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ХаРакТЕРИСТИка ИЗОЛЯТОВ ВИРУСа кЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФаЛИТа 
ИЗ ПРИРОДНЫХ ОЧаГОВ В ИРкУТСкОЙ ОБЛаСТИ И УТОЧНЕНИЕ 

ГЕНОТИПИЧЕСкОГО ПЕЙЗажа
ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора, 664047, г. Иркутск

иркутская область является уникальной территорией, на которой зафиксирована циркуляция вируса кле-
щевого энцефалита (вКЭ) всех известных в настоящее время субтипов. в последние годы в некоторых 
областях Российской Федерации описан феномен смены субтипов вКЭ с замещением дальневосточно-
го субтипа сибирским. в настоящей работе представлены результаты индивидуального исследования  
11 522 экземпляров иксодовых клещей и проб мозга 81 мелкого млекопитающего, собранных в природных 
очагах КЭ на территории иркутской области с 2006 по 2014 г. выделено и исследовано вирусологическими 
методами более 60 штаммов вКЭ, 68 изолятов типированы по фрагменту гена Е (1193 п. н.). большинство 
штаммов независимо от субтипа продемонстрировали высокую вирулентность для лабораторных мы-
шей (ЛМ) как при внутримозговом, так и при периферическом пути введения вируса. все штаммы, вы-
деленные от теплокровных (мелких млекопитающих и человека), обладали высокой степенью вирулент-
ности для ЛМ, но на филогенетическом древе попадали в один кластер с изолятами от клещей, собранных 
в том же районе. «Клещевые» штаммы разной степени вирулентности также не образовывали отдельных 
кластеров на древе. Филогенетический анализ показал, что генотипический пейзаж вКЭ на обследованной 
территории в настоящее время претерпевает изменения, характеризующиеся абсолютным преобладани-
ем сибирского субтипа (94,1%), представленного двумя группами с прототипными штаммами заусаев и 
васильченко. группа штаммов васильченко распространена на всей обследованной территории, штам-
мы группы заусаев изолированы в основном в ближайших пригородах иркутска. в природных очагах 
Прибайкалья постоянно циркулирует вКЭ европейского субтипа (не менее 5% выборки), и его штаммы 
обладают высокой вирулентностью для беспородных белых мышей. вКЭ дальневосточного субтипа в 
группе изолятов 2006—2014 гг. не обнаружен. Филогенетическое родство исследованных штаммов больше 
связано с местом, чем с годом и источником выделения изолята.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус клещевого энцефалита; субтипы; штаммы; вирулентность для лабораторных мышей.
Для цитирования: Мельникова О.В., Адельшин Р.В., Корзун В.М., Трушина Ю.Н., Андаев Е.И. Характеристика изо-
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The irkutsk region is the unique territory where all known subtypes of tick-borne encephalitis virus (TBeV) cir-
culate. in the last years, the phenomenon of changes in TBeV subtypes (substitution of the Far-eastern subtype 
by the siberian one) was noted in some regions of the russian Federation. The results of individual investiga-
tion of 11522 ixodes persulcatus ticks and brain specimens from 81 small mammals collected in natural foci of 
the irkutsk region during 2006-2014 are presented in the article. More than 60 TBeV strains have been isolated 
and studied by virological methods; e gene fragments (1193 b.p.) of 68 isolates have been typed. The majority 
of the strains (irrespective of subtype) were of high virulence for laboratory mice (lM) in case of both intracere-
bral and subcutaneous inoculation of virus. all isolates from warm-blooded small mammals and humans were 
of high virulence for lM, but placed in the same clusters of the phylogenetic tree with ticks collected in the 
same area. Tick-borne strains of different virulence also did not form separate clusters on the tree. Phylogenetic 
analysis showed that modern TBeV genotypic landscape of the studied territory is changing toward absolute 
predominance of the siberian subtype (94.1%). This subtype is represented by two groups with prototype strains 
“Zausaev” and “Vasilchenko”. The “Vasilchenko” group of strains is spread on the whole territory under study; 
the strains of “Zausaev” group were isolated previously in the irkutsk suburbs. The european subtype of TBeV 
circulates in natural foci of Pribaikalie permanently (at least 5% of the random sampling); the strains are of high 
virulence for lM. The Far-eastern TBeV subtype was not found within the group of isolates collected in 2006-
2014. The phylogenetic relationship of the strains under study had a higher correlation with the place of isolation 
than with the year or source.
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В процессе более чем 75-летнего изучения вируса клеще-
вого энцефалита (ВКЭ) знания о его природе и свойствах 
существенно изменяются. В последние годы появляется 
все больше свидетельств эволюции вируса, проявляю-
щейся расширением нозоареала [1], ростом и изменением 
структуры заболеваемости на эндемичных территориях 
[2, 3], регистрацией случаев заболеваний на неэндемич-
ных прежде территориях [1, 4], патоморфозом инфекции 
[5, 6]. Наконец, в некоторых областях Российской Федера-
ции описан феномен смены субтипов ВКЭ с замещением 
дальневосточного субтипа сибирским [6—8].

