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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Эхирит-Булагатский район Иркутской области является един-
ственной территорией в мире, где зафиксирована одновременная циркуляция 
всех известных субтипов вируса клещевого энцефалита (ВКЭ), за исключением 
гималайского. Своеобразие экологии данного района обосновывает его выбор 
в качестве модели для изучения влияния экологических факторов на формиро-
вание гетерогенной вирусной популяции, а генетическая вариабельность цир-
кулирующего на его территории ВКЭ заслуживает более детального описания.
Цель. Характеристика генетического разнообразия ВКЭ, циркулирующего 
на территории Эхирит-Булагатского района Иркутской области.
Материалы и методы. Исследовано 39 штаммов ВКЭ из коллекции ФГБНУ НЦ 
ПЗСРЧ, выделенных из различных источников на территории Эхирит-Була-
гатского района. Для генотипирования штаммов использован комплекс моле-
кулярно-генетических методов (МГНК, секвенирование по Сэнгеру, NGS).
Результаты. На основе анализа кодирующих последовательностей генома 
подтверждена циркуляция на территории Эхирит-Булагатского района че-
тырех субтипов ВКЭ (сибирский, дальневосточный, европейский, байкальский) 
и выявлен штамм 178-79 с оригинальной генетической структурой. Показаны 
различия генотипического состава ВКЭ, изолированного от иксодовых кле-
щей и мелких млекопитающих, обитающих в различных типах ландшафта. 
Сделано предположение о важной роли таежных клещей в отборе сибирского 
субтипа вируса. Высказана гипотеза о том, что длительная совместная цир-
куляция сразу нескольких субтипов ВКЭ на одной территории создает пред-
посылки для появления штаммов с «мозаичной» генетической структурой. 
Проведен сравнительный анализ геномов штаммов из Эхирит-Булагатского 
района и других районов Иркутской области. Выявлены уникальные аминокис-
лотные замены в структурных и неструктурных белках вируса, характерные 
для штаммов из изучаемого района.
Заключение. Доказано, что Эхирит-Булагатский район является уникальным 
с точки зрения генетической вариабельности ВКЭ, которая характеризуется 
широким спектром циркулирующих субтипов и наличием оригинальных гено-
типических аминокислотных замен внутри каждого из выявленных субтипов.
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RESUME

Background. The Ekhirit-Bulagatsky district of the Irkutsk region is the only area 
in the world where the simultaneous circulation of all known tick-borne encephalitis 
virus (TBEV) subtypes, with the exception of the Himalayan subtype, has been docu-
mented. The unique ecology of this region justifies its selection as a model for studying 
the influence of environmental factors on the formation of a heterogeneous viral popu-
lation, and the genetic variability of TBEV circulating in this area merits a more detailed 
description.
The aim. To characterize the genetic diversity of tick-borne encephalitis virus circulat-
ing in the Ekhirit-Bulagatsky district of the Irkutsk region.
Materials and Methods. Thirty-nine TBEV strains from the collection of the Scientific 
Сentre for Family Health and Human Reproduction Problems isolated from various 
sources in the Ekhirit-Bulagatsky district were analyzed. A combination of molecular 
genetic methods (MHNA, Sanger sequencing, and NGS) was used for strain genotyping.
Results. Based on genome coding sequence analysis, the circulation of four TBEV 
subtypes (Siberian, Far Eastern, European, and Baikalian) in the Ekhirit-Bulagatsky 
district was confirmed, and strain 178–79 with an original genetic structure was iden-
tified. The differences in TBEV genotypic composition depending on the landscape 
type and the source of isolation were demonstrated. An assumption was made about 
the important role of taiga ticks in the selection of the Siberian subtype of the virus. 
It was hypothesized that the long-term co-circulation of several TBEV subtypes in one 
area creates the preconditions for the emergence of strains with a “mosaic” genetic 
structure. A comparative analysis of the genomes of strains from the Ekhirit-Bulagatsky 
district and other districts of the Irkutsk region was conducted. The unique amino acid 
substitutions in the structural and non-structural virus proteins, characteristic of strains 
from the studied district, were identified.
Conclusion. The Ekhirit-Bulagatsky district has been proven to be unique in terms 
of TBEV genetic variability, characterized by a wide range of circulating subtypes 
and the presence of unique genotypic amino acid substitutions within each identified 
subtype.
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ВВЕДЕНИЕ

Клещевой энцефалит (КЭ) является одной из наибо-
лее опасных и широко распространенных арбовирус-
ных инфекций, передающихся через укус иксодовых 
клещей. Этиологическим агентом заболевания явля-
ется Orthoflavivirus encephalitidis (род Orthoflavivirus, 
семейство Flaviviridae) [1, 2], который в соответствии 
с современными представлениями, включает пять 
основных субтипов: дальневосточный, европейский 
и сибирский, а также недавно описанные байкальский 
и гималайский [3-5]. Каждый из субтипов вируса клеще-
вого энцефалита (ВКЭ) обладает собственным ареалом, 
в пределах которого отмечается его практически абсо-
лютное доминирование [6]. Так ВКЭ дальневосточно-
го субтипа преобладает в регионах Дальнего Востока 
России, в Китае, Монголии и Японии [7]. ВКЭ сибирского 
субтипа доминирует в Восточной и Западной Сибири, 
на Урале [6]. ВКЭ европейского субтипа преобладает 
в странах Восточной, а также в Центральной, Западной 
и Северной Европы [7]. Однако в некоторых европей-
ских странах, например, в Финляндии, выявлена со-
вместная циркуляция двух субтипов ВКЭ (европейского 
и сибирского) [8, 9], а на территории Латвии и Эстонии 
помимо этих двух субтипов обнаружена циркуляция 
ВКЭ дальневосточного субтипа [10, 11]. В России также 
есть регионы, где циркулирует ВКЭ двух и даже трех 
субтипов. Ранее в ходе выполнения цикла работ по из-
учению генетического разнообразия ВКЭ в Восточной 
Сибири нами был выявлен уникальный район Иркут-
ской области – Эхирит-Булагатский – на территории 
которого были обнаружены все известные субтипы ви-
руса за исключением гималайского [12].

