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Резюме
Введение. Вирус Повассан (ПОВВ) – переносимый клещами ортофлавивирус, способный вызывать не-
врологические заболевания. На Дальнем Востоке России ареал ПОВВ перекрывается с ареалом другого 
нейротропного ортофлавивируса – вируса клещевого энцефалита (ВКЭ). На данный момент не существует 
дифференцирующих тест-систем для выявления ПОВВ в сочетании с ВКЭ.
Целью работы является создание дифференцирующих тест-систем для выявления ПОВВ в сочетании 
с ВКЭ и другими ортофлавивирусами.
Материалы и методы. С помощью программы MEGA X было построено выравнивание геномных после-
довательностей 8 штаммов ПОВВ и 5 штаммов ВКЭ с целью подбора дифференцирующих праймеров. Для 
проверки специфичности тест-системы использовали ПОВВ, несколько штаммов ВКЭ и другие ортофла-
вивирусы. С подобранными олигонуклеотидами проводили полимеразную цепную реакцию (ПЦР) и ПЦР 
в реальном времени (ПЦР-РВ), верифицируя специфичность амплификации путем электрофореза в ага-
розном геле и секвенирования по Сэнгеру. кДНК получали из вируссодержащего материала посредством 
выделения РНК и постановки реакции с обратной транскрипцией.
Результаты. Подобранные олигонуклеотиды для дифференцирующей системы на основе ПЦР-РВ обе-
спечили специфичную детекцию ПОВВ, не демонстрируя при этом сигналов от других ортофлавивирусов. 
Предел чувствительности тест-системы составил 102 копий/проба. Проведенный анализ смешанных образ-
цов, содержащих ПОВВ и ВКЭ, продемонстрировал отсутствие искажений результатов измерений. Кроме 
того, были подобраны и протестированы дифференцирующие олигонуклеотиды для амплификации про-
тяженных участков геномов ПОВВ и ВКЭ с целью их последующего секвенирования и филогенетического 
анализа.
Выводы. Разработана лабораторная методика на основе ПЦР, позволяющая выявлять ПОВВ в биоматериа-
лах, содержащих другие ортофлавивирусы.
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Abstract
Introduction. Powassan virus (POWV) is a tick-borne orthoflavivirus capable of causing neurological diseases. 
In the Russian Far East, the area affected by POWV overlaps with that of another neurotropic orthoflavivirus, tick-
borne encephalitis virus (TBEV). Currently, there are no differentiated test systems for specific detection of POWV 
in the presence of TBEV.
The aim of this work is to create differentiating test systems for the detection of POWV in a mixture with TBEV and 
other orthoflaviviruses.
Materials and methods. We constructed a genome alignment of eight POWV and five TBEV strains to select 
differentiating primers using MEGA X. To assess the specificity of the assay, we used POWV, several TBEV strains, 
and other orthoflaviviruses. PCR and qPCR were performed with the selected oligonucleotides, and the specificity 
of amplification was verified by electrophoresis in agarose gel and Sanger sequencing. cDNA was obtained from 
virus-containing material by isolating RNA and performing a reverse transcription reaction.
Results. The selected oligonucleotides for the qPCR-based differentiation system ensured specific detection of 
POWV without detecting signals from other orthoflaviviruses. The assay’s limit of detection was 102 copies/sample. 
Analysis of mixed samples containing POWV and TBEV demonstrated no distortion of the measurement results. 
Furthermore, differentiating oligonucleotides were selected and tested to amplify extended regions of the POWV 
and TBEV genomes for subsequent sequencing and phylogenetic analysis.
Conclusion. A laboratory technique based on PCR has been developed that allows to detect the POWV in samples 
containing other orthoflaviviruses.
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Введение
Orthoflavivirus powassanense (вирус Повассан,  

ПОВВ) и Orthoflavivirus encephalitidis (вирус клеще-
вого энцефалита, ВКЭ) относятся к роду Orthoflavi-
virus семейства Flaviviridae. Вирионы ортофлавиви-
русов оболочечные и имеют размер 50 нм [1]. Геном 
ортофлавивирусов представлен (+)РНК длиной при-
близительно 11 тыс. пар нуклеотидов [2]. Он коди-
рует одну открытую рамку считывания (ОРС), флан-
кированную 5’ и 3’ нетранслируемыми областями 
(НТО). В течение жизненного цикла ОРС процесси-
руется на три структурных белка (C, prM, E) и 7 не-
структурных белков (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 
NS4B и NS5) [3].

ВКЭ вызывает заболевание, поражающее централь-
ную нервную систему человека. Он широко распро-
странен в Европе и Северо-Восточной Азии. Извест-
ны три основных подтипа ВКЭ: «Европейский» (Eur), 
«Сибирский» (Sib) и «Дальневосточный» (FE)  [4], 

а также несколько недавно описанных подтипов: 
«Байкальский» (Bkl) 1 и 2, «Гималайский» и отдельно 
стоящий штамм «Обская», который генетически от-
дален от других подтипов [5]. Основными переносчи-
ками ВКЭ являются клещи рода Ixodes. Европейский 
подтип ВКЭ часто встречается в Западной Европе, 
где он передается клещами I. ricinus. Основным век-
тором Сибирского, Дальневосточного и Байкальского 
подтипов в Сибири и на Дальнем Востоке России яв-
ляется клещ I. persulcatus [4, 5]. Клещи родов Haema-
physalis и Dermacentor могут быть дополнительными 
переносчиками ВКЭ [6, 7].