В Прибайкалье с начала 60-х годов XX века стали вы-
делять оригинальные штаммы ВКЭ, отличающиеся как 
от западного, так и от восточного серотипа [9]. При этом 
только 2 (Айна/1448, выделенный от больной хрониче-
ской формой КЭ, и 147 — из мозга полевки) из 21 иссле-
дованного штамма, изолированного из разных источни-
ков, демонстрировали подобные свойства [10]. В после-
дующие годы В.В. Погодина [11] при изучении большой 
группы таких штаммов выделила их в отдельный серо-
тип, который назвала среднесибирско-забайкальским 
или сибирским. В 70-е и 80-е годы прошлого века доля 
штаммов сибирского серотипа в исследуемых коллек-
циях штаммов стала возрастать. А.Г. Трухина [12] из 81 
штамма ВКЭ, выделенного в природных очагах Прибай-
калья (Иркутская область и Республика Бурятия), к серо-
типу Айна/1448 отнесла 41 штамм, к восточному — 37, 
и 3 штамма были определены как занимающие проме-
жуточное положение между двумя серотипами вируса. В 

первом десятилетии XXI века с помощью молекулярно-
генетических методов показано абсолютное доминирова-
ние (более 80%) сибирского субтипа ВКЭ в большинстве 
обследованных районов Иркутской области [13—15].

В то же время, изучая большие коллекции сибирского 
варианта ВКЭ, исследователи обращали внимание на его 
выраженную генотипическую изменчивость [12]. Фило-
генетический анализ 86 последовательностей изолятов 
ВКЭ, относящихся к сибирскому субтипу, показал, что 
существуют так называемые азиатский и европейский 
его топоварианты. Азиатский топовариант представлен 
как минимум двумя значительными группами изолятов 
с прототипными штаммами Заусаев и Васильченко [16].

Цель данного исследования — изучение группы штам-
мов ВКЭ, выделенных с 2006 по 2014 г. в разных районах 
Иркутской области, и уточнение в этой связи генотипиче-
ского пейзажа ВКЭ в регионе на настоящее время.

Материал и методы
Голодных имаго Ixodes persulcatus собирали на флаг 

с конца апреля до начала июля в 2006—2014 гг. на не-
скольких территориях Иркутской области с длительно 
существующими природными очагами КЭ (табл. 1). 
Мелких млекопитающих отлавливали ловушками Геро 
на тех же участках в июле—сентябре. Кровь больной с 
диагнозом «клещевой энцефалит?» была направлена на 
исследование в нашу лабораторию из ОГБУЗ «Иркут-
ская областная инфекционная клиническая больница».

Клещей исследовали индивидуально иммунофермент-
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ной цепной реакции (ОТ-ПЦР) (набор реа-
гентов АмплиСенс® TBEV, B. burgdorferi 
s.l., A. phagocytophilum, E. сhaffeensis/E. 
muris-FL ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 
Роспотребнадзора РФ, Москва). Вирус-
ную РНК из суспензий выделяли с помо-
щью набора АмплиПрайм® РИБО-преп 
(ООО «НекстБио», Москва). Обратную 
транскрипцию проводили при помощи на-
бора реагентов РЕВЕРТА-L-100 (ЦНИИ 
эпидемиологии).