Эхирит-Булагатский район входит в состав Усть- 
Ордынского Бурятского округа, расположенного 
в юго-восточной части Иркутской области Российской 
Федерации (рис.  1). В сравнении с другими районами 
области он характеризуется более теплым и недоста-
точно влажным климатом. Рельеф Эхирит-Булагатско-
го района представляет собой сочетание равнинных 
участков и холмистых возвышенностей, формирующих 
мозаичный ландшафт, характеризующийся сложным 
сочетанием степей, лугов, болот и лесов с наличием 
экотонов [12]. Благодаря разнообразию ландшафтов 
и климатическим особенностям на территории района 
имеются условия для обитания нескольких видов иксо-
довых клещей, таких как Ixodes persulcatus, Dermacentor 
silvarum, D.  nuttalli и Haemaphysalis concinna, а также 
имеются зоны симпатрии данных видов иксодид [12]. 
Фауна природных очагов КЭ на территории района 
характеризуется разнообразием и представлена на-
бором биоценотических группировок, свойственных 
таежным, подтаежным, лесостепным и степным ланд-
шафтам [12]. Таким образом, уникальная организация 
биологических сообществ в Эхирит-Булагатском рай-
оне является его особенностью и представляет науч-
ный интерес в качестве модели для изучения влияния 

1   ckp.rf.ru

экологических факторов на формирование гетероген-
ной вирусной популяции. Генетическая вариабель-
ность ВКЭ в этом районе заслуживает более присталь-
ного внимания и подробного описания.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика генетического разнообразия виру-
са клещевого энцефалита, циркулирующего на терри-
тории Эхирит-Булагатского района Иркутской области.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы ВКЭ. Для проведения данного исследова-
ния из коллекции ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ (№  4782581) были 
отобраны 39 штаммов ВКЭ, выделенных из различных 
источников на территории Эхирит-Булагатского райо-
на Иркутской области (табл. 1).

Штаммы были пассированы (2–3 пассажа) в моз-
ге мышей-сосунков или в культуре клеток почки эм-
бриона свиньи (СПЭВ), после чего они были лиофи-
лизированы и до использования в работе хранились 
в морозильной камере при температуре -20°С. Перед 
началом проводимых исследований их восстанавлива-
ли путем интрацеребрального (по 0,03 мл) заражения 
аутбредных белых мышей весом 5–7 г. Вскрытие зара-
женных мышей осуществляли на 5–7 сутки с момента 
заражения при появлении клинических симптомов 
заболевания (парезы, параличи). Содержание, пита-
ние, уход за лабораторными животными и выведение 
их из эксперимента осуществляли в строгом соответ-
ствии с законодательством РФ, положениями Дирек-
тивы 2010/63/EU Европейского Парламента и Совета 
Европейского Союза от 22 сентября 2010 г. по охране 
животных, используемых в научных целях (Статья 27), 
а также требованиями и рекомендациями Руковод-
ства по содержанию и использованию лабораторных 
животных Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals (NationalAcademyPress, USA, 2011). Выполнение 
экспериментальных исследований с использованием 
лабораторных животных было одобрено «Комитетом 
по биомедицинской этике при ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ» (Вы-
писка из протокола № 6.1 от 20.11.2017).

Нуклеотидные и аминокислотные последова‑
тельности. Для сравнительного анализа кодирую-
щих областей генома штаммов из Эхирит-Булагатско-
го района и других районов Иркутской области были 
использованы полногеномные последовательности 
следующих штаммов из коллекции ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ: 
Baikal-3 (MH645613); 397-86, 416-86, 59-87, 414-87, 139-88, 
162-88, 258-89, 320-90, 324-90, выделенные из клещей 
I.  persulcatus, собранных на территории Иркутского 
района в 1986–1990  гг.; 588-87 и 331-89 из Усольского 
района, 1-95 и 21-95, изолированные от красной полев-
ки и полевки экономки из Ангарского района, а также 
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№ Название штамма Год изоляции Место изоляции Источник изоляции

