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Резюме. В последние годы регистрируется резкий рост случаев укусов иксодовыми клещами в северных ре-

гионах Европейской части России. В Республике Коми также резко увеличилось число лиц, обратившихся 

за медицинской помощью в связи с укусом клеща. Одновременно наблюдается рост заболеваемости клеще-

вым энцефалитом, который особенно усилился с 2009 г. Информация о генетическом разнообразии возбу-

дителей вирусных клещевых инфекций в этом регионе крайне ограничена. С целью идентификации и ге-

нотипирования возбудителей вирусных клещевых инфекций проведено исследование клещей I. persulcatus, 

собранных с растительности в южных и центральных районах Республики Коми. Методом ПЦР был выявлен 

генетический материал вирусов клещевого энцефалита и Кемерово в индивидуальных клещах. Секвениро-

вание фрагментов генома этих вирусов позволило однозначно их идентифицировать. Генетический матери-

ал вируса клещевого энцефалита был выявлен в 6,8±1,2% случаев. Генотипирование выявленных изолятов, 

проведенное на основе анализа нуклеотидной последовательности фрагмента гена белка Е вируса клещевого 

энцефалита, позволило установить, что 35% изолятов относятся к дальневосточному генотипу, а 65% — к си-

бирскому генотипу вируса клещевого энцефалита. Филогенетический анализ секвенированных последова-

тельностей показал наличие не менее четырех геновариантов сибирского и дальневосточного генотипов виру-

са клещевого энцефалита, близких к вариантам этого вируса, циркулирующим на Урале и в Сибири. Уровень 

инфицированности таежного клеща вирусом Кемерово составил 0,8±0,2%. Определение нуклеотидной по-

следовательности фрагмента гена РНК-зависимой РНК-полимеразы вируса Кемерово позволило установить, 

что обнаруженный генетический материал вируса Кемерово имеет уровень гомологии приблизительно 94% 

при сравнении с другими известными последовательностями этого орбивируса. Филогенетический анализ 

фрагментов генома вируса Кемерово показал наличие не менее двух геновариантов этого вируса, циркули-

рующих в Республике Коми. Высказано предположение, что вирус клещевого энцефалита был относительно 

недавно интродуцирован в природные очаги Республики Коми из Уральского и Сибирского регионов. Гене-

тические отличия вируса Кемерово предполагают более длительную эволюцию в исследованных природных 

очагах этого региона. Обсуждается возможная роль птиц и клещей, паразитирующих на них, в быстром рас-
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пространении вирусных клещевых инфекций в Республике Коми. Данные по генетическому разнообразию 

выявленных возбудителей клещевого энцефалита и лихорадки Кемерово могут быть полезны для улучшения 

диагностики, профилактики и лечения этих инфекционных заболеваний в Республике Коми.

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита, вирус Кемерово, Ixodes persulcatus, Республика Коми, генотипирование, 

ПЦР-диагностика.
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Abstract. Over the last years, an increasing rate of ixodes tick bites has been registered in the northern regions of the 

European Russia. In addition, the number of subjects request medical assistance due to tick bites has been dramatically 

increased in the Komi Republic. In addition, incidence of tick-borne encephalitis was also increased particularly start-

ing since 2009. However, highly limited data on pathogen genetic diversity related to viral tick-borne infections in this 

region are currently available. Taiga ticks (Ixodes persulcatus) collected from the Komi Republic southern and central part 

vegetation were examined to identify and genotype tick-borne viruses. Individual ticks were used to identify by RT-PCR 

viral RNA coupled to tick-borne encephalitis and Kemerovo viruses. Viral genome fragment sequencing allowed to unam-

biguously identify these viruses. It was found that viral RNA tick-borne encephalitis was detected in 6.8±1.2% individual 

ticks. Moreover, tick-linked isolate genotyping based on analyzing E protein gene fragment nucleotide sequence derived 

from tick-borne encephalitis discovered that 35% and 65% isolates belonged to the Far Eastern and Siberian subtype, re-

spectively. In addition, subsequent phylogenetic analysis demonstrated that at least four variants of the Siberian and Far 

