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Detection of the RNA for New Multicomponent Virus in Patients 
with Crimean-Congo Hemorrhagic Fever in Southern Russia

Background. Recently, a new multicomponent RNA-containing virus was described and called as Jingmen tick virus (JMTV) supposedly belong-
ing to flaviviruses. A virus contains of four viral particles and JMTV was firstly isolated from ticks in China. Aims. Detection viral RNA specific 
for JMTV complex, sequencing genome fragments and taxonomy identification novel virus from JMTV complex in patients with Crimean-Congo 
hemorrhagic fever (CCHF) from southern European part of Russia. Methods. Panel of 20 randomly selected sera from patients with confirmed 
Crimean-Congo hemorrhagic fever was collected in 2016 and was used for detection JMTV and CCHF viral RNA by PCR with experimental 
primers. Subsequent sequencing of isolated fragments of viral genomes was used for identification JMTV and CCHF virus genetic materials and 
phylogenetic analyses. Results. The RNA of the CCHF virus and JMTV were detected in sera of four patients. Sequencing of the PCR fragments 
from S segment CCHF virus were identifying these isolates as members of Europa 1 clade. The nucleotide sequences of segment 2 (GP glycopro-
tein) of novel JMTV isolates clustered together by phylogenetic analysis. The level nucleotide identity for discovered JMTV isolates was only about 
81−82% with comparison to the previously described European variants (Kosovo) of JMTV. Conclusions. The results allow us to conclude that in 
CCHF patients the RNA of the CCHF virus and RNA of the novel multicomponent JMTV flavivirus were detected in serum.
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Обнаружение РНК нового 
многокомпонентного вируса у больных 

Крымской-Конго геморрагической лихорадкой 
на юге России

Обоснование. Недавно был описан новый многокомпонентный РНК-содержащий вирус, получивший название Jingmen tick virus (JMTV), 
предположительно относящийся к флавивирусам. Вирус состоит из четырех вирусных частиц и был впервые выделен из клещей 
в Китае. Цель исследования ― детекция генетического материала вируса JMTV, секвенирование и анализ фрагментов вирусного 
генома JMTV у пациентов с Крымской-Конго геморрагической лихорадкой (ККГЛ) на юге европейской части России. Методы. Панель 
из 20 сывороток от пациентов с клинически и лабораторно подтвержденным диагнозом ККГЛ, собранных в 2016 г., была исследована 
на наличие генетического материала вирусов JMTV и ККГЛ. Детекцию проводили методом полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией с экспериментальными праймерами, последующим секвенированием выделенных фрагментов вирусных геномов и про-
ведением филогенетического анализа. Результаты. В сыворотках крови 4 пациентов было выявлено одновременное наличие РНК вируса 
ККГЛ и вируса JMTV. Секвенирование фрагмента S-сегмента позволило установить принадлежность РНК изолятов вируса ККГЛ 
к генетической линии Европа 1. Нуклеотидные последовательности сегмента 2 (гликопротеин) обнаруженных изолятов JMTV-вируса 
при проведении филогенетического анализа кластеризовались вместе. Уровень гомологии нуклеотидной последовательности для вновь 
обнаруженных изолятов JMTV составлял всего около 81−82% при сравнении с ранее известными европейскими вариантами (Косово) 
этого вируса. Заключение. Полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что в сыворотке крови пациентов с ККГЛ обнару-
жены РНК вируса ККГЛ и РНК нового многокомпонентного флавивируса JMTV. 
Ключевые слова: Jingmen tick virus, Крымская-Конго геморрагическая лихорадка, флавивирусы.
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Обоснование

В различных видах клещей, собранных в китайских 

провинциях Hubei и Zhejiang, был впервые обнаружен 

новый многокомпонентный РНК-содержащий вирус, 

получивший название Jingmen tick virus (JMTV) [1]. Наи-

более часто JMTV обнаруживался в клещах Rhipicephalus 

microplus, собранных с собак и коров. Геном JMTV раз-

делен на 4 сегмента, размер которых колеблется от 2751 

до 3072 нуклеотидов. Общий размер генома составляет 

11 401 нуклеотид. Каждый РНК-сегмент упакован в от-

дельную вирусную частицу, сегмент 1 кодирует белок, 

схожий с NS5 белком флавивирусов, а сегмент 3 — 

NS2b-NS3-подобные белки флавивирусов. Сегменты 

2 и 4 кодируют структурные вирусные белки VP1, VP2 

и VP3. Схожесть неструктурных белков с известны-

ми неструктурными белками флавивирусов, а именно 

с РНК-зависимой РНК полимеразой (NS5) и двухком-

понентной сериновой протеазой (NS2b-NS3), позволила 

отнести JMTV к неклассифицированным сегментиро-

ванным флавивирусам. Структурные белки не имели 

известных аналогов среди известных вирусных белков. 

