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цель работы – изучение видового разнообразия патогенных и непатогенных хантавирусов, циркулирую-
щих в популяциях мелких млекопитающих на территории республики башкортостан, с помощью молекулярно-
генетических методов. материалы и методы. индивидуальные пробы мелких млекопитающих протестирова-
ны с помощью вложенной пцр с использованием родоспецифичных праймеров, амплифицирующих участок 
L-сегмента хантавирусов. полученные продукты пцр секвенированы методом сэнгера с внутренних праймеров 
вложенной пцр. для образцов, содержащих вирус пуумала, секвенированы фрагменты S-, м- и L-сегментов ви-
русного генома методом сэнгера. построение филогенетических деревьев выполнялось с помощью программы 
MEGа X. результаты и обсуждение. из 300 исследованных проб мелких млекопитающих, добытых в 2023 г. на 
территории республики башкортостан, обнаружены 14 проб, содержащих рнк хантавирусов сивис (8), тула (3), 
пуумала (3). циркуляция непатогенного хантавируса сивис и условно-патогенного хантавируса тула на террито-
рии республики башкортостан установлена впервые. циркуляция хантавируса сивис установлена в популяциях 
обыкновенной бурозубки (Sorex araneus) и малой бурозубки (S. minutus), хантавируса тула – в популяциях полев-
ки обыкновенной (Microtus arvalis). в результате филогенетического анализа обосновано реассортационное про-
исхождение одного из генетических вариантов хантавируса пуумала на территории республики башкортостан. 
обсуждены предпосылки к формированию сочетанных природных очагов хантавирусов пуумала, сивис, тула на 
территории республики.
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Abstract. The aim of the work was to study the species diversity of pathogenic and non-pathogenic hantaviruses cir-
culating in populations of small mammals in the Republic of Bashkortostan using molecular-genetic methods. Materials 
and methods. Individual samples from small mammals were tested by the nested PCR using genus-specific primers 
that amplify the L segment of hantaviruses. The resulting PCR products were sequenced by the Sanger’s method from 
internal nested PCR primers. For samples containing Puumala virus, fragments of the S, M, and L segments of the 
viral genome were sequenced using Sanger’s method. The construction of phylogenetic trees was carried out using 
the MEGA X software. Results and discussion. Out of 300 examined samples of small mammals collected on the ter-
ritory of the Republic of Bashkortostan in 2023, 14 samples have been found positive for the presence of hantavirus 
RNA: Seewis (8), Tula (3), Puumala (3). The circulation of the non-pathogenic hantavirus Seewis and the opportunistic 
hantavirus Tula has been established for the first time in the Republic of Bashkortostan. The circulation of the Seewis 
hantavirus has been confirmed in populations of the common shrew (Sorex araneus) and the pygmy shrew (S. minutus); 
the Tula hantavirus – in populations of the common vole (Microtus arvalis). Results of phylogenetic analysis substanti-
ate the reassortment origin of one of the genetic variants of the Puumala hantavirus on the territory of the Republic of 
Bashkortostan. The prerequisites for the formation of combined natural foci of hantaviruses Puumala, Seewis, and Tula 
on the territory of the Republic of Bashkortostan are discussed.
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в приволжском федеральном округе на терри-
тории республики башкортостан (рб) расположен 
один из активных природных очагов геморрагиче-
ской лихорадки с почечным синдромом (глпс) в 
российской Федерации, характеризующийся по-
стоянно высоким уровнем эпидемических прояв-
лений [1, 2]. в многолетнем аспекте доля случаев 
заражения глпс в рб достигает от 14,1 до 35,9 % 
от общероссийских показателей. первые случаи за-
болевания людей, клинически идентифицирован-
ные как глпс, зарегистрированы в рб в 1955 г. [3]. 
с 1957 г. здесь ежегодно имели место многочислен-
ные случаи заражения глпс. в 90-х гг. прошло-
го столетия показатели заболеваемости достигали 
60–100 на 100 тыс. населения, число заболевших 
практически ежегодно достигало 2–3 тыс. человек. 
наиболее значительная вспышка зарегистрирована 
здесь в 1997 г. (9403 больных), когда заболеваемость 
достигла 224 случаев на 100 тыс. населения [4]. 
в XXI столетии высокие показатели заболевае-
мости глпс отмечены в 2009 г. (80,37 на 100 тыс. 
населения), 2014 г. (81,67 на 100 тыс. населения) и 
2022 г. (74,8 на 100 тыс. населения) [5]. в настоящее 
время глпс регистрируется в 53 районах (из 54) 
и 12 городах (из 14) в границах лесной, лесостеп-
ной и степной ландшафтно-географических зон рб. 
заболеваемость глпс в рб ассоциирована с вирусом 
пуумала, основным резервуаром которого в природ-
ных очагах и источником заражения людей является 
рыжая полевка (Myodes glareolus) [6, 7]. динамика 
заболеваемости глпс во многом определяется соот-
ветствующими показателями относительного числа 
инфицированных особей этого вида [8]. вплоть до 
2021 г. в рб регистрировали циркуляцию только хан-
тавируса вида пуумала, хотя в 1990-х гг. при иссле-
довании иммунологическими методами сывороток 
крови больных глпс были обнаружены антитела к 
хантавирусу добрава-белград [9]. в 2021 г. при ис-
следовании мелких млекопитающих методом пцр 
с набором реагентов оом-119 «ом-скрин-глпс-
рв» установлена циркуляция хантавируса добрава-
белград (куркино) в бирском, благовещенском, 