Случаи заболеваний, вызванных ПОВВ, редки, 
но являются достаточно тяжелыми, с клиниче-
скими проявлениями, сходными с инфекцией, вы-
зываемой ВКЭ [8]. Существуют две линии ПОВВ 
[9]. Линия I ПОВВ передается клещами I. cookei и  
I. marxi в США и Канаде [10]. Линия II ПОВВ, так-
же называемая deer tick virus (DTV), была обнару-
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жена в 1996 г. Она распространена в США и Канаде 
и подразделяется на северо-восточную и среднеза-
падную клады. Переносчиком этой линии является 
клещ I. scapularis [11]. На Дальнем Востоке России 
ПОВВ был впервые изолирован в 1972 г. из клещей 
H. longicornis (neumanni) [12] и затем из I. persulca-
tus [13]. Исследования ПОВВ на Дальнем Востоке 
России показали, что все штаммы вируса, выделен-
ные в период с 1972 по 2006 г., схожи с канадским 
штаммом LB. В настоящее время в России обнару-
жена только линия I ПОВВ [8]. Обе линии ПОВВ 
отличаются на ≈ 15% на нуклеотидном уровне и  
на ≈ 5% на аминокислотном уровне в области бел-
ков C/prM/E [14].

На Дальнем Востоке России наблюдается пере-
крывание очагов инфекций, вызываемых ПОВВ 
и ВКЭ, а также на данной территории присутству-
ет общий переносчик – клещ I. persulcatus. Вирусо-
форность клещей I. persulcatus, собранных в пери-
од с 1999 по 2014 г. на Дальнем Востоке, состави-
ла 7,9  ±  0,7% [6]. Распространенность ПОВВ среди 
клещей не определена, следовательно, его вклад в се-
зонную заболеваемость неизвестен. Еще в 1977 г. ан-
титела как к ПОВВ, так и к ВКЭ были обнаружены 
у грызунов и птиц в лесных зонах Дальнего Восто-
ка России [15]. В другом исследовании [16] антитела 
к обоим вирусам были детектированы в 4,3% случаев 
среди 117 человек после укуса клеща. Все это свиде-
тельствует о необходимости мониторинга ПОВВ на 
Дальнем Востоке России и разработки системы те-
стирования для дифференциации этих вирусов.

Существуют коммерческие тест-системы для детек-
ции ВКЭ с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и несколько лабораторных систем тестирования 
[17–19]. Разработаны также системы ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР) и ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени (ОТ-ПЦР-РВ) [20] для обнаружения ПОВВ [9]. 
Эффективность имеющихся систем для дифференциа-
ции двух вирусов в смеси не установлена.

Целью данной работы является разработка тест-си-
стемы для дифференциального обнаружения ПОВВ 
и ВКЭ, а также подбор пар олигонуклеотидов для ам-
плификации больших участков геномов структурных 
областей ПОВВ и ВКЭ в смешанных образцах.

Материалы и методы
Вирусы

Все вирусы, использованные в исследовании, бы-
ли взяты из коллекции института и применялись 
без проведения дополнительных пассажей. Штамм  
Pow-24 ПОВВ (номер GenBank: MG652438) был 
выделен из пула клещей I. persulcatus, собранных 
в Приморском крае в 1975 г. Штамм EK-328 ВКЭ 
(Sib) (DQ486861) был выделен от клещей I. persulca-
tus в Эстонии в 1972 г. Были использованы несколько 
представителей рода Orthoflavivirus (ВКЭ: штаммы 
SofjinKGG (FE) (GU121963), DV-936k (FE) (GU125722), 
Absettarov (Eur) (KU885457), 178/79 (Bkl-1) (EF469661) 
и 886/84 (Bkl-2) (EF469662); вирус Loping ill (LIV): 
штамм S1; вирус Западного Нила (WNV): штамм HP-
90 линия 1 (PX444461); вирус Японского энцефалита 
(JEV): штамм JaGAr 01 (AF069076)) в виде культураль-
ной жидкости инфицированных клеток почек эмбриона 
свиньи (СПЭВ) или мозговых суспензий инфицирован-
ных мышей. Полиовирус (штамм Sabin I) применяли 
в качестве внутреннего контроля  [18] для выделения 
и обратной транскрипции (ОТ) в ОТ-ПЦР-РВ.

Создание дифференцирующей системы праймеров 
для ОТ-ПЦР-РВ и ОТ-ПЦР 

Системы ОТ-ПЦР-РВ и ОТ-ПЦР были разработаны 
на основе выравнивания геномных последовательно-
стей нескольких штаммов ПОВВ и ВКЭ (табл. 1) с по-
мощью программы MEGA X [21] с использованием 
алгоритма Muscle со стандартными параметрами. 
На основе этого выравнивания были отобраны обла-
сти геномов, наиболее различающиеся между двумя 
вирусами и наиболее консервативные между штамма-
ми одного и того же вируса.

Олигонуклеотиды
Последовательности праймеров и зонда для де-

текции ПОВВ методом ОТ-ПЦР-РВ указаны  
в табл. 2. Все олигонуклеотиды, задействованные 
в данной работе, были синтезированы компанией 
«Синтол» (Россия).

Для специфической детекции ВКЭ штамма EK-328 
в смеси использовалась ОТ-ПЦР-РВ система, разра-
ботанная ранее [18] (табл. 3).

В табл. 4 указаны последовательности олигону-
клеотидов, применяемые для амплификации боль-
ших участков геномов ПОВВ (штамм Pow-24) и ВКЭ 
(штамм EK-328) с помощью ОТ-ПЦР. 