Для успешной репликации вируса необходимо участие 

всех 4 вирусных частиц, содержащих соответствующие 

сегменты генома JMTV.  

В Бразилии из клещей R. microplus был выделен 

вирус Mogiana tick virus (MGTV) [2]. Секвенирование 

полного генома MGTV позволило отнести его к виру-

су JMTV [3]. Пятикомпонентные комариные вирусы 

Guaico Culex virus со схожей стратегией реализации 

генетической информации и с последовательностями, 

гомологичными с неструктурными белками флавивиру-

сов, были также обнаружены в ряде стран Центральной 

и Южной Америки [4]. Позднее сообщалось об обнару-

жении вируса JMTV в Уганде, Гвинее, Европе и в гра-

ничащих с Россией провинциях на севере Китая [5, 6]. 

Обнаружение генетического материала вируса JMTV 

в различных видах комаров, клещей, млекопитающих, 

включая приматов, позволило высказать предположе-

ние, что многокомпонентные флавивирусы способны 

преодолевать видовой барьер и инфицировать млеко-

питающих. Обнаружение MGTV в слюнных железах 

клещей R. microplus, как у личинок, так и у взрослых 

особей, свидетельствовало о том, что клещи R. microp-

lus могут служить вектором для передачи MGTV различ-

ным животным, включая человека [2, 7]. Недавно было 

выявлено 86 случаев нового лихорадочного заболевания 

человека после укусов таежного клеща на севере Китая, 

вызванного многокомпонентным вирусом Alongshan 

группы Jingmen tick virus [8]. Также РНК JMTV была 

впервые обнаружена в образцах сыворотки крови трех 

пациентов с Крымской-Конго геморрагической лихо-

радкой (ККГЛ) в Косово [5]. Это позволило предпо-

ложить, что вирусы JMTV и Alongshan могут успешно 

реплицироваться в тканях человека и участвовать в па-

тогенезе развития различных клещевых вирусных ин-

фекций после укуса клеща. 

ККГЛ является одной из наиболее распространенных 

и важных, с медицинской точки зрения, клещевых вирус-

ных инфекций с высоким уровнем летальности [9]. Вирус 

ККГЛ обычно передается человеку через укус клещей 

рода Hyalomma. Косово считается одной из немногих 

европейских стран, эндемичных по ККГЛ. В этой стране 

с середины 90-х годов XX века случаи заболевания людей 

ККГЛ регистрируются ежегодно со средним уровнем ле-

тальности ~25% [10−12]. 

Цель исследования ― обнаружение РНК вируса JMTV 

в сыворотке крови людей, больных ККГЛ, на юге России 

с последующим филогенетическим анализом фрагментов 

вирусного генома. 

Методы

Дизайн исследования
Наблюдательное одноцентровое выборочное некон-

тролируемое одномоментное исследование. 

Продолжительность исследования
Образцы были собраны в течение мая-июля 2016 г.

Описание медицинского вмешательства
Однократно проводился забор 1 мл венозной крови. 

Сыворотка крови в количестве 200 мкл хранилась при 

температуре -30°С. В дальнейшем сыворотка крови транс-

портировалась с соблюдением холодовой цепи.

Критерии соответствия
В исследование были включены сыворотки крови от 

людей из медицинских учреждений Ростовской области 

с лабораторно подтвержденным диагнозом ККГЛ. Сыво-

ротки крови были переданы в Ставропольский противо-

чумный институт Роспотребнадзора, где было лабора-

торно получено подтверждение наличия в образцах РНК 

вируса ККГЛ. 

Образцы сывороток, содержащие РНК вируса ККГЛ, 

были переданы в ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнад-

зора, где были проведены исследования на наличие в об-

разцах многокомпонентных РНК-содержащих вирусов.

