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Саратовская область относится к числу тех тер-
риторий Российской Федерации, на которых, начиная 
с середины 80-х годов, выявлены активные природ-
ные очаги геморрагической лихорадки с почечным 
синдромом (ГЛПС). За весь период мониторинговых 
исследований очагов ГЛПС в области (с 1980 по 2011 
год) официально было зарегистрировано 6283 случая 
заболеваний, из которых 31 со смертельным исходом. 
Изучению вопросов заболеваемости и природной оча-
говости ГЛПС в Саратовской области было посвяще-
но немало научных работ, однако до сих пор не прово-
дились исследования по изучению спектра циркули-
рующих в данном регионе хантавирусов, их видового 
и внутривидового разнообразия, в связи с чем отсут-
ствует объективная оценка эпидемиологического по-
тенциала природных очагов ГЛПС [1, 2, 4].

В настоящее время на территории Российской 
Федерации зарегистрирована циркуляция 8 видов 

хантавирусов, из которых пять (Пуумала, Добрава, 
Хантаан, Сеул и Амур) являются патогенными для 
человека и вызывают клинически диагностируемые 
формы ГЛПС с различной степенью тяжести забо-
левания, уровнем летальности и интенсивностью 
эпидемических проявлений [3]. Учитывая высокую 
трудоемкость вирусологических методов исследо-
вания, молекулярно-генетические (ПЦР, секвениро-
вание и др.) являются альтернативой, позволяющей 
решать задачи, связанные с идентификацией и ти-
пированием хантавирусов, циркулирующих в при-
родных очагах, а также с быстрой этиологической 
расшифровкой заболевания без выделения вирусов 
на культуре клеток [5].

В связи с вышесказанным, целью работы яви-
лось проведение лабораторных исследований по-
левого и клинического материала, полученного на 
территории Саратовской области в 2009–2012 гг., с 
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последующим генотипированием и характеристикой 
генетического разнообразия выделенных РНК-изо-
лятов хантавирусов.

Материалы и методы

Эпизоотологическое обследование проводилось 
на территории зеленой зоны Саратова с определе-
нием общей численности мелких млекопитающих, 
а также с характеристикой состояния популяций 
основных носителей хантавирусов – возбудителей 
ГЛПС. Место для исследований выбрано не случай-
но. Ретроспективный анализ литературных данных 
показал, что в 80–90-х годах прошлого столетия на 
этих территориях были зарегистрированы эпидеми-
чески активные природные очаги ГЛПС, отмечался 
высокий процент инфицированных грызунов, имели 
место массовые случаи заражения людей [1]. Кроме 
того, зеленая зона Саратова, как наиболее часто по-
сещаемая горожанами зона отдыха, может быть от-
несена к территориям повышенной эпидемиологиче-
ской опасности для людей.

Всего в ходе работы было обследовано 16 точек 
в границах пригородного лесного массива – лесо-
парка «Кумысная поляна» и окрестностей п. Сокол. 
Выставлено 1600 давилок «Геро», в результате чего 
добыто 97 экз. грызунов 5 видов и 9 экз. насекомояд-
ных 3 видов. 

Лабораторные исследования суспензий органов 
мелких млекопитающих (смешанный пул легких и 
почек) на наличие антигенов и РНК хантавирусов 
проводили с использованием методов ИФА и ПЦР.

Помимо полевого материала, были проведены 
молекулярно-генетические исследования пятнадца-
ти клинических образцов. Материал был получен 
от больных, находившихся в инфекционном отде-
лении МУЗ «Городской клинической больницы № 2 
им. В.И.Разумовского» (в 2012 г.) с диагнозом ГЛПС, 
поставленным на основании выявления специфиче-
ских антител в сыворотках крови.

Для проведения иммуносерологических иссле-

дований использовали коммерческие тест-системы 
(производство ИПВЭ им. М.П.Чумакова, РАМН). Для 
молекулярно-генетических исследований применяли 
ПЦР со специфическими праймерами, а также разра-
ботанную ранее технологию генотипирования, вклю-
чающую ПЦР с универсальными праймерами и пря-
мое секвенирование ампликонов с использованием 
системы генетического анализа CEQ 8000 (Beckman 
coulter Inc.) [5]. Филогенетический анализ выделен-
ных РНК-изолятов проводили по фрагменту гена N 
с помощью программы «Mega», методом сравнения 
Neighbor-Joining.

Результаты и обсуждение

В ходе эпизоотологического обследования сред-
няя численность мелких млекопитающих была оха-
рактеризована как низкая и составляла 6,6 %. Почти 
повсеместно преобладали рыжие полевки, числен-
ность которых не превышала 3,1 %. Численность 
желтогорлых и малых лесных мышей была еще 
ниже – 1,4 %, а наиболее малочисленными оказа-
лись популяции обыкновенной полевки (0,2 %) и 
насекомоядных (0,6 %). Причиной подобной невы-
сокой численности грызунов могла стать скудная 
кормовая база вследствие засушливого летнего пе-
риода 2009 г.

При лабораторном исследовании 106 проб по-
левого материала методами ПЦР и ИФА, положи-
тельными оказались 25, что составило 23,6 %. При 
этом в четырех пробах от рыжих полевок были обна-
ружены и хантавирусный антиген и вирусная РНК. 
Результаты исследований суспензий органов мелких 
млекопитающих на наличие хантавирусной РНК 
представлены в табл. 1.

