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Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) – природно-очаговая вирусная 
инфекция широко распространенная на территории Российской Федерации. Ортоханта-
вирус Сеул (Orthohantavirus seoulense), один из возбудителей ГЛПС, – единственный убик-
витарно распространенный ортохантавирус, патогенный для человека, ассоциирован с 
серыми крысами (Rattus norvegicus). В работе представлены результаты подбора и вери-
фикации системы праймеров для полногеномного секвенирования O. seoulense. 
Ключевые слова: ортохантавирус Сеул, ГЛПС, праймеры, полногеномное секвенирование, 
нанопоровая технология секвенирования 
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Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is a natural focal viral infection widespread in the 
Russian Federation. Orthohantavirus Seoul (Orthohantavirus seoulense), one of etiological agents of 
HFRS, is the only ubiquitously widespread orthohantavirus pathogenic to humans associated with 
brown rats (Rattus norvegicus). The paper presents the results of the selection and verification of a 
primer system for the O. seoulense complete genome sequencing. 
Keywords: orthohantavirus seoulense, HFRS, primers, complete genome sequencing, nanopore 
sequencing technology. 
 

Ортохантавирусы (Bunyavirales: Hantaviridae, Orthohantavirus) – род вирусов (Virae), включаю-
щий этиологические агенты геморрагической лихорадки с почечным синдромом (ГЛПС) человека, ко-
торая представляет актуальную угрозу санитарно-эпидемиологическому благополучию населения в 
Российской Федерации [8, 10, 13]. ГЛПС относится к числу природно-очаговых заболева-
ний [15, 16, 19]: её природные очаги связаны с ареалом обитания грызунов из семейств Muridae и 
Cricetidae, которые являются природным резервуаром возбудителей [29, 30]. Зоонозный и эпидеми-
ческий потенциал хантавирусов, связанных с рукокрылыми (Chiroptera) и насекомоядны-
ми (Eulipotyphla), в настоящее время, достоверно не установлен [18, 33]. Особое внимание специали-
стов привлекают хантавирусы из родов Loanvirus и Mobatvirus: в силу особенностей физиологии руко-
крылых [20-23], циркулирующие среди них вирусы способны с использованием промежуточного хозя-
ина проникать в популяцию человека с развитием опасных эпидемий – в качестве примера можно 
назвать бетакоронавирусы (Nidovirales: Coronaviridae, Betacoronavirus) SARS-CoV [14], MERS-
CoV [17], SARS-CoV-2 [24]. 

Единственным патогенным для человека убиквитарно распространённым ортохантавирусом 
является Orthohantavirus seoulense 1, циркулирующий в популяциях серых крыс 
(Rattus norvegicus) [8, 10, 27]. Филогенетическая близость штаммов O. seoulense из европейских стран 
и Юго-Восточной Азии обусловлена глобальной экспансией R. norvegicus благодаря развитию гло-
бальной транспортной сети, международной торговли и миграции населения [30, 31]. Считается, что 
инфекция, вызванная O. seoulense, клинически выражена легче по сравнению с O. hantanense, при-
родным резервуаром которого являются мыши рода Apodemus, однако до 6% случаев протекает в 
тяжёлой форме, в том числе – у беременных [3, 7]. Изоляты O. seoulense, полученные от больных 
людей и серых  крыс на территории Владивостокского городского округа (ВГО) отличаются от вирусов 
из КНР и Южной Кореи, но близок к вирусам из стран Юго-Восточной Азии, откуда могли быть завезе-
ны морским путём [25, 29, 32]. 

Случаи ГЛПС, ассоциированные с O. seoulense, регистрируются в Приморском крае с 1992 г. 
по настоящее время, в основном – ВГО, где сформирован городской эпидемиологический очаг [4, 5, 
11, 12]. По результатам многолетнего эпизоотологического мониторинга инфицированность серых 
крыс регистрируется на таких социально-значимых объектах, как причалы торгового порта, рыбного 
хаба и судоремонтных заводов, предприятия общественного питания, детские сады, жилые дома, 
общежития некоторых высших учебных заведений и т.п. [2, 6]. 

В настоящее время, на российском Дальнем Востоке выявлен второй очаг ГЛПС, ассоцииро-
ванной O. seoulense, в г. Хабаровск. Филогенетический анализ фрагментов S и L-сегментов РНК ха-

                                                           
1 Наряду с традиционными названиями вирусов, мы будем использовать бинарную номенклатуру [28], 

рекомендованную ICTV (International Committee on the Taxonomy of Viruses – Международным комите-
том по таксономии вирусов). 
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баровских изолятов показал их отличие от штаммов из г. Владивостока и близость к вирусам из 
КНР [26]. 

Целью данной работы является разработка и апробация системы праймеров для полногеном-
ного секвенирования O. seoulense. 

Материалы и методы 
Для верификации системы праймеров для полногеномого секвенирования O. seoulense были 

использованы два прототипных штамма, выделенные от R. norvegicus с известной геномной последо-
вательностью: Seo-80-39 (GenBank ID: S-сегмент NC_005236, M-сегмент S47716, L-сегмент 
NC_005238) и SR-11 (GenBank ID: S-сегмент OK500098.1, M-сегмент OK500097.1, L-сегмент 
OK500098.1), а также штамм R-6357-15, выделенный от больного человека (Приморский край) из кол-
лекции НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова Роспотребнадзора [1, 11, 12]. 