1 Айна\1448 1963 с. Олой кровь больного КЭ

2 1М-71 1971 с. Олой молоко коровы

3 118-71 1971 с. Олой суслик длиннохвостый

4 126-71 1971 с. Олой I. persulcatus

5 134-71 1971 с. Олой суслик длиннохвостый

6 163-74* 1974 с. Олой I. persulcatus

7 262-74 1974 с. Олой I. persulcatus

8 272-75 1975 с. Олой полевка стадная

9 103-79 1979 с. Олой I. persulcatus

10 112-79* 1979 с. Олой молоко коровы

11 114-79* 1979 с. Олой I. persulcatus

12 178-79 1979 с. Олой I. persulcatus

13 181-79 1979 н.у. I. persulcatus

14 447-83 1983 с. Красный Яр I. persulcatus

15 453-83* 1983 Хим-Дым I. persulcatus

16 468-83* 1983 с. Красный Яр I. persulcatus

17 497-83 1983 Хим-Дым I. persulcatus

18 498-83 1983 Хим-Дым I. persulcatus

19 146-84 1984 Хим-Дым I. persulcatus

20 234-84 1984 Хим-Дым I. persulcatus

21 257-84 1984 с. Комой I. persulcatus

22 886-84* 1984 с. Красный Яр I. persulcatus

23 898-84* 1984 с. Красный Яр красная полевка

24 496-86 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

25 500-86 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

26 506-86 1986 с. Нырки I. persulcatus

27 520-86 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

28 539-86* 1986 Хим-Дым I. persulcatus

29 Красный Яр-1 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

30 Красный Яр-2* 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

31 Красный Яр-3 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

32 Красный Яр-8* 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

33 Красный Яр-9* 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

34 Красный Яр-10* 1986 с. Красный Яр I. persulcatus

35 Луковка-3 1986 д. Луковка I. persulcatus

36 Хим-Дым-6 1986 Хим-Дым I. persulcatus

37 616-87* 1987 н.у. I. persulcatus

38 618-87* 1987 н.у. I. persulcatus

39 619-87 1987 н.у. I. persulcatus

ТАБЛИЦА 1

ШТАММЫ ВКЭ ИЗ ЭХИРИТ-БУЛАГАТСКОГО РАЙОНА

TABLE 1

TBEV STRAINS FROM THE EKHIRIT-BULAGATSKY 
DISTRICT

Примечания: * отмечены штаммы ВКЭ, геномы которых были расшифрованы в ходе данного исследования; н.у. – точное место изоляции на территории Эхи-
рит-Булагатского района не указано.
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1G-98 и 3869-03, полученные из крови больных КЭ в 1998 
и 2003 гг. Кроме того, из базы данных NCBI в исследова-
ние были взяты полногеномные последовательности 
штаммов, изолированные на территории Иркутской об-
ласти от больных КЭ людей, клещей I. persulcatus и мел-
ких млекопитающих в период с 1959 по 2014 гг.: Irkutsk-12 
(JN003209), Konst-14 (KT321430); 172-68 (MK560446), 
1020-69, 41-65, 163-64, 518-66 (MN115817-115820); G67-
10, G67-20, 506-59, 745-64, 234-67, 106-67, 3-65, 305-64, 515-
63, M442 (MT710339-710349); 66113, 62199 (MT681747-
681748); 95-69, 1024-69 (MT671300-671301); 214-67 
(MK562430); 508-63, 559-66 (MT670183-670184); IR99-22f7 
(LC017691); Irkutsk BR99-08, Irkutsk BR1434-09, Irkutsk BR 
1456-09 (KP331441-331443); Sorex 18-10(KP938507),  Ir-
kutsk_BR683-11 (KF823822).

Генотипирование штаммов ВКЭ. Для генотипиро-
вания штаммов из Эхирит-Булагатского района исполь-
зовали комплекс молекулярно-генетических методов 
(МГНК, секвенирование по Сэнгеру, NGS). Молекуляр-
ную гибридизацию нуклеиновых кислот (МГНК) прово-
дили с использованием генотип-специфичных дезок-
сиолигонуклеотидных зондов [13].

Выделение тотальной РНК, синтез кДНК и ПЦР про-
водили как описано ранее [14]. Для секвенирования 
гена E или полного генома был получен набор пере-
крывающихся ПЦР-фрагментов с праймерами, соответ-
ствующих различным фрагментам генома ВКЭ [15, 16]. 
Нуклеотидные последовательности продуктов ПЦР, 
очищенных на колонках GFX (Amersham Biosciences, 
США), определяли в обоих направлениях с помощью 
генетического анализатора ABI PRISM 3100 (Applied Bio-
systems, США). Сборку последовательностей ПЦР-фраг-
ментов в полногеномные последовательности прово-
дили с помощью MEGA 6.0 [17].

Также, для расшифровки геномов ряда штаммов 
ВКЭ из Эхирит-Булагатского и других районов Ир-
кутской области использовалось высокопроизводи-
тельное секвенирование (next-generation sequencing, 
NGS). Инактивацию вирусов из мозговых суспензий, 
заражённых ВКЭ лабораторных мышей, проводили 
в растворе DNA/RNA Shield (ZymoResearch, США). Экс-
тракцию РНК штаммов ВКЭ осуществляли с помощью 
набора QIA ampViral RNA Kit (Qiagen) согласно прото-
колу производителя. Пробоподготовку РНК-библи-
отек осуществляли с помощью набора KAPA RNA Hy-
per Prep Kit (Roche, Швейцария), целевое обогащение 
полученных библиотек проводили с использованием 
технологии SeqCap EZ (Roche, Швейцария) с пане-
лью синтетических олигонуклеотидов, специфичных 
геномам различных субтипов ВКЭ. Секвенирование 
готовых библиотек производили с помощью высо-
копроизводительного секвенатора MiSeq (Illumina). 
Использовали вариант секвенирования парных кон-
цевых фрагментов (2х150), общее количество циклов 
составило 300 [18].

Филогенетические методы. Все исследуемые по-
следовательности ВКЭ, содержащие полную кодирую-
щую белок область, были загружены из электронной 
базы данных GenBank. К этому набору были добавлены 

последовательности штаммов ВКЭ, расшифрованные 
в ходе секвенирования.

Подготовка исходных файлов была проведена 
в текстовом редакторе SublimeText. Затем файлы были 
переведены в формат “FASTA” и далее работа осущест-
влялась в программе BioEdit 7.2.5.

Множественное выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей было выполнено с помощью про-
граммы MAFFT 7 с заданными по умолчанию параме-
трами [19]. Последовательности с преждевременными 
стоп-кодонами и идентичные последовательности 
были исключены из выравнивания. Тестирование мо-
дели нуклеотидных замен и построение филогенетиче-
ского дерева проводили с помощью IQ-TREE [20] с ис-
пользованием бутстрэп-анализа. Количество бутсрэп 
реплик было равно 1000. Для расчетов применяли 
выбранную с помощью алгоритма Model Finder эволю-
ционную модель GTR+F+I+G4, как наиболее надежно 
описывающую эволюционные изменения в исследуе-
мых геномных последовательностях. Полученное де-
рево было визуализировано с помощью программы 
iTOL: Interactive Tree Of Life [21]. Достоверность филоге-
нетического дерева оценивали c помощью показателя 
апостериорной вероятности. Для определения уровня 
сходства между штаммами ВКЭ был разработан скрипт 
на языке программирования R, который позволяет по-
строить матрицу сходства между последовательностя-
ми в процентах или в долях. Также был написан скрипт 
для идентификации и визуализации однонуклеотид-
ных полиморфизмов (SNP) в полипротеине и в отдель-
ных белках для каждого субтипа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С использованием различных подходов нами было 
генотипировано 39 штаммов ВКЭ из коллекции ФГБНУ 
НЦ ПЗСРЧ, выделенных из разных источников на тер-
ритории Эхирит-Булагатского района в период с 1963 
по 1987 гг. (табл. 2).

Материал для изоляции штаммов был собран 
на территории четырех ключевых участков, краткая ха-
рактеристика которых с указанием выявленных в них 
субтипов ВКЭ приведена в таблице 3.

Ландшафт ключевого участка Олой, расположен-
ного в 24 км от административного центра Эхирит-Бу-
лагатского района, характеризуется сочетанием лугов 
и лесостепей. Высота местности над уровнем моря 
около 613 метров. В результате агрохозяйственной де-
ятельности человека часть лесных массивов в настоя-
щее время здесь значительно сокращена под сельско-
хозяйственные угодья и пастбища.

