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Проведено секвенирование нукëеотидныõ посëедоватеëьностей ãена 
беëка обоëочки Е штаммов вируса кëещевоãо энцефаëита 150, 70, 120 
и Саврань 160, изоëированныõ в Северо-Западном Причерноморье в 
1988–1990 ãã. На основе фиëоãенетическоãо анаëиза расшифрованныõ 
посëедоватеëьностей подтверждена циркуëяция в Северо-Западном 
Причерноморье европейскоãо (западноãо) ãенотипа вируса. Проведен-
ный анаëиз аминокисëотныõ посëедоватеëьностей выявиë у штаммов 
вируса кëещевоãо энцефаëита 150, 70, 120 и Саврань 160 наëичие четы-
реõ маркерныõ аминокисëотныõ замещений – 67(n), 266(r), 306(V) и 
407(r), в доменаõ ii и iii эктодомена и трансмембранном сеãменте. 

К ëю ч е вы е  с ë о в а : вирус кëещевоãо энцефаëита, ãен беëка обоëочки 
Е, секвенирование.

Вирус клещевого энöефалита (ВÊЭ) – передающийся иксодовыìи 
клещаìи арбовирус, вìесте с вирусаìи Западного Нила, желтой ли-
хорадки, японского энöефалита и денге относится к роду Flavivirus 
сеìейства Flaviviridae [17]. ВÊЭ – один из основных патогенных для 
÷еловека флавивирусов, эндеìи÷ен в северной ÷асти Åвразии, где еже-
годно регистрируется до 14000 слу÷аев заболевания [13].

Ðазвитие ìолекулярно-генети÷еских технологий позволило расшиф-
ровать структуру геноìа (полипротеина) ВÊЭ и дифференöировать 3 
основных генотипа – дальневосто÷ный (генотип 1), европейский, или 
западный (генотип 2) и сибирский (генотип 3) [6]. Ñпеöифи÷ные для 
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каждого генотипа у÷астки расположены в генах белка оболо÷ки Å [10], 
неструктурных белков NS1 [7] и NS5 [2]. Êак правило, генотип вируса 
определяет форìу и тяжесть те÷ения клини÷ески выраженного забо-
левания [3] и экологи÷ески связан с одниì из основных видов клещей-
перенос÷иков: ixodes persulcatus (сибирский и дальневосто÷ный), ixodes 
ricinus (европейский) [10]. Êаждый из генотипов вируса, как правило, 
доìинирует на определенной территории, где в то же вреìя ìогут öир-
кулировать штаììы, относящиеся к другиì генотипаì [5]. 

Ê настоящеìу вреìени данные о генети÷еских особенностях популя-
öии ВÊЭ в Óкраине ограни÷ены изу÷ениеì пяти штаììов. Штаìì Ñеìекс, 
изолированный в Волынской области, был отнесен к сибирскоìу генотипу 
ВÊЭ [1], а изолированный в Êрыìу штаìì Crimea – к дальневосто÷ноìу 
[10]. Нашиìи предыдущиìи исследованияìи было установлено, ÷то в 
Êрыìу, наряду с дальневосто÷ныì, öиркулировал европейский (западный) 
генотип ВÊЭ (штаììы 80, 85 и 290) [8]. 

Öелью настоящей работы явилось изу÷ение ìолекулярной структуры 
гена белка оболо÷ки Å штаììов ВÊЭ, изолированных в Ñеверо-Западноì 
при÷ерноìорье (ÑЗп) в 1988–1990 годах.

Ìатериалы и методы
Èзоляöию и поддержание жизнеспособности штаììов ВÊЭ проводили 

по стандартной ìетодике [4]. Характеристика исследованных штаììов 
представлена в таблиöе. 

Òаблиöа

Õарактеристика исследуемых штаммов âÊЭ, выделенных  
из иксодовых клещей в сЗп 

Table

characterіstіc of the studіed tіck-borne encephalіtіs vіrus straіns  
іsolated from tіcks іn the north-west black sea coast