Исходы исследования
В результате проведенных исследований в сыворотках 

крови, содержащих РНК вируса ККГЛ, в четырех об-

разцах из двадцати была обнаружена РНК JMTV вируса, 

изолятам которой было присвоено имя Manych по месту 

обнаружения. 

Методы регистрации исходов
Для проведения генетической диагностики суммар-

ную РНК экстрагировали с помощью Trizol реагента 

(Life Technologies Corp/ThermoFisher Scientific, США) 

согласно инструкции производителя. Синтез кДНК 

проводили с помощью набора «Реверта-L» (ИнтерЛаб-

Сервис, Россия). Наличие РНК вируса ККГЛ в сыво-

ротках подтверждали методом полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) с использованием набора реагентов для 

выявления РНК вируса ККГЛ «АмплиСенс CCHFV-FL» 

(ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия). 

Для секвенирования S-сегмента вируса ККГЛ длиной 

1450 пар нуклеотидов были использованы праймеры, 

согласно Е. Вакаловой и соавт. [13], по программе 

амплификации: 95°C 5 сек, 50°С 10 сек, 72°С 30 сек, 

40 циклов. 

Обнаружение генетического материала JMTV про-

водилось методом ПЦР (БиоМастер LR HS-ПЦР, ООО 

«Биолабмикс», Россия) с использованием специфиче-

ских праймеров к сегменту 2 (ген гликопротеина GP) 

вируса JMTV. Были использованы следующие олигону-

клеотиды: F327 (CTTGCTACGTCGGGCTCATG) и R540 

(CGTCCTCGCAGAGTCGCACA), амплификация фраг-

мента 213 пар нуклеотидов проводилась по следующей 

программе: 95°C 5 сек, 55°С 10 сек, 72°С 30 сек, 40 циклов. 
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Продукты ПЦР визуализировались путем электро-

фореза в 2% агарозном геле, окрашенном бромистым 

этидием, с использованием системы для фотодокумен-

тации гелей (Universal Hood II, Bio-Rad, США). Полу-

ченные фрагменты ДНК очищали с использованием на-

бора для элюции ДНК из агарозного геля (БиоСилика, 

Россия) и секвенировали на приборе ABI-Prism 3500 с ис-

пользованием наборов реагентов BigDye Terminator v3.1 

(ThermoFisher Scientific, США).

Этическая экспертиза
Забор крови у пациентов для диагностики возбуди-

телей инфекционных заболеваний проводился в меди-

цинских учреждениях Ростовской области в соответствии 

с их информированными согласиями, оформленными 

в медицинских учреждениях. Исследования в Ставро-

польском противочумном институте Роспотребнадзора 

и в ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора проводи-

лись по прямому распоряжению Правительства РФ № 88 

от 17.03.2008 и в соответствии с Приказом Роспотребнад-

зора № 1116 от 01.12.2017.

Методы анализа данных
Для анализа нуклеотидных последовательностей была 

использована программа Lasergene 9 (DNASTAR Inc. 

Madison, WI, США). Филогенетический анализ проводи-

ли с использованием статистического метода наибольше-

го правдоподобия (Maximum likelihood), дерево было по-

строено по методу ближайших соседей (Neighbor-joining) 

с использованием двухпараметрической модели Киму-

ры-2 (Kimura-2 parameter с Bootstrap), поддержкой 1000, 

с помощью программы Tree Explorer MEGA 7 [14]. Для 

сравнения были использованы нуклеотидные последо-

вательности различных штаммов вирусов ККГЛ и JMTV, 

взятые из базы данных GenBank. 

Результаты

Объекты (участники) исследования
Образцы обезличенных сывороток крови от паци-

ентов, которые были госпитализированы в разгар забо-

левания. Диагноз ККГЛ у пациентов был подтвержден 

методом ПЦР с обратной транскрипцией. 

Основные результаты исследования
Методом ПЦР в реальном времени с использованием 

коммерческого набора реагентов, а также c использова-

нием экспериментальных праймеров к S-сегменту генома 

вируса ККГЛ нами было обнаружено наличие генетиче-

ского материала вируса ККГЛ в сыворотках от пациентов 

из Ростовской области. Фрагменты комплементарных 

ДНК были секвенированы, и было подтверждено нали-

чие в этих пробах генетического материала вируса ККГЛ. 

