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При молекулярно-генетическом анализе 13 штаммов ВКЭ европейского генотипа, выделенных на территории 
Западной и Восточной Сибири, были выявлены две группы, отличающиеся генетически друг от друга и 
имеющие высокий уровень гомологии последовательностей гена E внутри каждой группы. Тем не менее, для 
ряда штаммов наблюдалась гетерогенность биологических свойств внутри одной группы.
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The molecular-genetic analysis of 13 strains of Western genotype TBEV isolated in Western and Eastern Siberia dem-
onstrated two groups of strains differed genetically from each other and had a high level of E gene sequences homology 
within each group. Nevertheless, the heterogeneity of biological properties for some strains within a group was observed.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время выделяют три основных 
генотипа вируса клещевого энцефалита (ВКЭ): 1) 
дальневосточный, 2) европейский (или западный), 3) 
сибирский [8], а также показано, что в Байкальском 
регионе циркулируют представители еще двух пред-
полагаемых генотипов, прототипами которых явля-
ются штаммы 886-84 и 178-79 [1, 2, 3, 4, 7]. Каждый 
из генотипов вируса обладает собственным ареалом, 
в пределах которого отмечается его доминирование. 
Тем не менее, было обнаружено, что ВКЭ европейского 
генотипа имеет обширнейший ареал – от Европы до 
Азии. Так, по всей видимости, восточной границей 
распространения данного генотипа является Южная 
Корея [9, 13, 14]. Однако высокая миграционная ак-
тивность населения разных стран также становится 
одним из возможных путей распространения ВКЭ 
и в другие регионы мира, не эндемичные для этого 
вируса [6]. На территории России крайней восточной 
границей ареала этого генотипа является террито-
рия Восточной Сибири (Иркутская область) [4, 5, 7]. 

C помощью методов молекулярной гибридизации 
нуклеиновых кислот и секвенирования фрагментов 
генома ВКЭ на территории Сибири было выявлено 
13 штаммов европейского генотипа. Пять из них 
были изолированы на территории Западной Сибири 
(Алтайский край), восемь – на территории Восточной 
Сибири (Иркутская область) [5, 7].

Целью данной работы являлось сравнение гене-
тических и биологических характеристик штаммов 
вируса клещевого энцефалита европейского геноти-
па, выявленных на территории Западной и Восточной 
Сибири.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали 13 штаммов из коллекции 
ФГБУ «НЦ ПЗСРЧ» СО РАМН, г. Иркутск, выделенных 
на территории Западной (5 штаммов) и Восточной 
Сибири (8 штаммов). 

Образцы суммарных нуклеиновых кислот, выде-
ленных из суспензий мозга зараженных ВКЭ белых 
мышей наборами «РИБО-преп» («Ампли-прайм, Мо-
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сква) использовали для получения кДНК наборами 
«РевертаL» («Ампли-Сенс», ЦНИИ Эпидемиологии 
МЗ РФ). ПЦР проводили с праймерами, соответству-
ющими последовательности гена Е ВКЭ западного 
генотипа. Определение последовательностей полу-
ченных продуктов ПЦР проводили с помощью на-
боров BigDye Terminators Cycle Sequencing Kit v.3.1 
(Applied Biosystems, США) с применением автомати-
ческого анализатора ДНК модели ABI 3500 (Applied 
Biosystems, США). Молекулярно-генетический анализ 
последовательностей осуществляли с использова-
нием программ BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/) и MEGA 5 [11]. 

Нейровирулентность штаммов оценивали путем 
интрацеребрального титрования вируссодержащей 
суспензии. При титровании на животных титры 
вируса определяли по методу Рида и Менча [10] и 
выражали в lg ЛД50/мл. Для оценки титров вируса 
при подкожном введении мышей заражали экстра-
неврально. Индекс инвазивности (ИИ) оценивали 
как разницу титров вируса при церебральном и под-
кожном заражении мышей, выраженную в lg ЛД50/мл. 
Значение ИИ в пределах 1–2,5 свидетельствовало о 
высоких инвазивных свойствах штамма, способности 
преодолевать гематоэнцефалический барьер, дости-
гать центральную нервную систему и размножаться 
в ней. Значение ИИ ≥ 3 соответствовало сниженной 
инвазивной активности штамма.