Eastern subtypes of tick-borne encephalitis virus were detected, which were close to the viruses circulating in the Urals 

and Siberia. In contrast, prevalence of Kemerovo virus in taiga ticks was 0.8±0.2%. Sequencing of Kemerovo virus RNA-

dependent RNA polymerase gene fragment showed around 94% homology with the remainder of the Kemerovo virus 

strains. Phylogenetic analysis of the Kemerovo virus genome fragments demonstrated at least two subtypes circulating 

in the Komi Republic. Thus, it was suggested that tick-borne encephalitis virus was introduced relatively recently from 

the Urals and Siberian region into the natural foci of the Komi Republic. Moreover, genetic differences found in Kemerovo 

virus strains presume for them a longer lasting evolution throughout the natural foci of this region. In addition, a potential 

role for birds and their ticks in rapid spreading of viral tick-borne infections in the Komi Republic is also discussed. Thus, 

the data on genetic diversity of the viral agents related to tick-born encephalitis and Kemerovo fever may be useful for im-

proving their diagnostics, prevention and treatment in the Komi Republic.

Key words: tick-borne encephalitis virus, Kemerovo virus, Ixodes persulcatus, Komi Republic, genotyping, PCR detection.

Введение

Изменение ареалов распространения иксодо-

вых клещей и распространение ими различных 

возбудителей вирусных инфекций делают про-

блему клещевых вирусных инфекций актуаль-

ной для большинства европейских стран [9, 11]. 

В последние годы регистрируется резкий рост 

случаев укусов иксодовыми клещами в север-

ных регионах Европы [1, 2, 17]. Отмечен рост 

заболеваемости клещевым энцефалитом (КЭ) 

и клещевым боррелиозом в Архангельской об-

ласти и Республике Коми. Так, в период с 1992 

по 2011 гг. в Республике Коми число лиц, об-

ратившихся за медицинской помощью в свя-

зи с укусом клеща, возросло в 23 раза, а пери-

од активности клещей расширился с четырех 

месяцев до шести (с апреля по сентябрь) [18]. 

Заболеваемость КЭ на территории Коми непре-

рывно растет с 1970 г., причем наиболее значи-

тельный подъем заболеваемости наблюдается 

после 2009 г. Проведенное в 2010 г. генотипи-

рование вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) 

в таежных клещах выявило преимущественную 

циркуляцию дальневосточного генотипа ВКЭ 

[14]. Это позволило считать, что КЭ стал новой 

клещевой вирусной инфекцией для северных 

районов европейской части России.

Другим вирусным агентом, ассоциированным 

с иксодовыми клещами, является представитель 

рода Orbivirus — вирус Кемерово (KEMV). Ранее, 

KEMV был выделен из иксодовых клещей на раз-

личных территориях средней полосы России 

в Сибири (Кемеровская, Новосибирская, Омская, 

Иркутская области, Республика Алтай), на Урале 

(Свердловская, Курганская области, Республика 

Удмуртия), а также в европейской части России 

(Московская, Костромская, Вологодская облас-
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ти) [4, 6, 16]. Вирус Кемерово вызывает заболева-

ние человека, характеризующееся резким повы-

шением температуры, появлением сыпи и раз-

витием неврологических расстройств. В тяжелых 

случаях возможно развитие миокардита и менин-

гоэнцефалита. В настоящее время диагностика 

этого заболевания у человека затруднена отсут-

ствием доступных диагностических средств, что 

маскирует данную вирусную клещевую инфек-

цию среди других вирусных и бактериальных 

инфекций человека. Факты циркуляции KEMV 

и случаи заболевания человека лихорадкой 

Кемерово в северных районах европейской части 

России ранее были не известны.

В данной работе методами генетической 

диагностики оценено наличие циркуляции 

ВКЭ и KEMV в таежных клещах на территории 

Республики Коми, а также приведена попытка 

оценить возможное генетическое разнообразие 

возбудителей этих вирусных клещевых инфек-

ций, провести их генотипирование и выявить 

возможные эволюционные взаимосвязи этих 

вирусных агентов с циркулирующими в других 

регионах ВКЭ и KEMV.

Материалы и методы

В исследование были взяты 380 клещей 

вида I. persulcatus (самки — 185 особей, сам-

цы — 174, нимфы — 21), собранных в 2016 г. 

