссык-Куль 
(issyk-Kul virus – isKV), который так же, как и UZaV, изолировали от летучих мышей, а l- и M-сегменты 
получены от другого вируса, филогенетически близкого isKV, но дивергентного от него. l- и М-сегменты 
UZaV обладают 69,3 и 64,1% гомологии с isKV. полученные данные о наличии реассортации между isKV 
и UZaV в природе позволяют предположить, что они социркулируют в рамках одной экологической ниши 
(летучие мыши сем. Vespertilionidae) и ареал UZaV может совпадать с ареалом isKV.
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genetic characterization of the Uzun-agach virus (UZaV, Bunyaviridae, Nairovirus), 
isolated from bat Myotis blythii oxygnathus Monticelli, 1885 (Chiroptera; 
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The complete genome of Uzun-agach virus (UZaV), isolated from the liver of Myotis blythii oxygnathus (Monticelli, 
1885 (Chiroptera; Vespertilionidae)) bats in alma-ata district (Kazakhstan) in 1977 have been sequenced. Based 
on full-length genome comparison it is shown that UZaV is a new member of the Nairovirus genus (family 
Bunyaviridae). l-segment and M-segments of UZaV have 69,3% and 64,1% identity with issyk-Kul virus (isKV) 
that also was isolated from bats. s-segment of UZaV have 99,6% identity with the same of isKV. This allow 
us to claim that UZaV is a reassortant virus that have s- segment derived from isKV, and l- and M- segments 
from another virus that is phylogenetically related to isKV, but divergent from it. The obtained data that the 
reassortment between isKV and UZaV exists in nature suggest that they cocirculated in one ecological niche 
(bats of the Vespertilionidae family) and the areal of UZaV may coincide with the areal of isKV.
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Прототипный штамм Kaz155 (депонент Государствен-
ной коллекции вирусов № 643, авторы Львов Д.К., Кари-
мов С.К.) вируса Узун-Агач (Uzun-Agach virus – UZAV) 
изолирован в 1977 г. из печени летучих мышей Myotis 
blythii oxygnathus Monticelli, 1885 (Chiroptera; Vespertil-
ionidae) в низкогорном районе Алма-Атинской области в 
Казахстане в процессе зондирования территорий Казах-
стана и Средней Азии. По данным электронной микро-
скопии вирус отнесен к семейству Bunyaviridae [1–4]. 
Семейство Bunyaviridae включает пять родов оболочеч-
ных, РНК-содержащих вирусов, геном которых пред-
ставлен тремя сегментами РНК негативной полярности. 
Буньявирусы животных объединены в четыре рода (Or-
thobunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus и Hantavirus), к ко-
торым относится множество опасных патогенов человека 
и животных. Большинство вирусов родов Orthobunyavi-
rus, Phlebovirus, Nairovirus являются арбовирусами, т.е. 
передаются восприимчивым позвоночным хозяевам по-
средством членистоногих, кровососущих членистоногих. 
Около 40 вирусов на основании морфологии вириона бы-
ли отнесены к группе неклассифицированных буньяви-

русов, поскольку серологическими методами не удалось 
установить их антигенных связей с классифицирован-
ными вирусами. Таксономия буньявирусов основана на 
перекрестных антигенных связях в реакции связывания 
комплемента, в которой, как правило, основное значение 
играют антигенные детерминанты белка нуклеокапсида 
(N) [5]. В отсутствие антигенных связей наиболее реле-
вантным современным методом для описания новых или 
неклассифицированных вирусов являются их секвениро-
вание и анализ геномных данных [6].

В настоящей работе геном UZAV был секвенирован с 
использованием технологии полногеномного секвени-
рования. Показано, что UZAV принадлежит роду Nai-
rovirus (сем. Bunyaviridae) и является реассортантом, у 
которого S-сегмент получен от вируса Иссык-Куль (Is-
syk-Kul virus – ISKV), а L- и М-сегменты имеют 64–69% 
гомологии с ISKV.