ПЦР-продукт гена Е получали с помо-
щью набора реагентов ПЦР в реальном 
времени (ПЦР-РВ) («Синтол», Москва) 
и праймеров, любезно предоставленных 
Л.С. Карань (ЦНИИ эпидемиологии). По-
лученные ПЦР-продукты визуализиро-
вали в 1% агарозе и затем выделяли со-
гласно стандартной методике [18] с неко-
торыми модификациями. ПЦР-продукты 
секвенировали с использованием набора 
реактивов ABI Prism BigDye Terminator 
v.1.1 Cycle Sequencing Kit на приборе Ge-
netic Analyzer 3500 xL («Applied Biosys-
tems»). Анализ и выравнивание нуклео-
тидной последовательности проводили 
в программе BioEdit v. 7.0.5.3 [19]. Бес-
корневое филогенетическое BioNJ-древо 
построено с помощью программы Splits 
Tree4 [20].

Для статистической обработки резуль-
татов использовали общепринятые непа-
раметрические методы: точный критерий 

Фишера, U-критерий Вилкоксона, Манна - Уитни [21]. 
Расчеты проводили с помощью программного обеспече-
ния Microsoft Excel и Statistica.

Результаты и обсуждение
За 9 лет разными методами от клещей, мелких мле-

копитающих и из крови больной выделено 65 штаммов 
ВКЭ и 4 изолята РНК (см. табл. 1). Большая часть су-
спензий, содержащих АГ ВКЭ, не вызывала видимых 
проявлений болезни при заражении БМ. Из клещевых 
суспензий вирус удалось выделить в 25% случаев, из 
мозговых суспензий мелких млекопитающих — в 10,5%. 
Высокое содержание АГ в клещах увеличивало вероят-
ность изоляции штаммов на БМ (p > 0,01). В большин-
стве (86,8%) случаев мыши заболевали при первичном 
заражении. Инкубационный период колебался в широ-
ком диапазоне (табл. 2) и в среднем составил 6,5 сут, в 
последующих пассажах — 3—4 сут.

При заражении клеточных культур (КК) СПЭВ отри-
цательными и сомнительными по результатам ИФА су-
спензиями клещей (n = 299) было изолировано 12 штам-
мов ВКЭ: 9 из УОБО и 3 с Байкальского тракта. Следует 
отметить, что из слабоположительных по результатам 
ИФА клещей на уровне слепого пассажа на БМ, а также 
из отрицательной суспензии на КК было изолировано 3 
штамма, при генотипировании оказавшиеся ВКЭ евро-
пейского субтипа.

Для расшифровки нуклеотидных последовательно-
стей штаммы ВКЭ брали в работу не позднее уровня 1 
пассажа, поскольку геном вируса может претерпевать 
изменения при адаптации к лабораторным животным 
[22]. В 4 случаях удалось секвенировать участок гена Е 

ным методом с помощью набора реагентов ИФА ТС АГ 
ВКЭ («Микроген», Томск) в соответствии с инструкци-
ей производителя. Из мозга мелких млекопитающих го-
товили 10% суспензию на физиологическом растворе и 
исследовали на той же тест-системе.

Из клещевых и мозговых суспензий, показавших по-
ложительный и/или сомнительный результат на наличие 
антигена (АГ) ВКЭ, изолировали вирус на 2—3-дневных 
сосунках беспородных белых мышей (БМ) [17] со сро-
ком наблюдения 21 день. Часть клещевых суспензий, от-
рицательных и/или сомнительных по результатам ИФА, 
преимущественно с территорий с низкой численностью 
клещей (Усть-Ордынский Бурятский округ — УОБО) 
исследовали на микрокультуре клеток почки эмбриона 
свиньи (СПЭВ) по наличию цитопатического действия 
(ЦПД) [17] с последующим тестированием в ИФА и за-
креплением в пассажах на мышах.