гафурийском, ишимбайском, крас нокамском, чиш-
минском административных районах, городах уфа 
и октябрьский. хантавирус добрава-белград (кур-
кино) зарегистрирован в пробах полевого материа-
ла от полевой, лесной, желтогорлой мыши, обык-
новенной, рыжей полевки и полевки-экономки [10]. 
учитывая наличие природных очагов хантавирусов 
тула в европейской части россии [11, 12] и сивис 
в восточной и западной сибири [13], предположе-
но формирование сочетанных природных очагов 
различных видов патогенных и непатогенных хан-
тавирусов на территории рб. в пользу этой гипо-
тезы свидетельствует и тот факт, что резервуарные 
хозяева хантавирусов пуумала (рыжая полевка, 
M. glareolus), добрава-белград (куркино) (полевая 
мышь, Apodemus agrarius), сивис (близкородствен-
ные виды бурозубок: Sorex araneus, S. tundrensis 
и S. daphaenodon), тула (обыкновенная полевка, 
Microtus arvalis) являются фоновыми видами на 
большей части территории рб. в 2023 г. для провер-
ки гипотезы о наличии на территории рб сочетанных 
природных очагов хантавирусов пуумала, добрава-
белград (куркино), сивис, тула выполнен поиск и 
изучение их генетического многообразия в популя-
циях мелких млекопитающих на террито рии рб.

цель исследования – изучение видового разно-
образия патогенных и непатогенных хантавирусов, 
циркулирующих в популяциях мелких млекопитаю-
щих на территории рб, с помощью молекулярно-
генетических методов.

материалы и методы

сбор полевого материала проводили в соот-
ветствии с мр 3.1.0211-20 «отлов, учет и прогноз 
численности мелких млекопитающих и птиц в при-
родных очагах инфекций». в осенний период 2023 г. 
на энзоотичной по глпс территории рб отработа-
но 5025 ловушко-ночей, отловлено 300 экз. мелких 
млекопитающих 12 видов. доминирующими видами 
мелких млекопитающих в осенний период 2023 г. 
являлись лесная мышь (118 экз.), обыкновенная 

Key words: hemorrhagic fever with renal syndrome, Puumala, Seewis, Tula hantaviruses, combined circulation, 
morbidity.
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(52 экз.) и рыжая (43 экз.) полевки, полевая мышь 
(35 экз.), бурозубка обыкновенная (28 экз.). 