В прилежащих к селу территориях был собран 
биологический материал, из которого было изолиро-
вано 12 штаммов ВКЭ. Их генотипирование показало, 
что один из них относится к дальневосточному суб-
типу, шесть – к европейскому субтипу, четыре – к си-
бирскому субтипу. Штамм 178-79, выделенный от кле-
щей I. persulcatus, отловленных в окрестностях с. Олой, 
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№ Название штамма Метод генотипирования Изучаемый локус № GenBank
Дальневосточный субтип

1 1М-71 МГНК - -

2 Красный Яр-8 NGS кодирующая часть генома  PX467450

3 Красный Яр-9 -//- -//- PX467451

4 Красный Яр-10 -//- -//- PX467452

Европейский субтип
5 118-71 секвенирование по Сэнгеру кодирующая часть генома KY069120

6 126-71 -//- -//- KY069123

7 134-71 -//- ген Е (1488 п.н.) KT895093

8 163-74 NGS кодирующая часть генома PX467440

9 262-74 секвенирование по Сэнгеру -//- KY069122

10 272-75 -//- ген Е (1488 п.н.) KT895094

11 898-84 NGS кодирующая часть генома PX467448

Сибирский субтип (линия Васильченко)
12 Айна\1448 секвенирование по Сэнгеру кодирующая часть генома AF091006

13 103-79 секвенирование по Сэнгеру ген Е (1488 п.н.) MH681130

14 112-79 NGS -//- PX467442

15 468-83 -//- -//- PX467444

16 497-83 МГНК - -

17 496-86 -//- - -

18 520-86 -//- - -

19 539-86 NGS кодирующая часть генома PX467445

20 616-87 -//- -//- PX467446

21 618-87 -//- -//- PX467447

Сибирский субтип (линия Заусаев)
22 114-79 NGS кодирующая часть генома PX467441

23 506-86 МГНК - -

24 Красный Яр-2 NGS кодирующая часть генома PX467449

25 Красный Яр-3 секвенирование по Сэнгеру ген Е (297 п.н.) JN936365

26 Луковка-3 -//- кодирующая часть генома MH645615

27 Хим-Дым-6 -//- -//- MH645614

Сибирский субтип (не типированы до генетической линии)
28 181-79 МГНК - -

29 447-83 -//- - -

30 498-83 -//- - -

31 146-84 -//- - -

32 234-84 -//- - -

33 257-84 -//- - -

34 500-86 -//- - -

35 619-87 -//- - -

36 Красный Яр-1 -//- - -

Байкальский субтип
37 453-83 NGS кодирующая часть генома PX467443

38 886-84 секвенирование по Сэнгеру -//- EF469662

39 178-79 секвенирование по Сэнгеру -//- EF469661

ТАБЛИЦА 2

РЕЗУЛЬТАТЫ ГЕНОТИПИРОВАНИЯ ШТАММОВ 
ИЗ ЭХИРИТ-БУЛАГАТСКОГО РАЙОНА ИРКУТСКОЙ 
ОБЛАСТИ

TABLE 2

RESULTS OF GENOTYPING OF STRAINS FROM THE 
EKHIRIT-BULAGATSKY DISTRICT OF THE IRKUTSK 
REGION
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является уникальным, его генетические особенности 
были описаны нами ранее [22]. Штаммы сибирского 
субтипа, выделенные из полевого материала, собран-
ного на территории данного ключевого участка, пред-
ставлены двумя генетическими линиями «Васильчен-
ко» и «Заусаев».

Ключевой участок «Комой» (519 м н.у.м.) относится 
к очагам пастбищно-агрохозяйственного лесного типа, 
на его территории был изолирован штамм, отнесенный 
по результатам генотипирования к сибирскому субти-
пу ВКЭ.

Участки «Нырки», «Хим-Дым», «Красный Яр» и «Лу-
ковка» расположены на разной высоте над уровнем 
моря в переходной зоне между горными лесами и лес-
ными зонами низменностей. Для этих участков харак-
терен более мягкий климат по сравнению с высоко-
горными лесами. Лесная растительность представлена 
смешанными породами деревьев с небольшими участ-
ками коренных хвойных пород. Необходимо отметить, 
что антропогенное воздействие, в частности вырубка 
лесов и хозяйственная деятельность, оказывает суще-
ственное влияние на экологическую обстановку в дан-
ном очаге.

Из 22 штаммов, изолированных в этих ключевых 
участках, по результатам генотипирования, три было 
отнесено к дальневосточному субтипу, один – к евро-
пейскому, шестнадцать – к сибирскому и два – к недав-
но описанному байкальскому субтипу. Доминирующим 
на данном участке сбора был сибирский субтип ВКЭ, 
который был представлен двумя генетическими линия-
ми – «Васильченко» и «Заусаев».

У четырех штаммов информация о конкретной 
точке сбора материала на территории Эхирит-Булагат-
ского района отсутствовала. Эти штаммы были изоли-
рованы из пулов клещей I. persulcatus в 1979 и 1987 гг. 

и по результатам МГНК были отнесены к сибирскому 
субтипу ВКЭ.

Несмотря на то, что от с. Олой до с. Красный Яр при-
близительно 70  км, генотипический состав ВКЭ в этих 
местах сбора имел существенные различия. В окрест-
ностях села Олой половина исследованных штаммов 
была представлена штаммами европейского субтипа, 
одна треть – штаммами сибирского субтипа, выявлен 
один штамм дальневосточного субтипа, а также обна-
ружен уникальный штамм 178-79.

Среди ВКЭ штаммов, собранных в предгорных ле-
сах Онотской возвышенности, доминировали штам-
мы сибирского субтипа (72,7  %). Было выявлено три 
штамма дальневосточного субтипа, два – байкальского 
и только один штамм европейского субтипа.

Для этих двух точек сбора материала характерен 
один тип рельефа (равнин и плато), который представ-
лен разными видами ландшафта – тайгой и островны-
ми степями и лесостепями.

На основе результатов анализа районов нами со-
ставлена карта-схема распространения субтипов ВКЭ 
на территории Эхирит-Булагатского района (рис. 1).

Необходимо отметить, что распределение разных 
субтипов ВКЭ в группах штаммов от иксодовых клещей 
и позвоночных животных различалось (табл. 4).