Выделение РНК и обратная транскрипция
Для выделения РНК из вирусных суспензий ис-

пользовали TRI Reagent LS (#T3934, Sigma-Aldrich, 
США) согласно протоколу производителя. К пробе 
объемом 125 мкл добавлялось 375 мкл TRI Reagent 

Таблица 1. Штаммы ПОВВ и ВКЭ, используемые  
для выравнивания
Table 1. Strains of POWV and TBEV used for alignment

ПОВВ
POWV

ВКЭ
TBEV

Название штамма
Strain name

Номер  
GenBank
GenBank 
number

Название 
штамма

Strain name

Номер  
GenBank
GenBank 
number

Pow-24 MG652438 EK-328c MH094241
Ternay HQ231415 Irkutsk-12 JN003209
Ulysses HQ231414 Est54 GU183384
LB L06436 Latvia-1-96 GU183382
64-7062 isolate  
POWANY64 HM440563

Lesopark 11 KJ701416Spassk-9 EU770575
Partizansk/2006 EU543649
Nadezdinsk-1991 EU670438

https://doi.org/10.36233/0507-4088-364
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Таблица 2. Олигонуклеотиды для детекции вируса Повассан методом ОТ-ПЦР-РВ
Table 2. Oligonucleotides for detection of Powassan virus via RT-qPCR

Название  
Name

Последовательность 
Sequence

Тип 
Type

Позиция в геноме*, нт 
Position in the genome*, nt

PowTestF 5’-CCTTCACATGAGAGGGCGTC-3’ Прямой / Forward 351–370
PowTestR2 5’-CGTGACGCAAGAGTAGGTGA-3’ Обратный / Reverse 572–591

Pow_TestProbe R6G-GCGGGCCAGTGGAAGGGACGC-BHQ-1 Зонд 
Probe 474–494

Pow_681r 5’-AGACCTTTTCCCCCTAGAT-3’ Праймер для ОТ 
Primer for RT 687–705

Примечание. * – позиции в геноме указаны по штамму Pow-24 (MG652438).
Note. * – genome positions are given for the strain Pow-24 (MG652438).

Таблица 3. Олигонуклеотиды, задействованные для амплификации ВКЭ и полиовируса в ОТ-ПЦР-РВ
Table 3. Oligonucleotides used for the amplification of TBEV and poliovirus in RT-qPCR

Олигонуклеотид
Oligonucleotide

Последовательность
Sequence

Тип
Type

Позиция в геноме, нт
Position in the genome, nt

1. ВКЭ*
1. TBEV*

TBEL1 5’-TCTGAGGGAGACACACTTGG-3’ Прямой
Forward 7672–7691

TBER1 5’-GTGCGCCTGTAAACAAAGAA-3’ Обратный
Reverse 7735–7754

TBEP1 FAM-TCCTTGGTGCAGCTGTTCAGCC-BHQ-1 Зонд
Probe 7709–7730

GTB1R 5’-CCATTCCGGCTCTGAACTTG-3’ Праймер для ОТ
Primer for RT 8037–8056

2. Полиовирус**
2. Poliovirus**

PVL1 5’-GGCAGACGAGAAATACCCAT-3’ Прямой
Forward 7121–7140

PVR1 5’-CGAACGTGATCCTGAGTGTT-3’ Обратный
Reverse 7209–7228

PVP1 ROX-TTGATTCATGAATTTCCTTCATTGGCA-BHQ-2 Зонд
Probe 7159–7185

PVR1 5’-CGAACGTGATCCTGAGTGTT-3’ Праймер для ОТ
Primer for RT 7209–7228

Примечание. * – позиции в геноме указаны по штамму ЕК-328c (MH094241); ** – позиции в геноме указаны в соответствии с [18].
Note. * – genome positions are listed by strain ЕК-328с (MH094241); ** – genome positions are listed according to [18].

LS. Внутренний контроль (полиовирус, 8  ×  104 ко-
пий) и 1 мкг тотальной РНК культуры клеток СПЭВ 
были добавлены для нормализации количества об-
щей РНК в каждом образце во время ОТ-ПЦР-РВ 
[22]. ОТ осуществляли с применением ревертазы 
MMLV (#SK022L, «Евроген», Россия) согласно про-
токолу производителя. Праймеры, задействованные 
в реакции ОТ, для каждого из вирусов представлены  
в табл. 2 и табл. 3. Реакцию ОТ как для ПОВВ, так 
и для ВКЭ проводили в одной пробирке с внутренним 
контролем. Рандомный гексамерный праймер (R6) 
был выбран для проверки наличия ортофлавивирусов 
в пробе в реакции ОТ.

Для определения оптимальных условий амплифи-
кации олигонуклеотидов, необходимых при секве-
нировании больших участков геномов ПОВВ и ВКЭ, 
в реакции ОТ были использованы праймеры Pow3668 

и Kgg 30 с целью получения комплементарной ДНК 
(кДНК) ПОВВ и кДНК ВКЭ соответственно. После-
довательности этих праймеров представлены в табл. 4.

Полимеразная цепная реакция
ПЦР осуществляли с помощью прибора DNAEngine 

(BioRad, США) с использованием ДНК-полимеразы 
DreamTaq (#EP0701, Thermo Fisher Scientific, Литва) 
согласно протоколу производителя. Реакционный 
цикл: 1) денатурация в течение 30 с при 95 °C; 2) отжиг 
праймеров в течение 30 с при температуре, подобран-
ной отдельно для каждой пары праймеров; 3) элон-
гация при 72 °C в течение экспериментально по-
добранного времени для каждой пары праймеров. 
Реакционный цикл был повторен 40 раз в ходе ПЦР. 
Перед началом ПЦР проводили предварительную де-
натурацию при 95 °C в течение 10 мин. 
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При амплификации ортофлавивирусов были задей-
ствованы панфлавивирусные праймеры cFD2 (5’-GT-
GTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC-3’) и MAMD 
(5’-AACATGATGGGRAARAGRGARAA-3’) [23] для 
проверки наличия вирусов в образце. Реакционный 
цикл указан в табл. 5.

