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Российской Федерации обнаружена РНК вируса озера Аббей в сыворотке крови больных 

и суспензии комаров рода Culex. Установлена принадлежность выявленного вируса к 
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As a result of metagenomic analysis usage there was the first case of RNA detection of 

the Abbey lake orthobunyavirus in serum blood and Culex spp. mosquito suspension in the 
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Ежегодно на территории Волгоградской области регистрируются случаи 

заболевания людей, вызванных арбовирусами. На данный момент установлена 
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циркуляция вируса лихорадки Западного Нила, вируса Конго-крымская геморрагическая 

лихорадка (ККГЛ), однако существуют свидетельства циркуляции других арбовирусов, на 

что указывают обнаружения антител в крови больных, а также множественные случаи 

сезонных вирусных лихорадок неуточненной этиологии [1]. 

Стандартные методы мониторинга за возбудителями инфекционных 

заболеваний, такие как иммунно-серологические методы и ПЦР, позволяют 

осуществлять идентификацию инфекционных агентов, основываясь на применении 

готовых тест-систем, содержащих строго специфические антитела к антигенам или 

праймеры к участкам геномов выявленных и охарактеризованных ранее патогенов. В то 

время как метагеномное секвенирование позволяет выявлять и получать 

полногеномные или практически полногеномные последовательности даже 

неохарактеризованных вирусных патогенов, в том числе из образцов нуклеиновых 

кислот, выделенных из клинического материала, суспензий членистоногих, а также 

супернатантов смешанных клеточных культур. 

Целью данного исследования являлось установление видовой принадлежности 

арбовирусов, циркулирующих на территории Волгоградской области, при помощи 

анализа образцов РНК, выделенных из сыворотки крови лихорадящих больных и 

супернатанта клеточных культур при помощи метагеномного секвенирования. 

План исследования включал в себя этапы выделения тотальной РНК образцов, 

подготовку библиотек фрагментов, осуществление секвенирования и 

биоинформатическую обработку данных.  

 

Материалы и методы 

Для исследования были отобраны 7 сывороток крови больных, поступивших в 

референс-центр по мониторингу за возбудителем лихорадки Западного Нила ФКУЗ 

Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора за 

период эпидсезона 2018 года, 14 образцов фильтрированного супернатанта культуры 

клеток Vero, полученных в результате слепого пассажа суспензии комаров рода Culex, 

отловленных на территории Волгоградской области в 2018 году, а также 1 образец 

фильтрированного супернатанта культуры клеток Vero, полученного в результате 

пассажа сыворотки крови больного, поступившей в референс-центр в 2018 году. 

Тотальная РНК образцов была выделена с использованием наборов Rneasy Mini Kit 

(QIAGEN, Германия) и QIAamp UltraSens Virus Kit (QIAGEN, Германия). Для подготовки 

библиотек фрагментов использовали методику Moser с соавт., дополненную 

некоторыми авторскими модификациями [2, 3]. Секвенирование было осуществлено при 

помощи высокопроизводительного секвенатора MiSeq (Illumina, США). 

Демультиплексирование и триммирование полученных прочтений осуществляли при 

помощи Cutadapt v. 1.15 [4]. Фильтрацию данных против референсных 

последовательностей геномов различных представителей арбовирусов проводили с 

использованием BWA v. 0.7.17-r1188 *5, 6+ и SAM Tools 1.7 *7+. Сборка вирусных геномов 

de novo проводилась ассемблером Spades v3.11.1 *8+. Программные продукты были 

объединены в конвейер для автоматизированной обработки данных 
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высокопроизводительного секвенирования при помощи авторских скриптов, 

реализованных на Python 3.6. Поиск и анализ гомологичных последовательностей 

геномов выполнен с использованием инструментов локального выравнивания blastn *9+ 

и NCBI Magic-BLAST [10]. Выравнивание нуклеотидных последовательностей и 

построение филогенетических деревьев производилось с помощью инструмента 

CLUSTAL 2.1 *11, 12+ с параметрами выравнивания по умолчанию. Визуализация и 

форматирование готовых филогенетических деревьев осуществлялось при помощи 

онлайн-инструмента iTOL v.5. 

 

Результаты и обсуждение 

В результате анализа данных секвенирования в 18 (5 образцах РНК из сывороток 

крови и 13 образцах РНК из супернатантов культур клеток) из 22 исследованных проб 

были обнаружены нуклеотидные последовательности трех сегментов вирусного генома, 

обладающих высокой гомологией (более 99%) с последовательностями генома изолята 

вируса Abbey lake orthobunyavirus Cu20-XJ, представленных в международной базе 

данных GenBank NCBI. На основании высокой степени гомологии последовательностей 

сегментов геномов был сделан вывод о том, что обнаруженный в результате 

секвенирования вирус принадлежит к данному виду. 