с растительности в южных и центральных рай-

онах Республики Коми, где наиболее часто ре-

гистрируются случаи присасывания клещей. 

Определение видовой принадлежности клещей 

осуществляли по морфологическим признакам 

с последующей верификацией путем определе-

ния нуклеотидной последовательности фраг-

мента (660 п.н.) гена, кодирующего субъедини-

цу I цитохромоксидазы в митохондриальном 

геноме клеща. Гомогенизацию клещей проводи-

ли на лабораторном гомогенизаторе TissueLyser 

(Qiagen, Германия) в 300 мкл стерильного физ-

раствора. Выделение суммарных нуклеино-

вых кислот производили с использованием 

набора «АмплиПрайм Рибо-преп» (Некстбио, 

Россия) согласно инструкции производителя. 

Реакцию обратной транскрипции осуществля-

ли с помощью набора «Реверта-100» (ЦНИИЭ 

Роспотребнадзора, Россия). Выявление генети-

ческих маркеров ВКЭ и KEMV проводили 

методом ПЦР с использованием ПЦР-смеси 

«БиоМастер HS-Taq» (Биолабмикс, г. Ново си-

бирск, Россия) и олигодезоксирибонуклеотид-

ных праймеров, комплементарных исследуемым 

локусам (табл.).

Определение нуклеотидных последователь-

ностей продуктов ПЦР, очищенных на микро-

колонках (Биосилика, г. Новосибирск, Россия), 

проводили с использованием набора BigDye™ 

Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit на автома-

тическом секвенаторе ABI PRISM 3500 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, США). Анализ по-

лученных нуклеотидных последовательностей 

осуществляли с помощью программ Unipro 

UGENE v. 1.30 [15] и MEGA7 [12]. Построение 

филогенетических деревьев проводили методом 

максимального правдоподобия. Статистические 

индексы поддержки ветвей были получены с по-

мощью bootstrap-анализа для 1000 итераций.

Установленные нуклеотидные последова-

тельности зарегистрированы в базе данных 

GenBank под номерами MK304517-MK304519 

(для изолятов KEMV) и MK304520-MK304545 

(для изолятов ВКЭ).

Результаты

Генетический материал ВКЭ был обнаружен 

в 26 из 380 исследованных клещей I. persulcatus. 
Таким образом, вирусофорность клещей соста-

вила 6,8±1,2%. Генотипирование выявленных 

изолятов ВКЭ было проведено путем определе-

Таблица. Олигонуклеотидные праймеры, использованные для выявления генетического материала 

ВКЭ и KEMV

Table. Oligonucleotide primers used to detect genetic material of the TBEV and KEMV

Мишень

Target
Название

Abbreviation
Структура праймера (5’→3’)

Structure of primers

Размер 
ампликона 

(п.н.)

Amplicon 
size (b.p.)

Температура 
отжига

Temperature 
of reaction

Ссылка

References

Ixodes spp. 
(gene COI)

IpCX-6f ATTAGGAGCACCTGATATAGCTTTCCC
660 62

Данная работа

This investigationIpCX-9r GCTGTAAATAAGCTCGAGTGTCGATA

KEMV (сегмент 1, 
ген полимеразы)

KEMV (segment 1, 
RNA polymerase)

rt_Kem4f TCCGCCACCCTGGAATGAGAC

116 60 [6]rt_Kem4r TCAGGATCGGTCAAGGCCATTC

Kem_prb4 FAM–AGCCGTTTCTGTCCACGAGACG–BHQ1

Kem_F64 TGAGCGGATAACAATTTCACAC
170 58

Данная работа

This investigationKem_R234 GTCATTACTGGATCTATCAACAGG

ВКЭ

TBEV
(Е-NS1)

E7 GGCATAGAAAGGCTGACAGTG
340 52

[16]
E10 GATACCTCTCTCCACACAACCAG

E9 ACAGTGATAGGAGAACACGCTGGG
210 52

E8 CAGCCAGGAGGAAGCTCATGGAC
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ния нуклеотидной последовательности фраг-

мента гена Е (210 п.н.). Девять изолятов (35%) 

были отнесены к дальневосточному геноти-

пу, а 17 (65%) — к сибирскому генотипу ВКЭ. 