Полимеразная цепная реакция в режиме реального 
времени

ПЦР-РВ была проведена на приборе C1000 Ther-
mal Cycler (BioRad, США) с использованием стрипов 
#KG2532 (Kirgen, Китай) и CFX96 Real-Time Sys-
tem (BioRad, США) для детекции флуоресцентного 
сигнала. Реакционная смесь для одной пробы с ВКЭ 
или полиовирусом включала: 2,5 мкл dNTP (2,5 мM),  
2,5 мкл 10× буфера, 2,5 мкл MgCl2 (25 мM), по 2 мкл 
прямого и обратного праймеров (5 пкмоль/мкл), 1 мкл 
зонда (5 пкмоль/мкл) (табл. 3, 10,25 мкл ddH2O, 0,25 мкл 
SynTaq полимеразы (5 ед/мкл), 2 мкл анализируемой 
пробы. В системе ПОВВ применяли описанную выше 
смесь, но количество добавленного MgCl2 составля-

Таблица 4. Пары праймеров, подобранные для дифференциации ПОВВ и ВКЭ в смеси методом ОТ-ПЦР
Table 4. Primer pairs designed to distinguish POWV and TBEV in a mixture using RT-PCR

Группа
Group

Олигонуклеотид 
Oligonucleotide

Тип праймера
Type of primer

Позиция в геноме, нт
Position in the genome, nt

Праймеры для вируса Повассан*
Primers for Powassan virus*

I

Kgg 65 f
5’-AGATTTTCTTGCACGT-3’

Прямой
Forward 1–16**

Disc_Pow 919r
5’-GGCCCTAGACTCAACGC-3’

Обратный
Reverse 901–917

II

Disc_Pow 852f
5’-AACAAGCTTCTAACTGCC-3’

Прямой
Forward 817–834

Disc_Pow 1889r
5’-GCTGTCCACAGGAACTCTCT-3’

Обратный
Reverse 1871–1890

III

Disc_Pow 1782f
5’-GCCAGTGTGGAGGGCCAG-3’

Прямой
Forward 1747–1764

Disc_Pow 2669r
5’-CTTCTCCCTCACTCAGCA-3’

Обратный
Reverse 2651–2668

Pow3668
5’-CGCACGATCTCCTCCACTC-3’

Праймер для ОТ
Primer for RT 3632–3650

Праймеры для вируса клещевого энцефалита***
Primers for tick-borne encephalitis virus***

I

Kgg 65 f
5’-AGATTTTCTTGCACGT-3’

Прямой
Forward 1–16

Disc_EK_930r
5’-GGAGCCAGGCAGAAGAG-3’

Обратный
Reverse 946–962

II

Disc_EK 863f
5’-AACAAACTACTTGCCCTG-3’

Прямой
Forward 862–879

Disc_EK 1900r
5’-CTATCTGTTGGAGTCCGCC-3’

Обратный
Reverse 1916–1934

 III

Disc_EK 1793f
5’-GCGCACATTGATGGAACA-3’

Прямой
Forward 1792–1809

Disc_EK 2677r
5’-CGTCTCCCTCTGCCAAGG-3’

Обратный
Reverse 2693–2710

Kgg 30
5’-TGGTGCTCCTCACAGAAGC-3’

Праймер для ОТ
Primer for RT 3349–3367

Примечание. * – позиции в геноме указаны по штамму Pow-24 (MG652438); ** – позиция указана по геному L06436; *** – позиции в геноме 
указаны по штамму ЕК-328c (MH094241).
Note. * – genome positions are given for the strain Pow-24 (MG652438); ** – the position is indicated according to the L06436 genome; *** – genome 
positions are given for the strain ЕК-328c (MH094241).

Таблица 5. Цикл амплификации для ПЦР с универсальными 
праймерами для ортофлавивирусов
Table 5. Amplification program for PCR with universal orthoflavivirusn 
primers 

Этап амплификации
Amplification step

Инструкция
Instruction

1 Hold, 95 °C, 8 min
2 Hold, 95 °C, 20 seconds
3 Hold, 53 °C, 40 seconds
4 Hold, 72 °C, 1 min
5 Goto 2, 39 times
6 Hold, 72 °C, 7 min

ло 1,875 мкл, а количество ddH2O – 10,875 мкл. Прай-
меры и зонд для ПОВВ указаны в табл. 2. Реагенты 
для ПЦР-РВ (#R-412) были предоставлены компанией 
«Синтол» (Россия). Реакционные циклы для ВКЭ и по-
лиовируса указаны в табл. 6. Реакционный цикл для 
ПОВВ: 1) денатурация в течение 15 с при 95 °C; 2) от-
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жиг праймеров и зонда в течение 40 с при 63 °C с этапом 
прочтения флуоресцентных сигналов. Реакционный 
цикл был повторен 40 раз в ходе ПЦР-РВ. Перед нача-
лом ПЦР-РВ проводили предварительную денатурацию 
при 95 °C в течение 3 мин. Полученные данные были 
проанализированы с использованием программы Bio-
Rad CFX Manager 3.1.

Пробоподготовка проб для секвенирования  
по Сэнгеру и биоинформатический анализ

Вначале был проведен аналитический электрофо-
рез в 1,7% агарозном геле на буфере TAE. В качестве 
маркера выбран GeneRuler 100 bp (#SM0321, Thermo 
Fisher Scientific, Литва). Затем выполняли препаратив-
ный электрофорез в 1% агарозном геле. Полосы не-
обходимой длины были вырезаны для последующего 
выделения ДНК с применением набора QIAquick Gel 
Extraction Kit (#28706, QIAGEN, Германия) согласно 
протоколу производителя. 

Секвенирование ДНК проводили с использованием 
набора реагентов ABI PRISM BigDye Terminator v. 3.1 
(#4337454, Thermo Fisher Scientific, Литва) на автома-
тическом ДНК-секвенаторе ABI PRISM 3500 (Applied 
Biosystems, США). Хроматографический анализ вы-
полняли с помощью программы SeqMan v. 7.0.0 из па-
кета программ DNAStar.