Среди 32 штаммов, изолированных от таежных кле-
щей, доминировали штаммы ВКЭ сибирского субтипа 
23 (71,9 %), из них 26,1 % составили штаммы линии «Ва-
сильченко», 30,4 % – линии «Заусаев», 43,5 % штаммов 
не были генотипированы до субгенотипа.

От мелких млекопитающих (полевка, суслик) было 
изолировано четыре штамма ВКЭ европейского суб-
типа. Два штамма ВКЭ, принадлежащие к дальнево-
сточному и сибирскому субтипам, были изолированы 
из молока коровы, что свидетельствует о возможности 

ТАБЛИЦА 3

КЛЮЧЕВЫЕ УЧАСТКИ МЕСТ СБОРА МАТЕРИАЛА 
ДЛЯ ИЗОЛЯЦИИ ШТАММОВ ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО 
ЭНЦЕФАЛИТА НА ТЕРРИТОРИИ ЭХИРИТ-
БУЛАГАТСКОГО РАЙОНА ИРКУТСКОЙ ОБЛАСТИ 
С РЕЗУЛЬТАТАМИ ГЕНОТИПИРОВАНИЯ ШТАММОВ

TABLE 3

KEY LOCATIONS FOR COLLECTING SAMPLES 
FOR TICK-BORNE ENCEPHALITIS VIRUS STRAINS 
ISOLATING IN THE EKHIRIT-BULAGATSKY DISTRICT 
OF THE IRKUTSK REGION WITH THE RESULTS 
OF STRAIN GENOTYPING

Примечания: субтипы: ДВ – дальневосточный; ЕВР – европейский; СИБ – сибирский, БАЙК – байкальский. Генетические линии внутри сибирского суб-
типа: В – «Васильченко», З – «Заусаев»; н.т. – штаммы не типированы до генетической линии.

Ключевой участок Координаты Высота над 
уровнем моря Тип ландшафта Выявленные 

субтипы ВКЭ (абс./%)

с. Олой 52º54’с.ш., 
105º2’ в.д. 613 м н.у.м. Островные степи и лесостепи 

с разнотравно-злаковыми луговыми 
степями, переходящими в сосновые 
леса с примесью березы и осины 
по травяно-брусничному покрову 
с рододендроном даурским

ДВ (1/7,7%)
ЕВР (6 /46,2%
СИБ (5/38,5%)

(В (2), З (2), н.т.(1))
178-79 (1/7,7%)

д. Комой 52°42′с.ш., 
104°53′ в.д. 519  мн.у.м.

д. Красный Яр, Хим-
Дым, Нырки

52º32’ с.ш., 
105º29’ в.д. 690 м н.у.м. Тайга равнин и плато с долинными 

лиственничными бруснично-
зеленомошными и вторичными 
осиново-березовыми лесами

ДВ (3/13,6%)
ЕВР (1/4,5%)

СИБ (16/72,7%)
(В (6), З (5), 

н.т. (5))
БАЙК (2/9,1%)

Луковка 52º39’с.ш., 
104º47’ в.д. 510 м н.у.м.
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заражения КЭ в Эхирит-Булагатском районе алимен-
тарным путем. Один штамм из нашей коллекции – 
Айна/1448 – был выделен в 1965 г. из ликвора девочки, 
больной хронической прогредиентной формой КЭ. 
Он относится к сибирскому субтипу ВКЭ (генетическая 
линия «Васильченко»).

Таким образом, в таежных клещах были представ-
лены все обнаруженные нами геноварианты ВКЭ (даль-
невосточный, европейский, сибирский, байкальский 
и штамм 178-79). В то время как от млекопитающих 
штаммов с «мозаичным» геномом (байкальский субтип, 
штамм 178-79) обнаружено не было.

РИС. 1. 
Карта-схема распространения различных субтипов ВКЭ 
на территории Эхирит-Булагатского района Иркутской 
области

FIG. 1. 
Map of the various TBEV subtypes distribution in the Ekhirit-Bu-
lagatsky district of the Irkutsk region

ТАБЛИЦА 4

РЕЗУЛЬТАТЫ ГЕНОТИПИРОВАНИЯ ШТАММОВ 
ВКЭ, ИЗОЛИРОВАННЫХ ОТ ТАЕЖНЫХ КЛЕЩЕЙ 
И МЛЕКОПИТАЮЩИХ

TABLE 4

RESULTS OF GENOTYPING OF TBEV STRAINS 
ISOLATED FROM TAIGA TICKS AND MAMMALS

Примечания: субтипы: ДВ – дальневосточный; ЕВР – европейский; СИБ – сибирский, БАЙК – байкальский. Генетические линии внутри сибирского суб-
типа: В – «Васильченко», З – «Заусаев»; н.т. – штаммы не типированы до генетической линии.

Источник изоляции
Субтип

ДВ ЕВР СИБ БАЙК 178-79 Итого

I. persulcatus 3 3 23 (З– 6; В – 7; н.т. – 10) 2 1 32

мелкие млекопитающие - 4 - - - 4

больной КЭ человек - - 1 (В) - - 1

молоко коровы 1 - 1 (В) - - 2
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Несмотря на то, что наша выборка характеризует-
ся неравномерным распределением штаммов, изоли-
рованных из иксодовых клещей и теплокровных жи-
вотных, можно предположить, что иксодовые клещи 
являются амплификаторами сибирского субтипа ВКЭ, 
а смена переносчиков в процессе циркуляции ВКЭ 
в природе может влиять на соотношение разных суб-
типов вируса и приводить к формированию гетероген-
ной вирусной популяции.

Влияние разнообразия ландшафтов и населяющих 
их флоры и фауны на формирование генетического 
разнообразия ВКЭ наглядно можно продемонстриро-
вать на примере государственного природного биоло-
гического заказника федерального значения «Красный 
Яр». Из 39 исследованных нами штаммов ВКЭ 13 были 
изолированы из материала, собранного на его террито-
рии. Заказник расположен в предгорьях Приморского 
хребта, на западном макросклоне Онотской возвышен-
ности, в районе водораздела бассейна р. Куда и озера 
Байкал. Его территория входит в зону тайги, подзону 
южной тайги, пояс темнохвойной тайги, нижняя грани-
ца пояса – 500  м над уровнем моря, верхняя граница 
пояса – 943 м н.у.м. Основная часть площади заказника 
представлена равнинным типом рельефа, но при этом 
на его территории встречается 11 типов ландшафтов, 
которые Клихман Т.П. условно разделяет на три группы: 
«горно-таежные южносибирские; подтаежные южноси-
бирские; пойменные: долинные ограниченного разви-
тия леса, долинные заболоченные луга, долинные осо-
ково-злаковые лугово-болотные солонцеватые степи 
(даурского типа)» [23].