Генетический материал ВКЭ был обнаружен как 

у самок (69%), так и у самцов (31%), инфициро-

ванных нимф выявлено не было. Анализ фило-

генетических взаимоотношений изучаемых изо-

лятов показал циркуляцию на территории Коми 

различных генетических вариантов ВКЭ (рис. 1). 

Все исследованные образцы оказались ориги-

нальными и не имели 100% гомологии с уже 

известными вирусными штаммами сибирских 

и дальневосточных генотипов ВКЭ.

Восемь изолятов ВКЭ дальневосточного типа 

кластеризовались с прототипными штаммами 

205 (DQ989336), Novosibirsk-L2008 (KJ739729), 

Tomsk-PT12 (KM019546) и имели уровень го-

Рисунок 1. Филодендрограмма, отображающая генетическую близость исследуемых изолятов ВКЭ (●) 

и известных прототипных штаммов ВКЭ, представляющих три основных генотипа ВКЭ

Figure 1. Phylogenetic tree demonstrating genetic proximity in TBEV isolates (●) and the three main subtypes 
for TBEV prototype strains
Примечание. Филогенетическое дерево построено на основе фрагмента (210 п.н.) структурного гена Е 
с использованием метода максимального правдоподобия, модель эволюции GTR+I+G, индексы поддержки рассчитаны 
для 1000 повторов. В качестве внешней группы сравнения использовался вирус Лангат.
Note. Based on the structural E gene fragment (210 b.p.) by using the maximum likelihood estimation, GTR+I+G evolution model, 
support indices calculated per 1000 repetitions. Langat virus was used as an external comparison group.
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мологии с ними 99,0%. Изолят Komi-17-3 фор-

мировал отдельную ветвь в пределах кластера 

дальневосточного генотипа и имел наибольший 

уровень гомологии с прототипным штаммом 

Tomsk-PT12, выделенным от садовой камы-

шовки (Acrocephalus dumetorum) на территории 

Томской области (уровень гомологии 98,2%).

Изучаемые изоляты ВКЭ сибирского гено-

типа четко расходились на две отдельные суб-

клады в пределах сибирского генотипа. Десять 

изолятов входили в субкладу, сформированную 

прототипным штаммом Заусаев (AF527415). 

Семь выявленных изолятов образовывали от-

дельную субкладу и показывали наибольшую 

гомологию с вариантами ВКЭ, обнаруженными 

в Екатеринбурге (GQ845427) — 98,2%, Вологде — 

97,5% (GQ845434) и в Кургане (FJ214150) — 97,2%.

При скрининге 380 образцов кДНК исследу-

емых клещей было выявлено 3 положительных 

пробы, содержащих генетический материал 

KEMV. Таким образом, уровень инфицирован-

ности таежных клещей KEMV составил 0,8±0,2%. 

Все клещи, в которых был выявлен KEMV, явля-

лись самками. Для выявленных изолятов KEMV 

были определены нуклеотидные последователь-

ности фрагмента сегмента 1 (255 п.н.), кодирую-

щего РНК-зависимую РНК-полимеразу. На ос-

новании полученных данных было построено 

филогенетическое дерево (рис. 2) и проведено 

сравнение с известными последовательностями 

KEMV и других близкородственных вирусов, де-

понированными в международной базе данных 

GenBank NCBI. Результаты филогенетического 

анализа подтвердили таксономическую при-

надлежность выявленных изолятов к KEMV. 

Изоляты Komi-1 и Komi-2 идентичны между 

собой по данному участку генома и отличаются 

от изолята Komi-3 семью нуклеотидными за-

менами (уровень гомологии — 97,3%), которые 

приводят в конечном счете к 4 аминокислот-

ными заменам. Выявленные изоляты KEMV, 

циркулирующие на территории Республики 

Коми, формировали отдельную ветвь в преде-

лах клады, сформированной прототипными 

штаммами KEMV. Уровень гомологии нуклео-

тидных последовательностей этих же изолятов 

в Республике Коми, в сравнении с другими из-

вестными последовательностями KEMV, соста-

вил приблизительно 94%.