Анализ фрагмента нуклеотидной последовательности 

S-сегмента вируса ККГЛ длиной 1450 пар оснований по-

казал, что все последовательности вируса кластеризуются 

в группе, относящейся к генотипу Европа 1 (рис. 1). 

Рис. 1. Филогенетический анализ вируса ККГЛ на основе S-сегмента (1450 пар нуклеотидов). Анализ проведен методом Neighbor-

joining с использованием двухпараметрической модели Кимуры. Значимость построенного дерева была оценена с помощью бутстреп-

анализа с 1000 повторами.
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Дополнительно в четырех образцах был обнаружен ге-

нетический материал JMTV. Проведенный анализ с дру-

гими последовательностями MGTV и JMTV выявил, что 

нуклеотидные последовательности образцов из Ростова 

были ближе к последовательностям JMTV вируса, цир-

кулирующего в Китае и Бразилии (уровень гомологии 

94,4%) и к последовательностям Kindia tick virus, выде-

ленным нами ранее из клещей Rhipicephalus geigyi в рай-

оне г. Киндия, Гвинея (GenBank, MK673133−MK673136). 

Последовательности образцов JMTV от больных ККГЛ, 

ранее обнаруженные в Европе (Косово), имели уровень 

гомологии 81,8−82,2% с ростовскими изолятами. Анализ 

полученных нами нуклеотидных последовательностей 

JMTV показал, что во фрагменте гена GP сегмента 2, 

состоящем из 173 нуклеотидов, при сравнении с изоля-

том JMTV AYV61026, выделенным в 2016 г. в Бразилии, 

было найдено 12 нуклеотидных замен. В четырех случаях 

нуклеотидные замены приводили к аминокислотным за-

менам.

На рис. 2 представлен филогенетический анализ 

нуклеотидных последовательностей изолятов JMTV 

Rostov 16 Russia 2016, Rostov 24 Russia 2016, Rostov 27 

Russia 2016 и Rostov 72 Russia 2016. Все ростовские изо-

ляты JMTV кластеризовались вместе и при сравнении 

с известными последовательностями вирусов JMTV фор-

мировали отдельную филогенетическую ветвь. Уровень 

генетических отличий выделенных нами изолятов JMTV 

от вариантов, ранее обнаруженных в Бразилии, Китае, 

Косово и Африке, показывает выраженное генетическое 

разнообразие этой группы вирусов [15]. При этом рос-

сийские изоляты JMTV, выделенные от человека, суще-

ственно отличаются от изолятов JMTV, выделенных от 

человека в Европе (Косово), и образуют отдельную фило-

генетическую группу. 

Нуклеотидные последовательности идентифициро-

ванных РНК изолятов Rostov 16 Russia 2016, Rostov 24 

Russia 2016, Rostov 27 Russia 2016 и Rostov 72 Russia 2016 

JMTV вируса и изолятов Rostov 1-16 Russia 2016, Ros-

tov 3-24 Russia 2016, Rostov 4-27 Russia 2016 и Ros-

tov 2-72 Russia 2016 вируса ККГЛ были депонированы 

в GenBank, номера депонированных последовательно-

стей ― MN218697, MN218698 и MN218693−MN218696 

соответственно. 

Обсуждение

Резюме основного результата исследования
В сыворотках крови пациентов с клиническим диа-

гнозом ККГЛ выявлено одновременное наличие РНК ви-

руса ККГЛ и РНК многокомпонентного JMTV. Получен-

ные результаты позволили заключить, что на юге России 

у людей с клиническими проявлениями заболевания, ха-

рактерными для ККГЛ, встречается вирусная инфекция, 

ассоциированная также с многокомпонентным JMTV. 

Обсуждение основного результата исследования
JMTV был впервые обнаружен в слюнных железах 

клещей R. microplus, как у личинок, так и у взрослых 

особей [1, 2], что свидетельствовало о том, что клещи 

могут служить вектором для передачи JMTV и MGTV 

различным теплокровным животным. Обнаружение изо-

лята RC27 JMTV в крови мартышек (род Piliocolobus) 

в Уганде подтвердило это предположение [4]. В 2018 г. 