Приготовление стандартных образцов РНК  
вируса Повассан

Праймеры BHT7PowF (5’-ATGACTGGATCCTAATA
CGACTCACTATAGGAGATTTTCTTGCACGTGT-3’) 
и Pow_1116r (5’-AGGCAGTATTCTCTGGTTTC-3’) 
были задействованы для амплификации кДНК ПОВВ 
в ПЦР. ПЦР-продукт очищали с помощью QIAquick 
Gel Extraction Kit (#28706, QIAGEN, Германия). Затем 
ПЦР-продукт подвергали in vitro транскрипции с ис-
пользованием РНК-полимеразы T7 (#EP0111, Thermo 
Fisher Scientific, Литва) согласно протоколу произво-
дителя. Полученная РНК была очищена в градиенте 
плотности сахарозы 5–20%. Концентрацию очищен-
ной РНК определяли на спектрофотометре SmartSpec 
Plus (BioRad, США) и выбирали фракцию с наиболь-
шей концентрацией РНК. РНК из этой фракции выде-
ляли с применением TRI Reagent LS (#T3934, Sigma-
Aldrich, США) и измеряли конечную концентрацию 
РНК. Затем готовили 10-кратные разведения, которые 
использовали в качестве стандартов для ОТ-ПЦР-РВ.

Результаты

Дифференцирующая система праймеров  
для ОТ-ПЦР-РВ

Праймеры PowTestF, PowTestR2 и зонд Pow_Test-
Probe (табл. 2) для ПОВВ были разработаны на ос-
нове выравнивания геномных последовательностей 
нескольких штаммов ПОВВ и нескольких штаммов 
ВКЭ (табл. 1, рис. 1). 

Проверка специфичности праймеров  
для обнаружения вируса Повассан

Шесть штаммов ВКЭ, относящихся к Европейско-
му, Сибирскому, Дальневосточному и двум Байкаль-
ским подтипам, а также другие ортофлавивирусы 
(WNV, JEV и LIV), встречающиеся на совместной 
с ПОВВ территории, были задействованы для про-
верки специфичности праймеров методом ОТ-ПЦР-
РВ. Наличие вирусов в образцах было подтверж-
дено (рис. 2) с использованием универсальных для 
ортофлавивирусов праймеров cFD2 и MAMD [23]. 
После чего те же вирусы и отрицательные контроли 
были проверены методом ОТ-ПЦР-РВ с примене-
нием пары праймеров PowTestF/PowTestR2 и зонда 
Pow_TestProbe. Это тестирование подтвердило, что 
разработанная система ОТ-ПЦР-РВ специфически 
амплифицирует ПОВВ, при этом сигналов детек-
ции от других вирусов и отрицательных контролей 
не было обнаружено (рис. 3). 

Получение стандартов для ОТ-ПЦР-РВ
Стандартные образцы с известным количеством 

РНК ПОВВ получали, как описано выше. Впослед-
ствии они были необходимы для построения кали-
бровочной кривой и определения чувствительности 
метода. В качестве предела чувствительности систе-
мы было принято наименьшее количество кДНК, об-
наруженное в процессе амплификации в ОТ-ПЦР-РВ, 
которое составило 102 копий/проба. Эффективность 
амплификации составила 99,2% (r2 = 1) (рис. 4).

Разработанная система включала внутренний кон-
троль. Мы протестировали систему ПОВВ в реакции 
ОТ в двух вариациях: в первом варианте реакцию ОТ 
для ПОВВ и внутреннего контроля проводили одно-
временно в одной пробирке; во втором варианте реак-
цию проводили в двух отдельных пробирках. Различий 
в чувствительности в этих условиях не обнаружено.

Проверка специфичности амплификации  
в присутствии другого вируса

Мы разработали систему для количественного из-
мерения ПОВВ и количественного соотношения  
ПОВВ к ВКЭ в смешанных образцах. Для этого опы-
та мы предлагаем использовать систему ПОВВ, пред-
ставленную в настоящей статье, и систему ВКЭ, опи-
санную ранее [18]. Мы изучили влияние присутствия 
ВКЭ на определение количества ПОВВ, и наоборот.

Для проверки специфичности праймеров в каждой 
системе были приготовлены пробы, содержащие 
следующие количества вируса (вирусов): 1) 107 копий/

Таблица 6. Цикл амплификации для ВКЭ или полиовируса  
в ОТ-ПЦР-РВ
Table 6. RT-qPCR amplification program for TBEV or poliovirus 

Этап амплификации
Amplification step

Инструкция
Instruction

1 Hold, 95 °C, 5 min
2 Hold, 95 °C, 15 seconds
3 Hold, 60 °C, 45 seconds
4 Plate read
5 Goto 2, 39 times

https://doi.org/10.36233/0507-4088-364


168

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2026; 71(2)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-364

ORIGINAL RESEARCHES

мл целевого вируса; 2) 107 копий/мл целевого вируса 
+ 107 копий/мл гетерологичного вируса; 3) 105 копий/
мл целевого вируса; 4) 105 копий/мл целевого вируса 
+ 107 копий/мл гетерологичного вируса; 5) 107 копий/
мл гетерологичного вируса. В образцах, содержащих 
только гетерологичный вирус, амплификации не на-

блюдалось. Более того, количество копий целевого 
вируса оставалось одинаковым независимо от нали-
чия в пробе гетерологичного вируса (табл. 7).

Таким образом, тестирование праймеров для ПОВВ 
и ВКЭ показывает, что присутствие другого вируса 
в смеси не искажает результат измерения, что позво-
ляет нам точно определить количество одного вируса 
в присутствии другого.

Подбор олигонуклеотидов для амплификации 
больших участков геномов ПОВВ и ВКЭ  

с помощью ОТ-ПЦР 
В дополнении к количественному определению ви-

русов, секвенирование структурных областей гено-
мов является важным инструментом для проведения 
филогенетического анализа ортофлавивирусов. По-
следовательности праймеров (табл. 4) для амплифи-
кации больших участков геномов ПОВВ и ВКЭ были 
подобраны на основе выравнивания геномов несколь-
ких штаммов ПОВВ и ВКЭ.