Для каждого сегмента генома были подобраны и синтезированы олигонуклеотиды-праймеры 
длиной 16-26 нуклеотидов: 4 пары для S-сегмента, 9 пар для М-сегмента и 16 пар для L-сегмента. 
Актуальность подобранных праймеров верифицировали с использованием нуклеотидных последова-
тельностей O. seoulense, содержащихся в международной базе молекулярно-генетических данных 
GenBank, из различных географических регионов. Для проверки олигонуклеотидов на наличие палин-
дромов, образование возможных вторичных шпилечных структур, процент GC-оснований и расчёт 
термодинамических свойств использовали сервер BlastN (NCBI, США). 

Выделение вирусной РНК и получение кДНК осуществляли с помощью наборов «РИБО-преп» 
и «Реверта-L» соответственно согласно инструкции производителя (ЦНИИЭ, Россия). Полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) с «горячим стартом» проводили с использованием коммерческого набора 
БиоМастер HS-Taq ПЦР (×2) (Биолабмикс, Россия). 

Аналитический электрофорез в 1,5% агарозном геле и визуализацию амплифицированных 
фрагментов кДНК проводили, как было описано ранее [9]. 

Полногеномное секвенирование проводили на нанопоровом секвенаторе MinION (Oxford 
Nanopore, Великобритания) с набором реактивов Midnight RT-PCR, штрихкодирование образцов для 
библиотек секвенирования выполняли с помощью набора Rapid Barcoding Kit 96 (Oxford Nanopore, 
Великобритания) в соответствии с инструкциями производителя. Для каждого из сегментов генома 
исследуемых образцов амплификация с праймерами проводилась отдельно. Непосредственно перед 
началом секвенирования амплифицированные образцы соединяли, создавая смесь, включающую в 
себя для каждого из образцов праймеры ко всем трем сегментам. Приготовленные библиотеки секве-
нировали с помощью MinION с использованием проточной кюветы FLO-MIN106 (R9.4) в течение 12 ч. 
Бейсколлинг осуществлялся с помощью программного пакета MinKNOW (Oxford Nanopore, Велико-
британия), удаление из прочитанных последовательностей фрагментов, соответствующим баркодам, 
осуществлялось с помощью программного пакета Porechop, сборка конечных последовательностей 
по референсным осуществлялась с помощью программного пакета CLC Genomics 
Workbench 23 (Qiagen, Нидерланды). 

Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей проводили после множествен-
ного выравнивания с использованием программы MAFFT v7.475 методом «ближайших соседей» 
средствами программного пакета MEGA v11.0.13 при уровне bootstrap-поддержки в 1000 повторов. 
Визуализацию полученных данных осуществляли с помощью сервиса iTOL v6. 

Результаты и обсуждение 
С целью оптимизации условий постановки ПЦР был проведен ряд предварительных экспери-

ментов, после чего для каждой группы праймеров нами была скорректирована температура отжига, 
количество реакционных циклов и необходимые концентрации кДНК и праймеров.  

Анализ данных электрофореза показал, что для исследуемого образца получен один ПЦР-
продукт, соответствующей длины (~ 600 п.н.) и отсутствие неспецифических продуктов реакции.  

Последовательности всех сегментов прототипных штаммов SR-11 и Seo 80-39 после прове-
дения секвенирования с применением нанопоровой технологии были успешно собраны. Филогенети-
ческий анализ отсеквенированных нами образцов O. seoulense показал, что штамм SR-11 относится к 
группе японских штаммов, тогда как Seo 80-39 является представителем корейской группы, что под-
тверждает уже известные сведения о этих вирусах. 

В дальнейшем для получения полногеномной последовательности был выбран штамм R-
6357-15 из коллекции НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова Роспотребнадзора. Дан-
ный штамм был выделен из сгустка крови больного ГЛПС и по результатам реакций нейтрализации и 
ПЦР был идентифицирован, как O. seoulense. 

Филогенетический анализ полноразмерных последовательностей сегментов РНК исследуемо-
го штамма выявил близость S- и L-сегментов к вирусу к штамму из Японии, а M-сегмента – к штаммам 
из Южной Кореи (рис. 1). По результатам полногеномного секвенирования штамм был переименован 
в SEOV/Russia_Vladivostok/R-6357-15/2024 и был размещены в базах данных VGARus (ID prim001780) 
и GenBank (S_PV031654, M_PV031655, L_PV031656). 
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Рис. 1. Филогенетический анализ полноразмерных нуклеотидных последовательностей  
сегментов штамма SEOV/Russia_Vladivostok/R-6357-15/2024. 
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Заключение 
С помощью разработанной и апробированной системы праймеров для полногеномного секве-

нирования O. seoulense были получены нуклеотидные последовательности всех трёх сегментов 
штамма SEOV/Russia_Vladivostok/R-6357-15/2024 и установлена его близость с вариантами из Япо-
нии и Южной Кореи. Данный штамм был выделен от больного с диагнозом ГЛПС, не посещавшего 
ВГО и заразившегося в п. Сергеевка (Пограничного района Приморского края). Случаи инфекции, вы-
званные O. seoulense в сельских районах Приморского края единичны и требуют более пристального 
изучения [25, 32]. Возможное генетическое разнообразие и широкое распространение O. seoulense в 
популяции природных носителей на территории Дальнего Востока России может быть обусловлено 
выгодным географическим положением для грузопотока всеми видами транспорта не только из стран 
Восточной и Юго-Восточной Азии, но и всего мира. 
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