Для определения способности штаммов ВКЭ к 
репродукции при супраоптимальной температуре 
(rct42) использовали метод титрования вируса на 
культуре клеток почки эмбриона свиньи (СПЭВ), 
инкубированных при 37 °С или 42 °С, на 6 день после 
заражения. Определение lg ТЦД50/мл проводили по 
методу Рида и Менча [10]. Rct42-признак определяли 
по разнице титров вируса при 37 °С и 42 °С; высокое 

значение признака (+) соответствовало разнице ти-
тров вируса ≤ 2,0 lg; среднее значение (±) – от 2,1 до 
3,0 lg; (–), соответственно, при ≥ 3,1 lg.

Изучение бляшкообразующей активности 
(S-признак) проводили путем заражения клеток СПЭВ 
штаммами ВКЭ, прошедшими не более четырех пас-
сажей через мозг белых мышей. После трехкратного 
клонирования в культуре клеток СПЭВ наблюдалась 
деструкция клеток. Бляшки появлялись на 3–4-е 
сутки, учет проводили на 5-е сутки после заражения, 
когда бляшки увеличивались в размере и становились 
более отчетливыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ расшифрованных последовательностей 
гена E показал, что исследуемые штаммы ВКЭ раз-
деляются на две группы, соответствующие ареалам 
их выделения, при этом внутри каждой из групп 
наблюдался высокий уровень гомологии последова-
тельностей гена E (> 99 %). При построении филоге-
нетического древа было также показано, что штаммы, 
выделенные на территории Западной и Восточной 
Сибири, формируют отдельные кластеры.

Группа штаммов из Западной Сибири показала 
высокий уровень гомологии (99 %) со штаммами 
Абсеттаров [GenBank KJ000002.1] (выделен в Каре-
лии в 1951 г.), Kumlinge A52 [GU183380] (Финлян-
дия, 1952), Kumlinge 25-03 [GU183379] (Финляндия, 
2003), Est3476 [GU183383] (Эстония, 2000), Joutseno 
[GU183381] (Финляндия, 1960). Группа, содержащая 
штаммы из Восточной Сибири, демонстрировала 
высокий уровень гомологии (99 %) со штаммом 84.2 
[HM120875], выделенным ранее на территории Алтая 
(Западная Сибирь), и 98 % гомологии с другими 17 
штаммами ВКЭ, выделенными на территории Фин-
ляндии, Эстонии и других стран Европы. 

Таблица 1
Характеристика исследуемых штаммов ВКЭ

Штамм Год изоляции Источник изоляции Место сбора материала 

Восточная Сибирь 

118-71 1971 Длиннохвостый суслик (Spermophilus undulatus) Иркутская область 

126-71 1971 I. persulcatus Иркутская область 

134-71 1971 Длиннохвостый суслик (Spermophilus undulatus) Иркутская область 

163-74 1974 I. persulcatus Иркутская область 

262-74 1974 I. persulcatus Иркутская область 

272-75 1975 Узкочерепная полевка (Microtus gregalis) Иркутская область 

898-84 1984 Красная полевка (Myodes rutilus) Иркутская область 

1G-98 1998 Кровь человека Иркутская область 

Западная Сибирь 

Змеиногорск-1 1986 I. persulcatus Алтайский край 

Змеиногорск-3 1986 I. persulcatus Алтайский край 

Змеиногорск-5 1986 I. persulcatus Алтайский край 

Змеиногорск-7 1986 I. persulcatus Алтайский край 

Змеиногорск-9 1986 I. persulcatus Алтайский край 
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Была проведена оценка некоторых фенотипиче-
ских свойств штаммов европейского генотипа ВКЭ, 
выявленных на территории Восточной Сибири. Штам-
мы 1G-98 и 898-84 обладали высокой церебральной и 
периферической активностью. Так, титры вируса при 
интрацеребральном заражении составили 8,72 и 9,32 
lg ЛД50/мл, а при подкожном – 6,35 и 6,9 lg ЛД50/мл, 
что равнялось разнице 2,37 и 2,42 lg ЛД50/мл, соответ-
ственно. Поэтому эти штаммы обладали хорошими 
инвазивными свойствами, что свидетельствует об 
их способности преодолевать гематоэнцефаличе-
ский барьер. При заражении молодых белых мышей 
штаммами ВКЭ европейского генотипа в среднем 
процент летальности составил 95,9 %, средняя про-
должительность жизни – 5,5 дней. Определение 
размера бляшек в культуре клеток СПЭВ показало 
гетерогенность изученных штаммов по данному 
маркеру. Штаммы 134-71 и 272-75 формировали 
мелкие и среднего размера (d = 1,5–2,0 мм) бляшки, в 
то время как штаммы 118-71 и 898-84 формировали 
крупные бляшки (d = 3,5–5,0 мм). Для пяти штаммов 
были определены генетические маркеры rct37 и rct42. 
Четыре из изученных штаммов хорошо размножались 
на культуре клеток СПЭВ как при температуре 37 °С, 
так при 42 °С, что свидетельствует об их хороших 
адаптивных способностях. 