Выбранные олигонуклеотиды (схематично пред-
ставлены на рис. 5) были разработаны для ампли-
фикации трех перекрывающихся ПЦР-продуктов 
с целью их использования при секвенировании всей 
структурной части генома.

Варианты проб, используемые для оптимизации си-
стемы, представлены в табл. 8.

Каждая пара анализируемых олигонуклеотидов 
(табл. 4) была проверена в ПЦР с вышеописанными 
пробами. Мы определили подходящие температуру 
отжига (Tm) и время элонгации, при которых 
олигонуклеотиды, специфичные для ПОВВ, 
не амплифицировали геном ВКЭ, и наоборот 
(рис. 6). Tm для олигонуклеотидов I и II групп ва-
рьировалась от 47 до 53 °С; для олигонуклеотидов 
III группы – от 50 до 57 °С. Время элонгации из-
начально составляло 1’30”. Для олигонуклеотидов 
I группы время элонгации было оптимизировано 
из-за наличия неспецифических полос при стан-
дартном времени элонгации (рис. 7). Все полосы 
продуктов таргетной длины были подтверждены 
секвенированием по Сэнгеру.

Рис. 1. Фрагменты выравнивания геномных последовательностей нескольких штаммов вирусов Повассан и клещевого энцефалита  
с отмеченными праймерами (PowTestF – синяя рамка, PowTestR2 – красная рамка) и зондом (Pow_TestProbe – зеленая рамка).

Fig. 1. Fragments of the alignment of genome sequences of several strains of Powassan and tick-borne encephalitis viruses with the primers 
(PowTestF – blue frame, PowTestR2 – red frame) and probe (Pow_TestProbe – green frame) marked on it.

Рис. 2. Гель-электрофорез ПЦР-продуктов проб, содержащих 
ортофлавивирусы, с панфлавивирусными праймерами. 

1 – ПОВВ (Pow-24), 2 – ВКЭ (ЕК-328), 3 – ВКЭ (DV-936k), 4 – ВКЭ 
(SofjinKGG), 5 – ВКЭ(Absettarov), 6 –ВКЭ (178/79), 7 –ВКЭ (886/84),  
8 – WNV (Hp-90), 9 – JEV (JaGAr 01), 10 – LIV (S1), 11 – к− (культуральная 
жидкость), 12 – к− (мозговая суспензия). М – маркер. Размер целевых 

продуктов = 250 bp.
Fig. 2. Gel electrophoresis (with inversion) of PCR products of 

orthoflavivirus samples with panflavivirus primers.
1 – POWV (Pow-24), 2 – TBEV (ЕК-328), 3 – TBEV (DV-936k), 4 – TBEV 
(SofjinKGG), 5 – TBEV (Absettarov), 6 – TBEV (178/79), 7 – TBEV (886/84), 
8 – WNV (Hp-90), 9 – JEV (JaGAr 01), 10 – LIV (S1), 11 – k− (culture fluid), 

12 – k- (brain suspension). М – marker. Size of target products = 250 bp.
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В результате нашего эксперимента для каждой 
группы олигонуклеотидов были подобраны опти-
мальные условия амплификации, которые представ-
лены в табл. 9.

При соблюдении оптимальных условий амплифи-
кации для праймеров II и III групп наблюдается обра-
зование только целевого вируса. Амплификация це-
левого вируса с использованием праймеров группы I 
происходит тогда, когда вирус присутствует в смеси. 
Однако при отсутствии целевого вируса в пробе мо-
жет возникать слабая амплификация гетерологично-
го вируса (рис. 6, группа I: A – лунка 2, B – лунка 1). 
Вероятно, это связано с применением одного и того 
же праймера на 5’-конце (Kgg 65 f) для обеих си-

стем, поскольку последовательности геномов ПОВВ 
и ВКЭ в этой области схожи; следовательно, невоз-
можно подобрать другой праймер, который позво-
лил бы различить эти вирусы. Важно отметить, что 
олигонуклеотиды, задействованные в реакции ОТ 
как для ПОВВ, так и для ВКЭ, не являются диффе-
ренцирующими. При использовании гетерологично-
го праймера в реакции ОТ наблюдается накопление 
ПЦР-продукта целевого вируса (рис. 6, лунка 4 для 
всех A и лунка 3 для всех B).

Обсуждение
В настоящее время разработано множество ла-

бораторных систем и коммерческих наборов для 

Рис. 4. Калибровочная кривая для количественного определения кДНК вируса Повассан.
Fig. 4. Calibration curve for the quantitation of Powassan virus cDNA.

Рис. 3. ОТ-ПЦР-РВ ортофлавивирусов с праймерами PowTestF/PowTestR2 и зондом Pow_TestProbe. 
Синии линии (A, B) – две повторности проб, содержащих ПОВВ; кривые, находящиеся под пороговой линией (B) – штаммы ВКЭ (ЕК-328; DV-936k; 

SofjinKGG; Absettarov; 178/79; 886/84), другие ортофлавивирусы (WNV (Hp-90), JEV (JaGAr 01), LIV (S1)) и к−.
Fig. 3. RT-qPCR of orthoflaviviruses with primers PowTestF/PowTestR2 and probe Pow_TestProbe. 

Blue lines (A, B) – two replicates of the sample containing POWV; lines beyond the threshold (B) – strains of TBEV (ЕК-328; DV-936k; SofjinKGG; Abset-
tarov; 178/79; 886/84), other orthoflaviviruses (WNV (Hp-90), JEV (JaGAr 01), LIV (S1)) and k−.