Материалы и методы
Вирусные штаммы. Штамм LEIV-10899Az вируса 

Герань (Geran virus – GERV) получен из Государствен-
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ной коллекции вирусов при ФГБУ «НИИ вирусологии 
им. Д.И. Ивановского» Минздрава России. Работы с 
инфекционным материалом, связанные с получением и 
накоплением вируса, проводили в боксовых помещени-
ях, оборудованных и сертифицированных для работы с 
микроорганизмами II группы патогенности. Для вос-
становления вируса лиофилизированную суспензию 
восстановили в 1 мл культуральной среды ДМЕМ (с 
добавлением антибиотика) и использовали для интра-
церебрального заражения новорожденных беспород-
ных белых мышей. После развития симптомов пораже-
ния 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 был растворен в 100 мкл DEPC-обработанной во-
ды. Для дополнительной очистки, а также для удаления 
низкомолекулярных фракций рибосомальной (5 S) и 
транспортной РНК полученный препарат был очищен 
набором «RNeasy mini kit» (QIAGEN, Германия) в режи-
ме clean-up на автоматической станции QIAcube (QIA-
GEN, Германия) в соответствии с инструкцией. Концен-
трацию РНК измеряли с использованием флюориметра 
Qubit (Invitrogen, США). Для удаления рибосомальной 
(18 и 28 S) РНК использовали набор «GenRead rRNA 
depletion Kit» (QIAGEN, Германия) в соответствии с ин-
струкцией. Для этого брали не более 3 мкг суммарной 
РНК. Эффективность деплеции достигала 50–80%, и, 
таким образом, количество полученной РНК для даль-
нейшего 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 85 °С 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. ингиби-
тора РНаз RNasin (Promega, США). Инкубировали 
при 25°С в течение 10 мин, далее при 42°С в течение  
60 мин. Реакцию останавливали прогреванием при 70°С 
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, Гер-
мания) на автоматической станции QIAcube.

Для получения ДНК-библиотек из дцДНК исполь-
зовали набор «TruSeq DNA Sample Prep Kits v2» (Illu-
mina, США) в соответствии с инструкцией. Для селек-
ции ДНК по размеру использовали реагент «AMpure 
XP» (Beckman Coulter, США), с расчетом получения 
ДНК-библиотек длиной более 270 н.о., что соответству-
ет размеру вставки около 150 н.о. Данные требования 
к размеру ДНК-библиотек связаны с использованием 
для секвенирования набора, позволяющего секвениро-
вать не более 150 н.о. в одну сторону. Полученные би-
блиотеки визуализировали на станции автоматического 
электрофореза «QIAxcel Advanced System» (QIAGEN, 
Германия). Молярность полученных библиотек изме-
ряли методом полимеразной цепной реакции в реаль-
ном времени (2х SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, 
США), прибор Bio-Rad CFX1000) согласно рекоменда-
циям, изложенным в руководстве «Sequencing Library 
qPCR Quantification Guide» (Illumina, США).

Секвенирование ДНК-библиотек осуществляли на 

приборе MiSeq (Illumina, США) с использованием на-
бора «MiSeq Reagent Kits v2 (300PE)» в соответствии 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 последователь-
ностей осуществляли с помощью сервиса BLASTX 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Для анализа нуклеотид-
ных и аминокислотных последовательностей исполь-
зовали пакет программ «Lasergene Core Suite» (DNAs-
tar, США). Выравнивание последовательностей прово-
дили по алгоритму ClustalW. Филогенетический анализ 
и построение дендрограмм осуществляли с примене-
нием программы Mega5 по алгоритму ближайшего со-
седа (neighbor-joining) или максимального правдопо-
добия (maximum likelihood) с 1000-кратным бутстреп-
тестированием.