Обсуждение

На территории северной Евразии ВКЭ пред-

ставлен несколькими генотипами, каждый 

из которых при попадании в организм человека 

может вызывать заболевания разной степени тя-

жести. Обычно ВКЭ подразделяют на 3 основ-

ных генотипа — дальневосточный, сибирский 

и европейский [8]. Недавно было сформулирова-

но предложение о выделении байкальского и ги-

малайского генотипов ВКЭ [5]. В таежных кле-

щах, собранных с растительности в Республике 

Коми, к дальневосточному генотипу было отне-

сено 35%, а к сибирскому генотипу — 65% секве-

нированных последовательностей РНК из изо-

лятов ВКЭ. Нам не удалось выявить у собранных 

таежных клещей генетический материал, свой-

ственный европейскому, байкальскому и гима-

лайскому генотипам ВКЭ.

Бóльшая часть выявленных образцов сибир-

ского генотипа ВКЭ может быть отнесена к ге-

ногруппе Заусаев-подобных штаммов. Данная 

группа ВКЭ интересна тем, что прототипный 

для этой группы штамм Заусаев был выделен 

из мозга погибшего в 1985 г. 34-летнего пациен-

та с хроническим клещевым энцефалитом, ко-

торый был атакован клещом в Томской области 

в 1973 г. [10]. Причем у пациента после укуса кле-

ща не было зарегистрировано развития острого 

клещевого энцефалита. Развитие клинически 

выраженного энцефалита началось приблизи-

тельно через 10 лет после укуса клеща, что при-

вело к гибели пациента спустя два года от хрони-

ческого клещевого энцефалита. Гипотеза о спо-

собности штамма Заусаев вызывать хронические 

формы клещевого энцефалита, к сожалению, 

опирается на отрывочные и неполные данные. 

Это, по всей вероятности, связано с крайне дли-

тельным инкубационным периодом данного 

заболевания, что, видимо, не позволяет связать 

возможные поражения ЦНС у пациента с укусом 

клеща, который имел место многие годы назад.

Эпидемиологическая значимость распро-

странения дальневосточного генотипа ВКЭ 

связана с его высокой патогенностью для чело-

века по сравнению с другими генотипами ВКЭ. 

Дальневосточный генотип ВКЭ вызывает тяже-

лые вирусные энцефалиты и менингоэнцефали-

ты со смертностью до 30% [10]. Распространение 

дальневосточного генотипа ВКЭ, а также воз-

можность появления хронических форм КЭ 

требует особого внимания к диагностике и про-

филактике данного заболевания в Республике 

Коми.

Проведенный филогенетический анализ по-

казывает кластеризацию изолятов ВКЭ на 4 ге-

ногруппы. Две геногруппы сибирского генотипа 

взаимосвязаны с теми вариантами ВКЭ, кото-

рые циркулируют в Уральском регионе, на юге 

Западной Сибири иАлтае. Варианты дальневос-

точного генотипа близки к вариантам ВКЭ это-

го субтипа, циркулирующим на юге Западной 

Сибири. Формирование четырех геногрупп 

ВКЭ позволяет сделать предположение, что за-

нос ВКЭ на территорию Республики Коми имел 

место не менее 4 раз, причем ВКЭ преимущест-

венно распространялся с восточных регионов 

РФ, с районов Урала и Сибири, где циркулируют 

подобные штаммы ВКЭ. Интересно отметить, 

что аналогичные штаммы дальневосточного ге-

нотипа ВКЭ были ранее обнаружены у садовой 

камышовки в окрестностях г. Томска [14]. Ареал 
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распространения этой птицы, пути ее миграции 

и широкое распространение в Республике Коми 

вполне удовлетворительно могут объяснить за-

нос ВКЭ в Республику Коми и быстрое распро-

странение таежных клещей в этом регионе при 

помощи птиц.

Нами впервые выявлен генетический матери-

ал KEMV на территории Республики Коми в кле-

щах I. persulcatus. Определение нуклеотидной по-

следовательности фрагмента генома показало, 

что он имеет уровень гомологии приблизитель-

но 94% в сравнении с другими известными по-

следовательностями вируса Кемерово и, по всей 

вероятности, формирует две достаточно обосо-

бленные геногруппы KEMV в Республике Коми. 