A B

B
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Рис. 5. Схематичное изображение подобранных групп праймеров для ПОВВ и ВКЭ в соответствии с геномами.
Fig. 5. Schematic representation of the selected primer setss for POWV and TBEV according to the genomes.

Таблица 7. Результаты амплификации проб, содержащих один вирус или смесь вирусов в различных концентрациях
Table 7. Results of the amplification of samples containing one virus or a mixture of viruses in different concentrations

Проба
Sample

log копий/мл*
log copies/mL* 

Система детекции ПОВВ 
POWV detection system

2 × 107 копий/мл ПОВВ
2 × 107 copies/mL POWV 7,08 ± 0,65

2 × 107 копий/мл ПОВВ + 8 × 107 копий/мл ВКЭ
2 × 107 copies/mL POWV + 8 × 107 copies/mL TBEV 6,72 ± 0,88

2 × 105 копий/мл ПОВВ
2 × 105 copies/mL POWV 5,08 ± 0,60

2 × 105 копий/мл ПОВВ + 8 × 107 копий/мл ВКЭ
2 × 105 copies/mL POWV + 8 × 107 copies/mL TBEV 4,82 ± 1,50

8 × 107 копий/мл ВКЭ
8 × 107 copies/mL TBEV

Нет сигнала детекции
No signal detected

Система детекции ВКЭ
TBEV detection system

8 × 107 копий/мл ВКЭ
8 × 107 copies/mL TBEV 7,56 ± 0,30

8 × 107 копий/мл ВКЭ + 2 × 107 копий/мл ПОВВ
8 × 107 copies/mL TBEV + 2 × 107 copies/mL POWV 7,47 ± 0,13

8 × 105 копий/мл ВКЭ
8 × 105 copies/mL TBEV 5,51 ± 0,14

8 × 105 копий/мл ВКЭ + 2 × 107 копий/мл ПОВВ
8 × 105 copies/mL TBEV + 2 × 107 copies/mL POWV 5,43 ± 0,09

2 × 107 копий/мл ПОВВ
2 × 107 copies/mL POWV

Нет сигнала детекции
No signal detected

Примечание. * – были выполнены три повторные амплификации. Значения приведены в формате «СРЗНАЧ ± ДОВЕРИТ.Т».
Note. * – three repetitions were performed. The values are given in the format AVERAGE ± CONFIDENCE.T.

Таблица 8. Образцы кДНК, используемые в ПЦР с исследуемыми парами олигонуклеотидов
Table 8. The cDNA samples used in the PCR with the oligonucleotide pairs under study

№ Название пробы
Sample name

Пробоподготовка
Sample preparation

1 кДНК ПОВВ / POWV cDNA РНК ПОВВ (Pow3668 в ОТ) / POWV RNA (Pow3668 in RT)
2 кДНК ВКЭ / TBEV cDNA РНК ВКЭ (Kgg 30 в ОТ) / TBEV RNA (Kgg 30 in RT)

3 кДНК смеси вирусов (ПОВВ + ВКЭ) 1
cDNA of virus mixture (POWV + TBEV) 1

РНК ПОВВ + РНК ВКЭ (Pow3668 в ОТ)   
POWV RNA + TBEV RNA (Pow3668 in RT)

4 кДНК смеси вирусов (ПОВВ + ВКЭ) 2
cDNA of virus mixture (POWV + TBEV) 2

РНК ПОВВ + РНК ВКЭ (Kgg 30 в ОТ)
POWV RNA + TBEV RNA (Kgg 30 in RT)

5 кДНК ПОВВ + кДНК ВКЭ
POWV cDNA + TBEV cDNA

РНК ПОВВ (Pow3668 в ОТ) + РНК ВКЭ (Kgg 30 в ОТ)
1 : 1

POWV RNA (Pow3668 in RT) + 
TBEV RNA (Kgg 30 in RT)

1 : 1

https://doi.org/10.36233/0507-4088-364


171

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2026; 71(2)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-364

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

идентификации ВКЭ и ПОВВ. Тем не менее в по-
давляющем большинстве этих систем праймеры 
нацелены на консервативные области геномов ор-
тофлавивирусов, что может приводить к ложнопо-
ложительным результатам. По имеющимся у нас 
данным, специализированных систем для диффе-

ренциального обнаружения ВКЭ и ПОВВ в смеси 
не существует.

Задача настоящего исследования состояла в раз-
работке системы тестирования, предназначенной 
для мониторинга и молекулярно-эпидемиологи-
ческого анализа ПОВВ. В существующих методах 

Рис. 6. Гель-электрофорез продуктов ПЦР кДНК ПОВВ, кДНК ВКЭ и смесей этих вирусов  
с анализируемыми праймерами трех групп. 

А – продукты ПЦР с праймерами на ПОВВ; В – продукты ПЦР с праймерами на ВКЭ. Обозначения: 1 – кДНК ПОВВ; 2 – кДНК ВКЭ; 3 – кДНК смеси 
вирусов 1; 4 – кДНК смеси вирусов 2; 5 – кДНК ПОВВ + кДНК ВКЭ; М – маркеры; к− – отрицательный контроль. Красной стрелкой указаны продукты 

таргетной длины.
Fig. 6. Gel electrophoresis of PCR products of POWV cDNA, TBEV cDNA, and mixtures of these viruses with the analyzed primers of three 

groups. 
А – PCR products with POWV primers; В – PCR products with TBEV primers. Designations: 1 – POWV cDNA; 2 – TBEV cDNA; 3 – cDNA of virus mixture 
1; 4 – cDNA of virus mixture 2; 5 – POWV cDNA + TBEV cDNA; М – marker; k− – negative control. The red arrow indicates the products of the target length.

Рис. 7. Гель-электрофорез ПЦР-продуктов кДНК ВКЭ, кДНК ПОВВ и смеси этих вирусов с анализируемыми праймерами первой 
группы. 