Фауна заказника отличается большим разнообра-
зием, на 2021 г. здесь был зарегистрирован 41 вид мле-
копитающих, среди которых доминируют грызуны, 
насекомоядные и хищные животные. Как отмечает Ар-
темьева С.Ю., «на территории заказника «Красный Яр» 
обнаружено обитание типичного для Прибайкалья со-
става видов фауны млекопитающих животных с пре-
обладанием видов сибирского типа, так же отмечено 
присутствие европейских видов, транспалеарктов 
и тундро-лесостепного реликтового типа, единичные 
представители сибирско-китайского и средиземно-
морско-китайского типов фауны» [24]. Территорию 
заказника населяют как минимум три вида иксодовых 
клещей. Наложение ареалов разных типов ландшаф-
тов и обитающих в них мелких млекопитающих, от-
носящихся к разным географическим типам, создают 
предпосылки для поддержания циркуляции на дан-
ной территории гетерогенной вирусной популяции, 
которая представлена ВКЭ четырех субтипов (дальне-
восточного, сибирского (линии «Васильченко» и «Зау-
саев»), европейского и байкальского).

Еще один фактор, который может оказывать вли-
яние на генетическую вариабельность ВКЭ и спо-
собствовать распространению различных субтипов 
ВКЭ – это разнообразие орнитофауны. На территории 
заказника «Красный Яр» птицы представлены 132 ви-
дами, многие из которых являются перелетными [24]. 
Прибайкалье, в том числе Эхирит-Булагатский район, 

является важным перекрестком миграционных марш-
рутов для птиц, летящих из северных и западных ре-
гионов на зимовку в Монголию, Корею, Китай, Индию 
и Австралию. Поскольку перелетные птицы могут пе-
реносить клещей на большие расстояния, существует 
потенциальная возможность заноса ВКЭ различных ге-
нетических вариантов из этих стран.

Для ответа на вопрос, имеют ли штаммы 
из Эхирит-Булагатского района генотипические от-
личия от штаммов, изолированных на территории 
других районов Иркутской области, нами был осу-
ществлен сравнительный анализ их геномов. Для этих 
целей мы сформировали выборку из 46 штаммов, вы-
деленных на территории Иркутской области за период 
с 1959 по 2014  гг., и провели сравнительный анализ 
кодирующей части их геномов с аналогичными по-
следовательностями 21 штамма из Эхирит-Булагат-
ского района. На филогенетическом дереве штаммы 
из Иркутской области сформировали четыре кластера, 
соответствующие четырем основным субтипам ВКЭ 
(сибирскому, дальневосточному, европейскому и бай-
кальскому) (рис. 2).

Изоляты сибирского субтипа ВКЭ составили 53,7 % 
от общего количества штаммов и разделились на две 
равные группы: из 36 штаммов половина оказалась 
в кладе, штаммов линии «Васильченко», остальные 
50 % – в кладе штаммов линии «Заусаев». Циркуляция 
ВКЭ сибирского субтипа, относящегося к генетическим 
линиям «Васильченко» и «Заусаев», выявлена на терри-
тории Эхирит-Булагатского, Иркутского и Усольского 
районов, а также штаммы данного субтипа были выде-
лены от больных КЭ людей из Иркутской области.

Штаммы, отнесенные к дальневосточному субтипу 
ВКЭ, были изолированы от клещей I. persulcatus из Эхи-
рит-Булагатского района и из мозга красной полевки 
и полевки-экономки, отловленных на территории Ан-
гарского района. Кроме того, к данному кластеру были 
отнесены 11 штаммов, выделенных из крови и ликво-
ра больных КЭ людей. Обращает на себя внимание 
тот факт, что байкальский субтип ВКЭ в рамках нашего 
исследования был представлен исключительно штам-
мами, выделенными в Эхирит-Булагатском районе. 
Два из них классифицируются как штаммы собствен-
но «байкальского субтипа» (886-84 и 453-83), а штамм 
178-79 демонстрирует генетическую и географическую 
специфичность и не обнаруживается за пределами ука-
занного района.

В кластер штаммов европейского субтипа ВКЭ 
вошли штаммы из Эхирит-Булагатского и Иркутского 
районов Иркутской области, выделенные от таежных 
клещей, мелких млекопитающих и больных КЭ людей 
(1G-98 и 172-68).

Для получения более детальной генетической 
характеристики и выявления возможных особенно-
стей популяции ВКЭ, циркулирующей на террито-
рии Эхирит-Булагатского района, нами был осущест-
влен сравнительный анализ кодирующих областей 
генома штаммов из данного района и других райо-
нов Иркутской области. Для удобства и улучшения 
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восприятия информации мы проанализировали полу-
ченные данные в отношении каждого из субтипов ВКЭ 
в отдельности.

Среди штаммов ВКЭ сибирского субтипа генети-
ческой линии «Васильченко» самый высокий уровень 
сходства (99,1  %) был зафиксирован для штаммов 
Айна/1448 из Эхирит-Булагатского района и 508-63 
из Иркутской области. Анализ кодирующей части ге-
нома показал наличие 12 однонуклеотидных полимор-
физмов, приводящих к специфичным аминокислотным 
заменам, отличающих их от других штаммов этой ли-
нии (табл. 5).

Среди штаммов линии «Васильченко» макси-
мальное количество оригинальных аминокислотных 
замен было выявлено у штамма 112-79 из Эхирит-Бу-
лагатского района. Эти замены локализованы в не-
структурных белках NS3 (Asp405→Glu, Thr528→Ala, 
Arg585→Lis), NS4b (Phe119→Leu) и NS5 (Glu291→Asp, 
Asp812→Glu).