Результаты и обсуждение
При анализе данных полногеномного секвенирования 

РНК из мозга инфицированных UZAV мышей обнару-
жили последовательности, обладающие гомологией с 
вирусом рода Nairovirus (сем. Bunyaviridae). Результаты 
дальнейшего анализа показали, что мы определили прак-
тически полную нуклеотидную последовательность ге-
нома UZAV. Структура и размер генома UZAV соответ-
ствуют таковым вирусов рода Nairovirus и представлены 
тремя сегментами РНК, каждый из которых имеет одну 
протяженную рамку считывания [5]. L-сегмент UZAV 
кодирует РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp), раз-
мер которой составляет 3,988 а.о. M-сегмент кодирует 
полипротеин–предшественник поверхностных глико-
протеинов Gn и Gc (1,621 а.о.). S-сегмент кодирует бе-
лок N (485 а.о.).

При сравнении полных последовательностей генома 
UZAV с другими наировирусами наибольший уровень 
гомологии выявили с ISKV. Так, гомология UZAV и 
ISKV по нуклеотидной последовательности L-сегмента 
составляет 69,3%. По аминокислотной последователь-
ности RdRp гомология достигает 76,2%. Уровень го-
мологии M-сегмента UZAV и ISKV составляет 64,1 и 
66,7% по нуклеотидной и аминокислотной последова-
тельностям соответственно. При анализе S-сегмента 
UZAV установили, что он обладает 99,6% идентично-
сти с ISKV как по нуклеотидной, так и по аминокис-
лотной последовательностям. Таким образом, можно 
заключить, что UZAV является реассортантом, у кото-
рого S-сегмент получен от ISKV, а L- и M-сегменты по-
лучены от другого вируса, филогенетически близкого 
ISKV, но дивергентного от него (см. рисунок). Эколо-
гия UZAV подробно не изучена, поскольку изолирован 
только один штамм из печени летучих мышей Myotis 
blythii oxygnathus. Полученные данные о наличии ре-
ассортации между ISKV и UZAV в природе позволяют 
предположить, что они социркулируют в рамках одной 
экологической ниши (летучие мыши сем. Vespertilioni-
dae) и ареал UZAV может совпадать с ареалом ISKV.

Летучие мыши являются важнейшим резервуаром 
зоонозных вирусов, многие из которых могут пред-
ставлять серьезную потенциальную угрозу для чело-
века [7–9]. В последние годы множество патогенных 
для человека вирусов интродуцировалось, как пред-
полагают, из популяций летучих мышей. Это новые 
эболавирус Заир (Zair ebolavirus) и марбургвирус озера 
Виктория (Lake Victoria marburgvirus); новые лиссави-
русы; коронавирусы SARS и MERS; парамиксовирусы 
Nipah и Hendra и др. [7, 10–12]. Ранее показано, что 
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ISKV, ассоциированный с летучими мышами и вызы-
вающий лихорадочное заболевание в Средней Азии, 
является новым представителем рода Nairovirus (Bu-
nyaviridae), формирующим самостоятельную филоге-
нетическую ветвь [13]. UZAV является реассортантом 
ISKV и филогенетически близок к ISKV, что позволяет 
классифицировать его как новый вирус группы ISKV. 
Учитывая способность ISKV инфицировать людей [14, 
15], полагаем, что UZAV должен рассматриваться как 
потенциально патогенный для человека вирус и быть 
включен в мониторинг новых и вновь возникающих 
инфекций.

Остроухая ночница M. blithii oxygnathus, от которой 
изолирован UZAV, относится к многочисленным лету-
чим мышам, распространенным на юге Русской рав-
нины и Западной Сибири в РФ, на Кавказе, в Средней 
Азии, Казахстане, Южной Европе, Северной Африке, 
Малой Азии, Центральной Азии, Иране, Индии, насе-
ляя пещеры, чердаки жилых зданий и образуя большие 
колонии. Часть популяции отлетает на зимовки в Север-
ную Африку, Иран, Индию, Малую Азию.

Зондирование территории Казахстана проводили в 
рамках программы по биобезопасности и изучению био-
разнообразия в различных экосистемах Северной Евра-
зии [16–19].
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