Вирусный изолят Abbey lake orthobunyavirus Cu20-XJ был выделен из пула 

комаров рода Culex в 2014 году на территории северных провинций КНР и принадлежит 

к роду Orthobunyavirus, семейству Peribunyaviridae. Нуклеотидные последовательности 

сегментов геномной РНК (KJ710425, KJ710423, KJ710424) были получены путем их сборки 

на референсы, в качестве которых были использованы S- и M-сегменты генома вируса 

Germiston и L-сегмент генома вируса Батаи [13, 14]. 

Высокая степень гомологии китайского и волгоградского изолятов вируса Abbey 

lake может указывать на мощное действие отрицательного отбора при слабом действии 

положительного. Подобная картина является одной из отличительных черт арбовирусов 

*15+, а также косвенно свидетельствует о возможном существовании маршрута завоза 

данного вируса с перелетными птицами. 

По аналогии с китайским изолятом, была проведена аннотация генома 

волгоградского штамма вируса озера Аббей, организация которого оказалась типичной 

для представителя рода Orthobunyavirus. Геном ортобуньявирусов представлен тремя 

сегментами: L, M, S, каждый из которых способен формировать псевдокольцевую 

структуру за счет взаимной комлементарности концевых фрагментов, напоминающую 

ручку сковороды (panhandle). L- и M-сегменты генома большинства ортобуньявирусов 

представлены некодирующей (-) оцРНК, в то время как S-сегмент может являться 

комбинацией смысловой и антисмысловой оцРНК, т.е. амбисмысловой. L-сегмент 

кодирует репликазу вируса, а также L-белок на N-конце полипептида. М-сегмент 

кодирует два внешних гликопротеина G1 и G2, а также неструктурный белок NSm. S-

сегмент кодирует нуклеокапсидный протеин N на антисмысловом участке цепи и 

неструктурный белок NSs на фрагменте смысловой цепи [16]. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Orthobunyavirus#_blank
https://en.wikipedia.org/wiki/Orthobunyavirus#_blank
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Также был проведен индивидуальный филогенетический анализ 

последовательностей L-сегмента вирусного генома. В качестве сравнения были 

использованы последовательности геномов представителей семейства Peribunyaviridae 

из международной базы данных GenBank NCBI (рис.). Нами показано вхождение 

характеризуемого изолята и описанного ранее Abbey lake orthobunyavirus Cu20-XJ 

совместно в отдельную филогенетическую группу. Более того, при анализе 

филогенетических данных на основе последовательностей М-сегментов геномов в 

наиболее близкую к сравниваемым изолятам филогенетическую группу входил вирус 

Батаи. 

Несмотря на то что существуют косвенные свидетельства циркуляции вируса 

Батаи на территории Волгоградской области *1+, необходимо настороженно относиться к 

положительным результатам серологического мониторинга, поскольку проведенный 

филогенетический анализ показал высокую степень гомологии нуклеотидных 

последовательностей вируса Батаи и вируса озера Аббей. Это дает основания 

рассуждать о возможной кросс-реактивности иммунологических тест-систем для 

выявления антител к вирусу Батаи в сыворотке крови больных по причине вероятно 

высокой степени гомологии антигенных детерминант данных вирусных патогенов. 

 

Рис. Филогенетическое дерево, построенное по результатам выравнивания L-сегментов 

геномов различных представителей семейства Peribunyaviridae 

Отдельного внимания заслуживает факт совместного обнаружения РНК вируса 

озера Аббей с РНК вируса западного Нила (ВЗН) в 9 пробах супернатанта клеточной 

культуры, полученных в результате пассажа суспензии членистоногих, в 2 клинических 

пробах, тотальная РНК которых была выделена и секвенирована напрямую из сыворотки 

крови без этапа накопления вируса на клетках, а также в 1 клинической пробе, 

прошедшей этап выделения и накопления вирусных культур на клеточной линии. 

Совместное нахождение РНК вируса озера Аббей и ВЗН в клиническом материале и 

суспензиях комаров само по себе не дает оснований утверждать, что для данных 

вирусов характерны коциркуляция и коинфицирование. Однако следует отметить, что 

для некоторых арбовирусов, патогенных исключительно для членистоногих, показана 
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способность влиять на репликацию ВЗН в слюнных железах комара, используя механизм 

РНК-интерференции [17]. 

Таким образом, на территории Волгоградской области впервые выявлена РНК 

вируса озера Аббей из семейства ортобуньявирусов в комарах рода Culex, а также в 

образцах сыворотки крови больных. 

Данные, полученные в ходе исследования, указывают на необходимость 

дальнейшей оценки циркуляции вируса озера Аббей на территории Российской 

Федерации и его эпидемиологической характеристики. 
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