У штаммов ВКЭ сибирского субтипа, относящихся 
к генетической линии «Заусаев», уникальные замены, 
не встречающиеся у других штаммов ВКЭ из Иркут-
ской области, были выявлены как в структурных, так 
и в неструктурных белках (табл.  6). Самое большое 

число оригинальных аминокиcлотных замен среди 
изолятов данной группы обнаружено у штамма 114-
79. Выявлены замены в белках Е (Ala405→Thr), NS1 
(Ser24→Ala, Ala270→Val), NS4a (Ala89→Thr), NS4b 
(Gln21→Arg), NS5 (Glu36→Ala). На втором месте 
по частоте уникальных замен оказался штамм Хим-
Дым-6, у которого детектировано пять таких замен 
(C (Ser29→Pro), E  (Ala175→Thr), NS1(Gly276→Arg), 
NS3 (Ile178→Asn), NS5 (Arg253→Lis)). Кроме того, 
оба штамма имели общую особенность: в позиции 
512 белка NS5 вместо остатка серина у них находится 
остаток глицина (Ser512→Gly), что является отличием 
от остальных изученных штаммов. Нами отмечен ряд 
общих аминокислотных замен, имеющихся у штаммов 
из Эхирит-Булагатского района и некоторых штам-
мов из Иркутской области. Например, штамм Луков-
ка-3 имеет девять идентичных замен со штаммом 
Baikal-3, а штамм Красный Яр-2 восемь аналогичных 
замен. Штамм 114-79 имеет восемь идентичных замен 
со штаммом 397-86 из Иркутского района.

Штаммы дальневосточного субтипа Красный Яр-8, 
Красный Яр-9 и Красный Яр-10 характеризовались вы-
соким уровнем сходства нуклеотидных последователь-
ностей между собой (99,9 %) (табл. 7).

Примечания: красным цветом выделены штаммы из Эхирит-Булагатского района, черным – штаммы из других районов Иркутской области и штаммы, 
изолированные от больных КЭ людей. Отдельные субтипы вируса заключены в прямоугольники.

РИС. 2. 
Дендрограмма, построенная с помощью программы iTOLv.6 
на основе 67 кодирующих последовательностей генома 
штаммов ВКЭ из Эхирит-Булагатского и других районов Ир-
кутской области

FIG. 2. 
Dendrogram constructed with iTOLv.6 software based on 67 coding 
sequences of genomes of TBEV strains from Ekhirit-Bulagatsky dis-
trict and other districts of the Irkutsk region
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На аминокислотном уровне наблюдалась их полная 
идентичность, что, возможно, объясняется вырожден-
ностью генетического кода. Примечательно, что фило-
генетический анализ выявил их тесную связь со штам-
мами 1020-69 и 1024-69, выделенными от больных КЭ 
людей из Иркутской области семнадцатью годами ра-
нее, а также штаммами 1-95 и 21-95, изолированными 
нами из мозга полевок (красной и полевки-экономки) 
в Ангарском районе спустя девять лет. Уровень раз-
личий по нуклеотидным последовательностям между 
ними составил 0,21 % и 0,08 % соответственно. Анализ 
кодирующих последовательностей генома выявил, 
что штаммы 1020-69 и 1-95 имеют 15 идентичных замен 
со штаммами из Эхирит-Булагатского района, штамм 
21-95 – 14, а штамм 1024-69 – 12. Идентичные амино-
кислотные замены были обнаружены в белках C, E, NS3, 
NS4a, NS4b и NS5. При этом уровень различий нукле-
отидных последовательностей штаммов из Эхирит-Бу-
лагатского района со штаммами ВКЭ дальневосточного 
субтипа, изолированными от больных КЭ людей, за ис-
ключением двух вышеперечисленных (1020-69 и 1024-
69), варьировал от 0,6 до 3,4 %. Необходимо отметить, 
что данные штаммы ВКЭ представляют собой выборку 
исторических штаммов из коллекции Иркутского про-
тивочумного института, изолированных из мозга и кро-
ви больных КЭ людей в период с 1959 по 1969 гг.

Сравнение нуклеотидных последовательностей 
штаммов ВКЭ байкальского субтипа 886-84 и 453-83 
выявило высокую степень их сходства (99,3 %). Штамм 
453-83 имеет семь аминокислотных замен, отличающих 
его от прототипного штамма ВКЭ байкальского субтипа 
886-84. Поскольку в нашей выборке байкальский суб-
тип представлен только двумя штаммами, некоторые 
из выявленных мутаций могут оказаться штаммоспец-
ифическими. При этом, у штамма 453-83 присутствова-
ли описанные нами ранее как уникальные для штамма 
886-84 аминокислотные замены в белках С (Ala108), 
NS2A (Ser127) и NS3 (Gly258).

Штамм 178-79 характеризуется высокой степенью 
генетической уникальности по сравнению со штамма-
ми остальных субтипов ВКЭ. Максимальный уровень 
различий достигает 17,9 % со штаммами ВКЭ европей-
ского субтипа, а минимальный (11,7  %) наблюдается 
при сравнении с дальневосточным штаммом М442. Та-
кая степень дивергенции делает штамм 178-79 генети-
чески уникальным в масштабах не только Эхирит-Була-
гатского района, но и всей Иркутской области. Все три 
вышеперечисленных штамма объединяет «мозаицизм» 
их геномной организации, обусловленный наличием 
фрагментов, содержащих участки геномов всех трех из-
вестных субтипов ВКЭ, что демонстрируется при анали-
зе последовательностей полипротеина. На наш взгляд, 

ТАБЛИЦА 7

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ АМИНОКИСЛОТНЫХ 
ЗАМЕН У ШТАММОВ ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО 
ЭНЦЕФАЛИТА ДАЛЬНЕВОСТОЧНОГО СУБТИПА, 
ИЗОЛИРОВАННЫХ ИЗ ЭХИРИТ-БУЛАГАТСКОГО 
РАЙОНА И ДРУГИХ РАЙОНОВ ИРКУТСКОЙ 
ОБЛАСТИ

TABLE 7

COMPARATIVE ANALYSIS OF AMINO ACID 
SUBSTITUTIONS IN THE FAR EASTERN SUBTYPE 
OF TICK-BORNE ENCEPHALITIS VIRUS STRAINS 
ISOLATED IN THE EKHIRIT-BULAGATSKY DISTRICT 
AND OTHER DISTRICTS OF THE IRKUTSK REGION

Примечания: желтым цветом обозначены замены, выявленные у двух-трех штаммов, белым – замены, характерные для более трех штаммов, серым – 
типичные для большинства штаммов. Черной рамкой выделены штаммы из Эхирит-Булагатского района.