Применение ПЦР-анализа в режиме реального 
времени с использованием видоспецифичных прай-
меров и зондов позволило определить принадлеж-
ность новых РНК-изолятов к виду Пуумала. РНК ви-
руса ГЛПС регистрировали, в основном, в образцах, 
полученных от рыжих полевок. Инфицированность 
зверьков этого вида составляла 30,6 %. Помимо проб 
от рыжих полевок, положительными были образцы, 
полученные от малых лесных (18,2 %) и желтогорлых 
мышей (13,6 %), обыкновенных полевок (33,3 %) и 
обыкновенных бурозубок (33,3 %).

Дальнейшие исследования внутривидового 
разнообразия вновь выделенных РНК-изолятов, 
были проведены с помощью методики сиквенс-
типирования ампликонов. Секвенирование амплико-
нов четырнадцати положительных образцов (13 – от 
рыжей полевки и 1 – от желтогорлой мыши) подтвер-
дило их таксономическую принадлежность к вирусу 
Пуумала, а филогенетический анализ фрагмента гена 
N нуклеопротеина (426 п.н.) показал их высокую ге-
нетическую однородность – уровень гомологии со-
ставил 99,8 %.

Кроме полевого материала, методом ПЦР иссле-
довали клинические образцы (кровь), полученные от 
пятнадцати человек в разгар болезни (на 3–14-й день 

Таблица1
Результаты выявления РНК хантавирусов в суспензиях органов 
мелких млекопитающих, отловленных в зеленой зоне Саратова

Вид животного
Кол-во добытых 
животных, абс. 

(%)

Кол-во  
положительных 
проб, абс. (%)

Myodes glareolus (рыжая полевка) 49 (46,2) 15 (60,0)
Microtus arvalis (обыкновенная 
полевка)

3 (2,8) 1 (4,0)

Apodemus uralensis (малая лесная 
мышь)

22 (20,8) 4 (16,0)

Apodemus flavicollis (желтогорлая 
мышь)

22 (20,8) 3 (12,0)

Mus musculus (домовая мышь) 1 (0,9) 0 
Насекомоядные:  

- Sorex araneus (обыкновенная 
бурозубка) 

6 (5,7) 2 (8,0)

- Sorex minutus (малая бурозубка) 2 (1,9) 
- Crocidura suaveolens (малая 
белозубка)

1 (0,9)

Итого 106 25 (23,6)
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от начала заболевания). Во всех образцах была выяв-
лена РНК вируса Пуумала. Дальнейшие исследова-
ния трех отобранных для секвенирования проб пока-
зали, что РНК-изоляты от двух больных (один забо-
лел в Аткарском районе области, второй – в Саратове) 
имеют высокое генетическое сходство между собой, 
а также с выделенными нами ранее РНК-изолятами 
от грызунов (уровень гомологии 99,8 %). Третий об-
разец имел генетические отличия от двух других на 
уровне 0,8–1,0 %. Данный образец был получен от 
больной, которая выезжала за границы Саратовской 
области – в Камышинский район Волгоградской об-
ласти, где, с учетом данных эпиданамнеза, вероятно 
и произошло ее заражение.

Проведенный филогенетический анализ уста-
новил близость Саратовских РНК-изолятов, вы-
деленных от грызунов и людей, к штаммам ви-
руса Пуумала, циркулирующим на территории 
Приволжского Федерального округа (ПФО). При 
сравнении со штаммами из Республик Удмуртия и 
Башкортостан, Самарской, Оренбургской и других 
областей ПФО (сиквенсы которых зарегистрирова-
ны в базе данных NCBI GenBank) выявлен средний 
уровень различий, который варьировал от 3,6 до 
7,0 % (табл. 2). Наибольшая генетическая дистанци-
рованность была отмечена при сравнении со штам-
мами вируса Пуумала, циркулирующими в регионах 
Центрального Федерального округа (Воронежской и 
Липецкой областях) и Западной Сибири (Тюменской 
и Омской областях). Уровень различий с изолятами 
из этих регионов составил 12 и 21 % соответственно 
(табл. 2). В ходе анализа аминокислотного состава в 
пределах секвенированного фрагмента N гена была 
определена маркерная аминокислотная последова-
тельность (позиции 258-274), позволяющая диффе-
ренцировать Саратовские РНК-изо ля ты от штаммов 
из других регионов.

Таким образом установлено, что на территории 
Саратовской области циркулируют геноварианты 
вируса Пуумала, генетически дистанцированные от 
других известных штаммов этого вида хантавируса. 

Актуальность проведения дальнейших исследо-
ваний с помощью молекулярно-генетических подхо-
дов очевидна. Показана их высокая диагностическая 
эффективность, которая позволяет, в частности, ре-
шать проблемы, связанные с быстрой идентифика-
цией возбудителя ГЛПС, этиологической расшиф-
ровкой заболевания, установлением места (региона, 
области), где произошло инфицирование человека, 
а также на основе полученной информации разраба-

тывать адекватные схемы проведения профилакти-
ческих мероприятий с целью предотвращения эпи-
демических осложнений.
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Таблица 2
Уровень генетических различий между штаммами вируса Пуумала из различных регионов РФ

Территория Башкирия Удмуртия Оренбург Самара Воронеж/Липецк Омск/Тюмень
Саратов 0,070±0,012 0,036±0,009 0,062±0,011 0,057±0,012 0,119±0,019 0,210±0,019
Республика Башкортостан 0,072±0,011 0,063±0,011 0,055±0,010 0,140±0,017 0,230±0,018
Республика Удмуртия 0,067±0,012 0,060±0,010 0,139±0,018 0,223±0,018
Оренбург 0,035±0,008 0,140±0,018 0,217±0,019
Самара 0,188±0,018 0,230±0,019
Воронеж/Липецк 0,215±0,018