Лунки 1–10 – ПЦР-продукты с праймерами на ВКЭ; лунка 11 – маркер GeneRuler DNA Ladder Mix (#SM0333, Thermo Fisher Scientific, Литва); лунки 
12–21 – ПЦР-продукты с праймерами на ПОВВ. Лунки 10 и 21 – отрицательные контроли. Пробы 1, 2 и 3 содержат кДНК ВКЭ с Tm = 47; 49,6 и 53 ºС, 
соответственно; пробы 4, 5 и 6 содержат кДНК ПОВВ с теми же Tm; пробы 7, 8 и 9 содержат смесь кДНК ВКЭ и ПОВВ с теми же Tm. Пробы 12, 13 
и 14 содержат кДНК ПОВВ с Tm = 47; 49,6 и 53 ºС, соответственно; пробы 15, 16 и 17 содержат кДНК ВКЭ с теми же Tm; пробы 18, 19 и 20 содержат 

смесь кДНК ВКЭ и ПОВВ с теми же Tm. Красной стрелкой указаны продукты таргетной длины.
Fig. 7. Gel electrophoresis of PCR products of TBEV cDNA, POWV cDNA, and a mixture of these viruses with the analyzed primers  

of the first group. 
Wells 1–10 – PCR products with primers for TBEV; well 11 – marker GeneRuler DNA Ladder Mix (#SM0333, Thermo Fisher Scientific, Lithuania); wells 
12–21 – PCR products with primers for POWV; wells 10 and 21 – negative controls. Samples 1, 2, and 3 contain TBEV cDNA with a Tm of 47, 49.6, and 53 ºС, 
respectively; samples 4, 5, and 6 contain POWV cDNA with the same Tm; samples 7, 8, and 9 contain a mixture of TBEV and POWV cDNAs with the same Tm. 
Samples 12, 13, and 14 contain POWV cDNA with a Tm of 47, 49.6, and 53 ºС, respectively; samples 15, 16, and 17 contain TBEV cDNA with the same Tm; 

samples 18, 19, and 20 contain a mixture of TBEV and POWV cDNAs with the same Tm. The red arrow indicates the target length products.
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обнаружения ПОВВ праймеры, как правило, ориен-
тированы на ген, кодирующий неструктурный бе-
лок NS5 [9]. Однако для поставленных целей этот 
участок генома непригоден, поскольку праймеры 
из этой области могут амплифицировать как ПО-
ВВ, так ВКЭ. Основываясь на данных in silico [9], 
тест-системы, нацеленные на белок NS5, показали 
хорошие результаты как при обнаружении всех ли-
ний ПОВВ, так и при обнаружении каждой линии 
в отдельности. В том же исследовании  [9] было 
показано, что тест-системы, нацеленные на струк-
турные белки E и C, вероятно, являются специфич-
ными для определенной линии. Наша система ОТ-
ПЦР-РВ ориентирована на линию I ПОВВ, которая 
распространена на Дальнем Востоке России, где 
присутствуют смешанные очаги ПОВВ и ВКЭ [16]. 
Разработанная система демонстрирует специфич-
ность, исключая ложноположительные сигналы в  
ОТ-ПЦР-РВ с различными подтипами ВКЭ или дру-
гими ортофлавивирусами (WNV, JEV, LIV). Данная 
методика позволяет быстро и точно выявлять ПОВВ 
в лабораторных условиях, что значительно упроща-
ет обработку полевых материалов, собранных в ре-
гионах, эндемичных как по ВКЭ, так и по ПОВВ. 

Предел обнаружения вирусной кДНК в реакции 
ПЦР-РВ составил 100 копий. При анализе смеси  
ПОВВ и ВКЭ обе системы продемонстрировали ам-
плификацию исключительно целевого вируса, при 
этом присутствие другого вируса в смеси не влияло на 
сигнал детекции. Применение внутреннего контроля 
позволяет точно анализировать качество выделенного 
материала и эффективность реакции обратной транс-
крипции. Мы использовали полиовирус в качестве 
внутреннего контроля, поскольку в нашей лаборато-
рии разработана и оптимизирована соответствующая 
система ОТ-ПЦР-РВ. При желании в качестве вну-
треннего контроля можно выбрать клеточную РНК, 
так как в нашем эксперименте образцы из неинфици-
рованной культуральной жидкости и неинфицирован-
ной мозговой суспензии не имели сигналов амплифи-
кации в ОТ-ПЦР-РВ.

В настоящей работе были подобраны олигонукле-
отиды для амплификации больших участков геномов 
ПОВВ и ВКЭ методом ОТ-ПЦР в трех фрагментах, 
охватывающих область генома от 5’-НТО до бел-
ка NS1. Эти продукты амплификации, полученные 
с помощью указанных олигонуклеотидов, могут 
быть использованы для филогенетического анализа 
ортофлавивирусов, а также для подтверждения на-
личия ПОВВ или ВКЭ в образцах из зоны симпатрии 
путем секвенирования. Каждая группа праймеров, 
специально подобранная и проанализированная, до-
стоверно идентифицировала целевой вирус в смеси, 
даже при применении праймеров группы I для обо-
их вирусов. В представленной работе не проверяли 
штаммы ПОВВ линии II (DTV), поскольку все изо-
лированные штаммы ПОВВ в России на 99,8% сход-
ны с канадским штаммом LB, который относится 
к линии I ПОВВ [8]. Разработка исследуемых оли-
гонуклеотидов была ориентирована на выявление 
ПОВВ линии I. Возможность обнаружения ПОВВ 
линии II не исключена, однако требует дополнитель-
ного подтверждения эффективности в практических 
условиях.

Выводы
Разработана лабораторная методика на основе ПЦР, 

позволяющая выявлять ПОВВ в биоматериалах, со-
держащих другие ортофлавивирусы.
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