На сегодняшний день в базе данных GenBank де-
понированы нуклеотидные последовательности гена 
Е 181 штамма (или изолятов РНК) ВКЭ европейского 
генотипа, выделенных на территории 18 европейских 
стран, а также Южной Кореи. В нашей работе мы 
впервые определили последовательности гена E 13 
штаммов ВКЭ европейского генотипа, выделенных в 
Западной и Восточной Сибири, с последующим моле-
кулярно-генетическим анализом. 

Были выявлены две группы штаммов, класте-
ризующихся по месту выделения, причем внутри 
каждой из групп наблюдался высокий уровень гомо-
логии (>99 %) нуклеотидных последовательностей, 
что, вероятно, свидетельствует о крайне высокой 
консервативности последовательности гена E у ВКЭ 
европейского генотипа вне зависимости от источ-
ника выделения (клещи, мелкие млекопитающие, 
кровь человека). Полученные результаты хорошо 
согласуются с литературными данными. Так, при 
анализе последовательностей геномов штаммов ВКЭ, 
выделенных в Центральной Европе, была показана 
стабильность генома европейского генотипа [12]. 
Также, при сравнительном анализе кодирующей 
части полногеномных последовательностей ВКЭ из 
GenBank, было обнаружено, что штаммы европей-
ского генотипа, по сравнению с представителями 

 

Рис. 1.  Филогенетическое древо, построенное методом максимального правдоподобия (maximum  likelihood) на осно-
вании последовательности гена E ВКЭ. Жирным выделены прототипные штаммы разных генотипов; • – штаммы, 
выделенные в Восточной Сибири; ♦ – штаммы, выделенные в Западной Сибири.
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дальневосточного и сибирского генотипов, характе-
ризуются наиболее высокими уровнями гомологии 
как нуклеотидных, так и аминокислотных последо-
вательностей внутри одного генотипа, т.е. наимень-
шим уровнем различий [2, 7, 14]. Более того, следует 
отметить, что представители каждой из выявленных 
групп исследуемых штаммов ВКЭ с территорий За-
падной или Восточной Сибири обладали высокой 
степенью гомологии со штаммами, выделенными 
на территории Западной Европы, что также может 
служить доказательством высокой консервативно-
сти последовательности гена E. 

ВКЭ европейского генотипа имеет обширный 
ареал и циркулирует в экосистемах, значительно 
различающихся, в том числе, и основными пере-
носчиками и резервуарными хозяевами. Основным 
переносчиком европейского генотипа ВКЭ считались 
клещи I. ricinus, но, по всей видимости, в Азиатской 
части России его переносчиком может служить и 
I. persulcatus. Ранее, на территории Европы ВКЭ 
европейского генотипа был изолирован из Myodes 
glareolus, Apodemus sylvaticus, Sciurus vulgaris, а на 
территории Южной Кореи выделен из Apodemus 
agrarius. В нашей работе, на территории Восточной 
Сибири штаммы ВКЭ европейского генотипа были 
впервые изолированы из Spermophilus undulatus, 
Microtus gregalis и Myodes rutilus. 

Тем не менее, несмотря на высокий уровень 
гомологии последовательностей гена E, наблюда-
ется гетерогенность биологических свойств для 
ряда штаммов даже внутри одной группы, которые, 
вероятно, связаны с различиями в других областях 
генома. В связи с этим, большой научный интерес 
представляет сравнительный анализ генетических 
и биологических свойств штаммов ВКЭ европейского 
субтипа, изолированных в удаленных друг от друга 
точках ареала, существенно отличающихся биоцено-
тической структурой природных очагов. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта Российского научного фонда №14-15-00615. 
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