Штамм
Позиция в белке

C E NS3 NS4a NS4b NS5
35 20 68 153 266 468 34 24 85 115 205 130 261 827 867

Красный Яр-8 S H A V R G Q S S C V I I N S
Красный Яр-9 S H A V R G Q S S C V I I N S
Красный Яр-10 S H A V R G Q S S C V I I N S
234-67 N R T A K E E L A G A M V S A
506-59 N R T A K E E L A G A I V S A
95-69 N R T A K E E L A G A M V S A
1024-69 S H A V K G Q S S C A I I S S
1020-69 S H A V R G Q S S C V I I N S
1-95 S H A V R G Q S S C V I I N S
21-95 S H A V R G Q S S C A I I N S
М442 N R T A K E E L A G A M V S A
G67-20 N R T A K E E V A G A M V S A
G67-10 N R T A K E E V A G A M V S A
66113 N R T A K E E V A G A M V S A
745-64 N R T A K E E L A G V M V S A
62199 N R T A K E E L A G A M V S A
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обнаружение штаммов с «мозаичной» структурой, 
таких как штаммы байкальского субтипа или штамм 
178-79 на территории Эхирит-Булагатского района 
не является случайным. Длительная совместная цир-
куляция сразу нескольких субтипов ВКЭ на одной тер-
ритории создает предпосылки для обмена генетиче-
ской информацией. Возможность рекомбинационного 
происхождения штаммов байкальского субтипа ВКЭ 
была показана в работе Сухорукова  Г.А. и соавт. [25]. 
Ими установлено, что, первое возможное рекомбина-
ционное событие между ВКЭ сибирского и дальнево-
сточного субтипов возникло приблизительно 688–973 
года назад, второе – между штаммами ВКЭ байкальской 
клады и линии Shenjang ВКЭ дальневосточного субтипа 
произошло 235–688 лет назад [25].

Генетическая структура штаммов ВКЭ европейско-
го субтипа характеризуется высокой стабильностью. 
Штаммы ВКЭ европейского субтипа из Иркутской 
области формируют единый кластер, не зависящий 
от временных, географических и экологических фак-
торов изоляции. Подтверждением этому служит вы-
сокий уровень сходства (99,8–99,9 %) по кодирующей 
области генома штаммов ВКЭ европейского субтипа, 
изолированных в Иркутской области на протяжении 
более чем 40 лет (с 1967 по 2010  гг.). Анализ после-
довательности кодирующей области генома выявил 
у штаммов ВКЭ европейского субтипа, выделенных 
из материала, собранного на территории Эхирит-Бу-
лагатского района, только две мутации. Одна из них 
у штамма 118-71, изолированного от суслика длин-
нохвостого, отловленного в окрестностях села Олой 
(замена в белке NS3 (Arg247→Lis)). Штамм 262-74, 
выделенный из пула таежных клещей, собранных 
в окрестностях с. Олой, содержит замену остатка гли-
цина на серин в позиции 250 белка NS4b (Gly250→Ser). 
Интересно, что штаммы ВКЭ европейского субтипа 
из Иркутской области раннего (1967–1998 гг.) и более 
позднего сроков (2008–2010  гг.) изоляции различают-
ся по двум позициям белка E–E21 и Е335, в этих позици-
ях валин и треонин заменены на изолейцин (Val→Ile 
и Thr→Ile). Возможно, это свидетельствует о происхо-
дящей дивергенции сибирской популяции ВКЭ евро-
пейского субтипа на территории данного региона [15].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, на основе анализа кодирующих по-
следовательностей генома на территории Эхирит-Бу-
лагатского района нами подтверждена циркуляция 
четырех субтипов ВКЭ (сибирский, дальневосточный, 
европейский, байкальский) и выявлен уникальный 
штамм 178-79 с оригинальной генетической структу-
рой. При этом, как и во всей Восточной Сибири, доми-
нирующим является сибирский субтип ВКЭ, который 
представлен двумя линиями «Васильченко» и «Заусаев».

Генотипический состав ВКЭ в ключевых точках сбо-
ра материала, различающихся типом ландшафта, имеет 
свои особенности. В таежном ландшафте циркулирует 

ВКЭ четырех субтипов при значительном доминирова-
нии ВКЭ сибирского субтипа. В лесостепном и степном 
ландшафтах возрастает доля штаммов ВКЭ европей-
ского субтипа и обнаружен уникальный штамм 178-79. 
Нами отмечено, что в поддержании гетерогенной ви-
русной популяции на территории Эхирит-Булагатского 
района участвуют клещи I. persulcatus и мелкие млеко-
питающие. Доминирование у таежных клещей ВКЭ си-
бирского субтипа делает возможным высказать пред-
положение об их важной селективной роли в отборе 
данного варианта вируса. Сравнительный анализ гено-
мов штаммов из Эхирит-Булагатского района и других 
районов Иркутской области позволил выявить уни-
кальные аминокислотные замены в структурных и не-
структурных белках вируса, характерные для штаммов 
из изучаемого района. Наиболее наглядно это проде-
монстрировано на примере ВКЭ сибирского субтипа. 
При этом у штаммов ВКЭ из разных районов Иркутской 
области обнаружены общие аминокислотные замены, 
что свидетельствует об отсутствии строгой изоляции 
циркулирующей в очагах КЭ популяции вируса. Нами 
доказано, что Эхирит-Булагатский район является уни-
кальным с точки зрения генетической вариабельности 
ВКЭ, которая характеризуется широким спектром цир-
кулирующих субтипов и наличием оригинальных ге-
нотипических аминокислотных замен внутри каждого 
из выявленных субтипов.

Полученные в ходе исследования результаты не-
обходимы для расширения представлений об эпиде-
миологической значимости отдельных генотипических 
вариантов ВКЭ на обследуемой территории и, в целом, 
в Восточной Сибири, а также имеют значение для ре-
шения практических вопросов, связанных со специфи-
ческой диагностикой и профилактикой КЭ.
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