Для оценки нейровирулентности и периферической 
активности изоляты ВКЭ титровали на БМ массой 6—8 г  
путем их внутримозгового (по 0,03 мл) и подкожного (по 
0,25 мл) заражения. За животными наблюдали 14 дней. 
Титр вируса вычисляли методом Рида и Менча [17]. 
Нейроинвазивность оценивали по индексу инвазивно-
сти (ИИ) — разности титров вируса при церебральном и 
подкожном заражении (lg ЛД50/мл). Работу на животных 
выполняли в соответствии с «Правилами лабораторной 
практики в Российской Федерации» (утверждены прика-
зом Министерства здравоохранения и социального раз-
вития Российской Федерации № 708н от 23.08.2010).

Положительные по результатам ИФА суспензии кле-
щей и мозга мелких млекопитающих в 2012—2014 гг. 
верифицировали в обратнотранскриптазной полимераз-

Т а б л и ц а  1
Места сбора материала, результаты серологического исследования и изоляции 

штаммов ВкЭ (2006—2014)

Место сбора материала

Исследова-
но в ИФА/

из них поло-
жительных

Вирусофор-
ность, %

Способ изоляции Всего 
изолятов 

ВКЭБМ КК 
СПЭВ

ОТ-
ПЦР

Клещи
Байкальский тракт, 23 км 1887/19 1,0 ± 0,23 7 0 0 7
То же, 30 км 74/1 1,4 ± 1,34 1 0 0 1
" ", 43 км 3756/71 1,9 ± 0,22 26 1 2 29
" ", 47 км 4812/80 1,7 ± 0,18 11 2 1 14
Голоустненский тракт 1036/5 0,5 ± 0,22 1 0 0 1
УОБО 165/8 4,8 ± 1,67 0 9 0 9
Слюдянский район 1474/9 0,6 ± 0,20 4 0 1 5
И т о г о ... 11522/193 1,5 ± 0,10 50 12 4 66

Мелкие млекопитающие
Байкальский тракт, 23 км 5/2 40,0 ± 21,91 0 0 0 0
То же, 43 км 64/17 26,6 ± 5,52 2 0 0 2
Слюдянский район 12/0 0 ± 7,12 0 0 0 0
И т о г о ... 81/19 23,5 ± 4,71 2 0 0 2

Больные люди
Кровь больной К., укус 
клеща на 17-м километре 
Байкальского тракта

н/и н/и 1 н/и 1 1

П р и м е ч а н и е . н/и — не исследовали.
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критерию Фишера показало отсутствие различий между 
ними (p = 1). Это позволило объединить данные выборки 
для дальнейшего анализа. Сопоставление распределений 
вариантов штаммов, полученных с 43-го, 47-го и 17-го, 
23-го километров, показало существенную степень раз-
личий между ними (p = 0,001). Все изоляты с прочих 
обследованных нами территорий относились к варианту 
Васильченко (см. табл. 2). Между встречаемостью субти-
пов, обнаруженных в УОБО и на 17-м и 23-м километрах 
Байкальского тракта, наблюдается высокая степень не-
однородности (p = 0,0009), тогда как статистически зна-
чимые различия между выборками из УОБО и с 43-го и 
47-го километров не выявлены (p = 0,3221). На рисунке 
хорошо видно, что ветви, образуемые группами штаммов 
на филогенетическом древе, больше связаны с местом, 
чем с годом выделения изолята. Следует отметить, что 
все современные изоляты из УОБО практически не отли-
чаются от прототипного штамма Айна/1448, выделенного 
на территории округа почти полвека назад.