образцы легочной ткани мелких млекопитаю-
щих гомогенизировали в 0,9 % растворе натрия хло-
рида с помощью гомогенизатора QIAGEN TissueLyser 
с приготовлением 10 % суспензии. экстракцию 
рнк проводили с использованием набора реаген-
тов «рибо-преп» (Фбун цнииэ, москва, россия) 
согласно инструкции производителя. пробы ана-
лизировали методом OT-пцр с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией в режиме реального 
времени с помощью тест-системы для выявле-
ния и дифференциации рнк вирусов пуумала и 
добрава-белград, разрабатываемой на базе Фбун 
«центральный научно-исследовательский институт 
эпидемиологии» роспотребнадзора. для получения 
кднк из образцов использовали набор «реверта L» 
(Фбун цнииэ, москва, россия) согласно инструк-
ции производителя. все образцы протестированы с 
помощью вложенной пцр с использованием родо-
специфичных праймеров, амплифицирующих уча-
сток L-сегмента хантавирусов [14]. полученные 
ампликоны секвенированы методом сэнгера с вну-
тренних праймеров вложенной пцр с использова-
нием набора BigDye Terminator v1.1 (Thermo Fisher 
Scientific, остин, техас, сШа) на генетическом 
анализаторе Applied Biosystems 3500xL (Applied 
Biosystems, Фостер-сити, калифорния, сШа).

для образцов, выявленных методом OT-пцр как 
содержащие вирус пуумала, экстракция рнк прове-

дена повторно методом фенол-хлороформенной экс-
тракции с использованием набора «рибо-золь-ам» 
(Фбун цнииэ, москва, россия) согласно инструк-
ции производителя. 

амплификацию проводили согласно описанной 
ранее методике [15]. для визуализации результатов 
амплификации выполнен электрофорез в 1,7 % ага-
розном геле. для каждого из образцов фрагменты S-, 
м- и L-сегментов секвенированы методом сэнгера 
с использованием праймеров PL-f11/PL-r11, PM-f3/
PM-r3, PS-f3/PS-r3 [15].

для первичной обработки данных секвени-
рования использовалось программное обеспече-
ние DNASTAR Lasergene SeqMan версии 7.0.0. 
полученные последовательности дополнены после-
довательностями из базы данных GenBank. для фи-
логенетического анализа последовательности пред-
варительно выравнены с использованием алгоритма 
Muscle в программе MEGA X. построение филоге-
нетических деревьев выполнялось с использованием 
метода Neighbour Joining со значением Bootstrap 1000 
с помощью программы MEGа X. 

результаты и обсуждение

в результате эпизоотологического мониторинга 
энзоотичных по глпс территорий рб в осенний пери-
од 2023 г. получены образцы легких от 300 млекопи-
тающих. результаты тестирования образцов с исполь-
зованием двух пцр-методик представлены в табл. 1.

Таблица 1 / Table 1
результаты Пцр-тестирования образцов легких мелких млекопитающих, добытых в осенний период 2023 г. в рб

Results of PCR study of lung samples from small mammals caught in the Republic of Bashkortostan in the autumn of 2023

вид
Species

количество пойманных особей
Number of collected specimens

вложенная пцр (родовые  
праймеры на хантавирусы)
Nested PCR (generic primers  

for hantaviruses)

от-пцр в реальном времени для выявления рнк 
вирусов пуумала/добрава

Real-time RT-PCR for the detection of RNA  
of Puumala/Dobrava viruses

полевка рыжая
Bank vole

43 3
3 (обнаружена рнк пуумала) 

3 (Puumala RNA detected)
полевка-экономка
Root vole

5 0 0

полевка красная
Northern red-backed vole

2 0 0

полевка обыкновенная
Common vole

52 3 0

кутора обыкновенная
Eurasian water shrew

1 0 0

мышь желтогорлая
Yellow-necked mouse

9 0 0

мышь домовая
House mouse

2 0 0

мышь лесная
Wood mouse

118 0 0

мышь полевая
Striped field mouse

35 0 0

мышь-малютка
Harvest mouse

2 0 0

бурозубка обыкновенная
Common shrew

28 7 0

бурозубка малая
Pygmy shrew

3 1 0
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зараженность мелких млекопитающих хантави-
русами составила 7,0 % для рыжих полевок, 5,8 % 
для обыкновенных полевок, 25,0 % для бурозубок 
обыкновенных и 33,3 % для малых бурозубок.