Подобный уровень гомологии с известными 

вариантами вируса и наличие выраженных ге-

нетических групп KEMV позволяет высказать 

предположение о длительной циркуляции ви-

руса Кемерово в природных очагах Республики 

Коми. К сожалению, информация о генетиче-

ском разнообразии и географическом распро-

странении KEMV крайне ограничена. Это не по-

зволяет точно оценить ареалы KEMV в северной 

Евразии и высказать гипотезу о возможных пу-

тях его распространения в России.

Вирус Кемерово относится к виду Great Island 

virus рода Orbivirus (орбивирусов) (https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.

cgi?id=10892). Данный вид включает в себя еще 

5 вирусов, которые широко распространены в раз-

личных географических регионах мира. Факты 

обнаружения орбивирусов данного вида в Се-

верной Америке, Северной Евразии и Австра лии 

подтверждают предположение о глобальном рас-

пространении этого вида вируса [13]. Его распро-

странение связывают с перелетными (морскими) 

птицами и клещами, паразитирующими на них. 

Вполне вероятно, что именно перелетные птицы 

занесли орбивирусы в северо-восточные районы 

европейской части России. Значительный уро-

вень обнаруженных генетических отличий у вы-

деленных изолятов KEMV предполагает, что это 

произошло достаточно давно.

Таким образом, изучение генетического раз-

нообразия ВКЭ и KEMV в таежных клещах 

из природных биотопов Республики Коми по-

казало значительное генетическое разно образие 

возбудителей клещевого энцефалита и лихо-

радки Кемерово. Данные филогеографического 

анализа позволяют предполагать циркуляцию 

не менее четырех геновариантов ВКЭ сибирско-

го и дальневосточного генотипов, которые близ-

ки к вариантам ВКЭ, циркулирующим на Урале 

и в Сибирском регионе. Это позволяет высказать 

предположение о заносе ВКЭ в Республику Коми 

из этих регионов. Генетический материал виру-

са Кемерово был впервые обнаружен в таежных 

клещах в исследованном районе. Его секвени-

рование и анализ показали, что он весьма суще-

ственно отличается от известных ранее вариан-

тов KEMV и представлен двумя геновариантами. 

По всей вероятности, это свидетельствует о том, 

что эволюция вируса Кемерово на северо-восто-

ке европейской части РФ протекала независимо 

и достаточно длительное время. Типичным хо-

зяином для данного вида орбивирусов являются 

перелетные птицы и клещи, паразитирующие 

Рисунок 2. Филодендрограмма, отображающая взаимосвязь исследуемых изолятов KEMV (●) 

и других известных близкородственных орбивирусов

Figure 2. Phylogenetic tree which displaying a relationship between KEMV isolates (●) and other closely related 
orbiviruses
Примечание. Филогенетическое дерево построено на основе фрагмента (255 п.н.) сегмента 1 (VP1) с использованием 
метода максимального правдоподобия, модель эволюции GTR+I+G, индексы поддержки рассчитаны для 1000 повторов.
Note. Based on segment 1 (VP1) gene fragment (255 bp) by using the maximum likelihood estimation, GTR+I+G evolution model, 
support indices calculated per 1000 repetitions.
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на них [13]. Выявление KEMV в таежных кле-

щах свидетельствует о циркуляции этого вируса 

в биотопах данного региона.

Выявленные варианты ВКЭ и KEMV спо-

собны вызывать заболевания человека, причем 

с весьма необычной клиникой. Это различные 

формы хронического клещевого энцефалита 

с длительным инкубационным периодом, тяже-

лые формы КЭ с высоким уровнем летальности. 

По всей вероятности, новые варианты KEMV 

также могут вызывать заболевания с разнообраз-

ной клинической картиной вирусной инфекции 

у человека. Однако отсутствие диагностических 

средств, адаптированных для выявления гене-

тически разнородных вариантов ВКЭ и KEMV, 

безусловно, затруднит проведение диагностики 

этих инфекций у населения Республики Коми. 

Представляется, что уточнение ареалов распро-

странения различных генотипов ВКЭ и вируса 

Кемерово, изучение вариа бельности их геномов 

является принципиальным моментом для улуч-

шения диагностики, профилактики и лечения 

этих инфекционных клещевых заболеваний 

в Республике Коми и других северо-восточных 

регионах европейской части России.
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