Соотношение показателей вирулентности для БМ при 
введении вируса в мозг и экстраневральным путем явля-
ется индивидуальной характеристикой, маркером каж-
дого штамма [25]. Подавляющее большинство (88,7%) 
исследованных нами штаммов были высоковирулентны 
при периферическом пути введения (6 и более lg ЛД50/мл),  
6 — умеренно вирулентны (от 4,1 до 5,9 lg ЛД50/мл) и 
только 2 — слабовирулентны (меньше 4 lg ЛД50/мл). Все 
4 штамма европейского субтипа оказались высоковиру-
лентными для БМ, что согласуется с меняющимися на 
сегодняшний день представлениями о его слабой пато-
генности [26]. ИИ превышал 2,5 lg у 19,4% штаммов и 
лишь в трех случаях совпал с умеренной и низкой виру-
лентностью для мышей при периферическом пути введе-
ния. Штаммы от млекопитающих (красно-серая полевка 
КСП-3 и бурозубка Б-18) были высоковирулентны для БМ 
при обоих путях введения и по биологическим свойствам 
не отличались от основной массы штаммов, выделен-
ных из клещей. На филогенетическом древе штаммы от 
млекопитающих оказались на одной ветви с клещевыми 
штаммами с той же территории (43 км Байкальского трак-
та). Это подтверждает мнение других исследователей о 

непосредственно в клещевой суспензии, в 2 случаях — в 
мозговой суспензии после первичного заражения БМ.

Генотипирование 64 штаммов и 4 РНК-изолятов ВКЭ 
(фрагмент гена Е, 1193 п. н.) показало, что 94,1% из них 
принадлежали к сибирскому субтипу и 5,9% — к евро-
пейскому. Ни одного штамма восточного субтипа обна-
ружено не было.

Циркуляция в регионе европейского субтипа отмеча-
лась еще с 70-х годов прошлого века: антитела (АТ) к АГ 
западного (штамм 256) варианта обнаруживали в 6,6% 
сывороток крови людей [23]. В начале XXI века наличие 
в Прибайкалье штаммов ВКЭ европейского субтипа было 
подтверждено молекулярными методами (5,7% от числа 
исследованных) [14]. Большинство из них было выделено 
от больных людей или мелких млекопитающих.

На филогенетическом древе изоляты сибирского суб-
типа разделились на 2 большие группы: подавляющее 
большинство (79,4%) оказалось в кладе с прототипным 
штаммом Васильченко, остальные — в кладе с прото-
типным штаммом Заусаев. Примечательно, что в группу 
Заусаев попали изоляты только с Байкальского тракта — 
территории с наибольшей степенью риска заражения для 
жителей Иркутска, по данным литературы и результатам 
наших исследований [24]. При этом в данной группе ока-
зались 6 из 7 изолятов с участков, расположенных ближе 
всего к областному центру (17 и 23 км Байкальского трак-
та) — территории с большой концентрацией садоводств. 
Между тем с распространенностью этого субтипа связы-
вают ухудшение клинического течения и рост числа оча-
говых форм КЭ в некоторых регионах [5].

Генотипический пейзаж на отдаленных от города и 
наименее затронутых антропогенным воздействием 
лесных участках, прилегающих к Байкальскому тракту, 
оказался наиболее разнообразным: здесь циркулируют 
2 субтипа вируса и 2 варианта сибирского субтипа (см. 
табл. 2). При этом в выборках с 43-го и 47-го километров 
преимущественно обнаружены штаммы сибирского суб-
типа из группы Васильченко, а с 17-го и 23-го — Заусаев. 
Сравнение распределений частоты встречаемости вари-
антов сибирского субтипа на двух расположенных рядом 
участках (43 и 47 км Байкальского тракта) по точному 

Т а б л и ц а  2
Генетическая принадлежность изолятов и биологические свойства групп штаммов ВкЭ с разных территорий