положительные образцы секвенированы с прай-
мерами, фланкирующими фрагмент L-сегмента дли-
ной 347–348 нуклеотидов. на основании получен-
ных последовательностей и последовательностей из 

базы данных GenBank построено филогенетическое 
дерево, позволяющее определить их видовую при-
надлежность (рис. 1). 

Филогенетический анализ показал наличие 
вирусов сивис, тула и пуумала среди получен-
ных образцов (рис. 1). результаты секвенирова-
ния вирусных последовательностей представлены  
в табл. 2.

рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основании выравнивания фрагмента L-сегмента

Fig. 1. Phylogenetic tree based on the alignment of L segment fragment
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таким образом, данное исследование показало 
совпадение результатов работы методики от-пцр 
для выявления рнк вирусов пуумала/добрава и вло-
женной пцр с использованием родоспецифичных 
праймеров с последующим секвенированием.

для образцов № 265, 268 и 294 получены по-
следовательности вируса пуумала, соответствую-
щие каждому из трех сегментов геномной рнк. 
для построения дендрограмм также использова-
ны последовательности из базы данных GenBank. 
Филогенетические деревья построены на основании 
выравниваний, соответствующих 491 нуклеотиду 
L-сегмента, 502 нуклеотидам м-сегмента и 357 нук-
леотидам S-сегмента, соответствующим кодирую-
щим частям последовательностей (рис. 2). 

различия в топологии филогенетических дере-
вьев по L- и м-сегментам свидетельствуют о реас-

сортационном событии, произошедшем на терри-
тории рб. малая длина полученных последователь-
ностей не позволяет также исключить, что данные 
различия получились в результате рекомбинации. 
что касается S-сегмента, длина последовательно-
сти в 357 нук леотидов не позволяет делать выво-
ды на основании дендрограммы с недостаточным 
разрешением узлов. внутривидовая реассортация 
между различными генетическими вариантами 
хантавируса пуумала согласуется с литературными 
данными [16–19].

циркуляция хантавируса сивис установлена в 
по пуляциях обыкновенной бурозубки (S. araneus) на 
тер ритории уфы, кармаскалинского и калтасинского 
районов, а также малой бурозубки (S. minutus) на 
территории н.п. Юматово уфимского района; ханта-
вируса тула – в популяциях полевки обыкновенной 

Таблица 2 / Table 2

данные о результатах секвенирования хантавирусов в мелких млекопитающих, отловленных в осенний период 2023 г. в рб
Results of sequencing of hantaviruses in small mammals captured in the Republic of Bashkortostan in the autumn of 2023