в образцах сывороток, собранных от пациентов с ККГЛ 

в Косово, был обнаружен генетический материал JMTV, 

и были определены нуклеотидные последовательности 

всех 4 сегментов многокомпонентного флавивируса [5]. 

По всей вероятности, JMTV был передан человеку через 

укус клеща рода Hyalomma, который является основным 

вектором, обеспечивающим инфицирование человека 

вирусом ККГЛ [9]. Возможность вызывать у человека 

моноинфекцию вирусами комплекса JMTV была опи-

сана для вируса Alongshan в 2019 г. [8]. Авторам удалось 

описать 86 случаев нового лихорадочного заболевания 

человека после укусов таежного клеща на севере Китая, 

Рис. 2. Филогенетическое дерево группы JMTV, построенное на основе известных нуклеотидных последовательностей. Анализ прове-

ден методом Neighbor-joining с использованием двухпараметрической модели Кимуры. Приведены оригинальные названия штаммов, 

депонированных в GenBank. Последовательность вируса Alongshan (MH158416) использовалась как внешняя группа. Значимость 

построенного дерева была оценена с помощью бутстреп-анализа с 1000 повторами.
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вызванного вирусом Alongshan. Моноинфекция вирусом 

JMTV также была описана в Китае [7].

Исследованные нами сыворотки крови пациентов 

были забраны в разгар проявления клинических симпто-

мов заболевания ККГЛ. По всей вероятности, пациен-

ты были инфицированы через укус клеща, что привело 

к развитию заболевания. Выявление одновременно двух 

вирусов в крови пациентов в разгар проявления клиниче-

ских симптомов заболевания говорит о наличии вирусной 

микст-инфекции у этих пациентов. Полученные данные 

позволяют высказать предположение, что циркулирующие 

на юге России варианты JMTV вируса способны эффек-

тивно реплицироваться в организме человека совместно 

с вирусом ККГЛ. Это дополнительно подтверждает ра-

нее высказанную гипотезу, что различные вирусы группы 

Jingmen tick virus, обнаруживаемые в клещах, способны 

адаптироваться к широкому кругу клещей-переносчиков 

и эффективно реплицироваться в теплокровных живот-

ных, включая приматов и человека, вызывая при этом 

новые инфекционные заболевания человека [4, 7].  

Нуклеотидные последовательности изолятов JMTV 

кластеризовались вместе и формировали отдельную фи-

логенетическую ветвь при сравнении с ранее известными 

последовательностями JMTV вируса. Уровень гомологии 

нуклеотидной последовательности обнаруженных новых 

вариантов JMTV на юге России составлял всего 81−82% 

с европейскими изолятами из Косово, которые были 

описаны в 2018 г. Это свидетельствует о широком рас-

пространении вируса JMTV в Европе и его значительном 

генетическом разнообразии в различных географических 

регионах. Определенные геномные нуклеотидные по-

следовательности были депонированы в GenBank под 

названием Manych virus. Филогенетический анализ по-

казывает, что выделенные изоляты Manych virus наиболее 

близки к африканским изолятам Kindia tick virus, что 

говорит о возможности заноса вирусов комплекса JMTV 

из Африки на территорию юга России. 

Ограничения исследования
К сожалению, существующие данные по генетическо-

му разнообразию и таксономии вирусов комплекса JMTV 

пока очень ограничены. Это не позволяет более детально 

провести оценку особенностей филогеографии этих виру-

сов. Но даже имеющиеся данные показывают фактически 

глобальное распространение Jingmen tick virus. 

Заключение

Таким образом, в сыворотках крови четырех паци-

ентов из Ростовской области с клиническим диагнозом 

ККГЛ выявлено одновременное наличие РНК вируса 

ККГЛ и РНК многокомпонентного вируса JMTV. Сек-

венирование фрагмента S-сегмента ККГЛ позволило 

генотипировать вирус ККГЛ как геновариант Европа 1. 

Полученные результаты позволили заключить, что 

на юге России впервые у людей обнаружен многокомпо-

нентный флавивирус JMTV. По всей вероятности, JMTV 

Manych virus совместно с вирусом ККГЛ способен вы-

зывать вирусную инфекцию у человека с клиническими 

проявлениями, характерными для ККГЛ.
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