Место сбора  
материала

Количе-
ство изо-
лятов*

Генотипированы Вариант сибирско-
го генотипа

Инкубацион-
ный период при 
1-м заражении 

мышей, сут

Инкубацион-
ный период 
в пассажах, 

сут

Цере-
бральная 

актив-
ность**

Перифе-
рическая 

актив-
ность**

ИИ

сибир-
ский тип

европей-
ский тип

Василь-
ченко

Заусаев

Байкальский 
тракт, 17 км#

1 1 0 0 1 4 3 10,1 9,1 1

Байкальский 
тракт, 23 км

7 7*** 0 1 5 4—7 3—4 7,0—10,9 4,8—8,3 1,0—3,0

Байкальский 
тракт, 30 км

1 1 0 1 0 7 3 10,2 6,9 3,3

Байкальский 
тракт, 43 км

31* 28 3 23 5 4—18 3—4,5 6,9—11,0 3,3—9,9 0,8—3,7

Байкальский 
тракт, 47 км

14* 12 1 10 2 3—14 3—4 6,2—10,7 4,5—9,3 1,1—2,8

Голоустненский 
тракт

1 1 0 1 0 5—8 4 9,1 8,2 0,9

УОБО 9 9 0 9 0 КК 3 8,1—11,5 7,1—9,3 1,0—2,4
Слюдянский район 5* 5 0 5 0 5—15 3—4 9,2—10,0 7,1—8,1 1,1—2,9

П р и м е ч а н и е. * — с учетом изолятов РНК; ** — lg ЛД50/мл; *** — 1 штамм — сибирский mix; # — кровь больной, укушенной клещом 
на 17-м километре Байкальского тракта.
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2. Группа штаммов Васильченко распространена на всей 
обследованной территории, штаммы группы Заусаев изо-
лированы в основном в ближайших пригородах Иркутска.

3. Европейский генотип ВКЭ в природных очагах 
Прибайкалья циркулирует постоянно, и его штаммы об-
ладают высокой вирулентностью для БМ. Доказатель-
ством постоянства его циркуляции является выделение 
штаммов на протяжении многих лет из разных источни-
ков в природных очагах КЭ, а также его участие в фор-
мировании иммунитета и патологии населения.

4. ВКЭ дальневосточного субтипа в группе изолятов 
2006—2014 гг. не обнаружен.

5. Филогенетическое родство исследованных штам-
мов больше связано с местом, чем с годом и источником 
выделения изолята.
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корреляции между географической и филогенетической 
кластеризацией независимо от хозяина [12, 27]. Штаммы 
с разной степенью вирулентности для ЛМ также не обра-
зовали отдельных клад, хотя для дальневосточных изоля-
тов от пациентов с разной степенью тяжести заболевания 
КЭ показано разделение на кластеры [28, 29]. Вероятно, 
для выявления факторов, влияющих на патогенность, не-
обходимо исследование полного генома штаммов.

Для обнаружения различий между группами штаммов 
Васильченко и Заусаев мы сравнили их по нескольким 
параметрам: успешности изоляции в зависимости от 
количества АГ в клеще (по величине экстинкции), до-
ле изолятов при первичном заражении, частоте встре-
чаемости штаммов с высокой периферической актив-
ностью и нейроинвазивностью для БМ. Статистически 
достоверные различия для имеющейся выборки были 
получены только по длительности инкубационного пе-
риода при первичном заражении сосунков БМ. Средние 
значения данного параметра у групп штаммов Заусаев 
и Васильченко составили соответственно 4,8 и 7,3 сут. 
Сравнение этих показателей по U-критерию Вилкоксо-
на, Манна-Уитни показало их существенную разницу (U 
= 54,5; z = 3,30; n1 = 10; n2 = 35; p < 0,001). Это позволяет 
заключить, что исследованная нами группа штаммов За-
усаев значительно быстрее вызывает развитие инфекци-
онного процесса КЭ у БМ по сравнению со штаммами 
Васильченко.

Выводы
1. Генотипический пейзаж ВКЭ в Прибайкалье в на-

стоящее время претерпевает изменения, характеризую-
щиеся абсолютным преобладанием сибирского субти-
па, представленного двумя группами с прототипными 
штаммами Заусаев и Васильченко.

Филогенетическое древо нуклеотидных последовательностей штаммов вируса КЭ, выделенных на территории Иркутской области  
в 2006—2014 гг. Прописными буквами и жирным шрифтом выделены прототипные штаммы.
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