№ образца проб  
полевого материала

No. of the field  
material sample

название вида мелких млекопитающих,  
источника изоляции хантавируса

Name of small mammal species, source of hantavirus isolation

вид хантавируса
Hantavirus species

сегмент, длина, нт
Segment, length, nt

GenBank, ID

47
бурозубка обыкновенная

Common shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375544

69
бурозубка обыкновенная

Common shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375545

75
бурозубка обыкновенная

Common shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375546

76
бурозубка обыкновенная

Common shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375547

117
бурозубка обыкновенная

Common shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375548

127
бурозубка обыкновенная

Common shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375549

142
полевка обыкновенная

Common vole
тула
Tula

L, 347 PP375541

161
полевка обыкновенная

Common vole
тула
Tula

L, 347 PP375542

164
полевка обыкновенная

Common vole
тула
Tula

L, 347 PP375543

250
бурозубка малая

Pygmy shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375550

256
бурозубка обыкновенная

Common shrew
сивис
Seewis

L, 348 PP375551

265
полевка рыжая

Bank vole
пуумала
Puumala

L, 347 PP375539
L, 491 PP375552
M, 502 PP375556
S, 503 PP375559

268
полевка рыжая

Bank vole
пуумала
Puumala

L, 347 PP375540
L, 491 PP375553
M, 502 PP375557
S, 503 PP375558

294
полевка рыжая

Bank vole
пуумала
Puumala

L, 347 PP375538
L, 491 PP375554

M, 502 PP375555

S, 503 PP375560
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(M. arvalis) на территории калтасинского района 
(табл. 3).

таким образом, циркуляция хантавирусов пуу-
мала, сивис, тула подтверждена генетическими ме-
тодами в популяциях мелких млекопитающих, кото-
рые являются их природными резервуарами, то есть 
результаты исследований полностью согласуются с 
литературными данными [12, 13, 20]. полученные 
результаты также свидетельствуют о формирова-
нии сочетанных природных очагов хантавирусов 
пуумала, сивис, тула на территории рб. циркуляция 
непатогенных и условно-патогенных видов хантави-

русов сивис и тула впервые установлена на террито-
рии рб и оценка эпидемиологических последствий 
их сочетанной циркуляции требует дополнительных 
исследований. в этом плане особый эпидемиоло-
гический интерес представляет регистрация хан-
тавируса сивис на территории уфы и сельских на-
селенных пунктов уфимского, кармаскалинского и 
калтасинского районов, что усиливает риски зара-
жения этим вирусом человека. 

несмотря на то, что случаев заражения хантави-
русом сивис не зарегистрировано, а для хантавируса 
тула подтверждены лишь единичные случаи заболе-

рис. 2. Филогенетические деревья, построенные на 
основании выравниваний:
А – 491 нуклеотид L-сегмента (частичная открытая рамка счи-
тывания, орс); В – 502 нуклеотида м-сегмента (частичная 
орс); С – 357 нуклеотидов S-сегмента (частичная орс); по-
следовательности, полученные в этом исследовании, выделе-
ны маркировкой

Fig. 2. Phylogenetic trees based on alignments:
A – 491 nucleotides of the L segment (partial open reading frame, 
ORF); B – 502 nucleotides of the M segment (partial ORF); C – 
357 nucleotides of the S segment (partial ORF); sequences ob-
tained in this study are marked with icons
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вания глпс [21, 22], потенциальная эпидемическая 
опасность территории рб при сочетанной циркуля-
ции хантавирусов сивис, тула и пуумала значитель-
но возросла.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.

биоэтика. все стадии исследования соответ-
ствовали законодательству рФ, международным  
этическим нормам и нормативным документам 
учреждения.
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Видовой спектр мелких млекопитающих, инфицированных хантавирусами, по городам и административным районам рб  
в осенний период 2023 г.

Species spectrum of small mammals infected with hantaviruses, distributed by different regions and cities of the Republic of Bashkortostan,  
collected in the autumn of 2023

название  
хантавируса
Hantavirus

видовое название  
мелкого млекопитающего

Mammal species

количество зараженных особей, экз.
Number of infected specimens, pcs

название города, административного района 
City, administrative region 

сивис
Seewis

бурозубка обыкновенная
Common shrew

7

г. уфа, кармаскалинский (н.п. кармаскалы, н.п. кабаково), 
калтасинский 

Ufa, Karmaskalinsky region (Karmaskaly settlement,  
Kabakovo settlement), Kaltasinsky region

бурозубка малая 
Pygmy shrew

1
уфимский (н.п. Юматово)

Ufimsky region (Umatovo settlement)

тула
Tula

полевка обыкновенная
Common vole

3
калтасинский

Kaltasinsky region

пуумала
Puumula

полевка рыжая
Bank vole

3
г. октябрьский, уфимский (н.п. черкассы) 

Oktyabrsky city, Ufimsky region (Cherkassy settlement)
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