Íазвание 
штамма

âид, количество и 
фаза развития клещей, 

способ сбора
Ìесто сбора äата сбора

120
dermacentor 
marginatus, 
26 иìаго, на флаг

Одесская область, Êилийский 
район, с. приìорское,42 кì 
трассы Êилия-Вилково

13-14.05.1988

Ñаврань 160
ixodes ricinus, 35 
иìаго, на флаг

Одесская область, Ñавранский 
район, лес 

11-16.05.1989

150
dermacentor 
marginatus,53 иìаго, 
с ÊÐÑ*

Херсонская область, Гени÷е-
ский район, остров Бирю÷ий

10-13.04.1990

70
dermacentor 
marginatus,35 иìаго, 
с ÊÐÑ*

Херсонская область, Гени÷е-
ский район, остров Бирю÷ий

12-14.04.1989

приìе÷ание: * – ÊÐÑ – крупный рогатый скот.
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Ñеквенирование, выравнивание и сборку консенсусных последователь-
ностей гена белка оболо÷ки Å, оöенку филогенети÷еских взаиìоотноше-
ний изу÷аеìых штаììов с известныìи геноìныìи последовательностяìи 
111-ти штаììов, изолированных в разные годы из разли÷ных исто÷ников 
(база данных GenBank), и трех прежде секвенированных наìи штаììов 
ВÊЭ 80, 85 и 290 проводили по ìетодике, описанной ранее [8]. при постро-
ении филогенети÷еского дерева в ка÷естве внешней группы использовали 
геноìные последовательности вирусов коìплекса клещевого энöефалита. 
Ñтатисти÷ескую оöенку филогенети÷еского дерева проводили с поìощью 
бутстрэп-анализа с созданиеì 1000 слу÷айных выборок [16].

Ðезультаты и их обсуждение
В результате секвенирования определены нуклеотидные последова-

тельности гена белка оболо÷ки Å штаììов ВÊЭ 120, 150, 70 и Ñаврань 
160, изолированных из иксодовых клещей в Одесской и Херсонской об-
ластях в 1988-1990 гг. Àнализ нуклеотидных последовательностей выявил 
100% иденти÷ность гена Å у всех ÷етырех изу÷аеìых штаììов, а также 
ранее секвенированных наìи штаììов ВÊЭ 80, 85 и 290, изолированных 
из иксодовых клещей в Êрыìу в 1989-1990 гг. 

Ðас÷ет генети÷еских или эволюöионных дистанöий показал более 
высокий уровень иденти÷ности изу÷аеìых штаììов со штаììаìи ев-
ропейского генотипа – от 93,20% (штаìì 12-8 изолирован из клещей 
i. ricinus в Èталии в 2006 г., FJ917370.1 [9]) до 97,18% (штаìì Pan 
изолирован от ÷еловека в Ìосковской области в 1957 г., AF091015.1 
[10]). при этоì иденти÷ность нуклеотидных последовательностей с си-
бирскиì и дальневосто÷ныì генотипаìи составила от 75,45% (штаìì 
Usen-1 изолирован из клещей в Ðоссии в 1986 г., EU072444.1 [1]) до 
84,83% (штаìì Vologda-2 изолирован из клещей i. persulcatus в Ðоссии 
в 1990  г., AF229364.1 [18]). 

принадлежность штаììов 120, 70, 150, Ñаврань 160 к европейскоìу 
генотипу подтверждена данныìи филогенети÷еского анализа (рис.) и на-
ли÷иеì сигнатурных аìинокислот 47(A), 88(G), 115(A), 178(E), 206(V), 
267(A), 277(E), 317(A), 426(A), 431(S), 433(I) и 437 (V), характерных 
для штаììов европейского генотипа ВÊЭ [10]. данныìи филогенети-
÷еского анализа установлено, ÷то все изу÷енные наìи штаììы ВÊЭ, 
изолированные на юге Óкраины, вìесте со штаììоì Pan форìируют 
внутри европейского генотипа филогенети÷еский кластер, обособленный 
от всех остальных штаììов европейского генотипа. Эволюöия штаììов 
ВÊЭ, изолированных на юге Óкраины, проходила независиìо от остальных 
штаììов европейского генотипа ВÊЭ и их дивергенöия от общего со 
штаììоì Pan предка произошла уже после разделения штаììов евро-
пейского генотипа на 2 кластера (рис.).
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Ðис. Фрагмент филогенетического дерева (nJ, Kіmura 2-parameter model), 
иллюстрирующего генетическое родство южноукраинских изолятов âÊЭ (штаммы 
80, 85, 290, 120, 70, 150, 160) и 111-ти прототипных штаммов âÊЭ, построено на 

основе нуклеотидных последовательностей целого гена белка оболочки Å.
Шкала показывает коли÷ество нуклеотидных заìен на один сайт. Штаììы, секве-

нированные автораìи, обозна÷ены ( ).

fіg. a fragment of a phylogenetіc tree (nJ, Kіmura 2-parameter model) 
іllustratіng the genetіc relatіonshіps of the south ukraіnіan tbev іsolates 
(straіns 80, 85, 290, 120, 70, 150, 160) and 111 prototype straіns of tbev, 

constructed based on the nucleotіde sequence of an envelope (e) proteіn gene.
The scale indicates the number of nucleotide substitutions per site. Strains 

sequenced by the authors are indicated ( ).
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Àнализ аìинокислотных последовательностей показал нали÷ие у 
южноукраинских штаììов ÷етырех аìинокислотных заìещений – 67(N), 
266(R), 306(V) и 407(R). Óникальное 67(N) и редко встре÷ающееся 266(R) 
аìинокислотные заìещения расположены в доìене II (аìинокислотные 
остатки 52-136 и 190-284), выступающеì над поверхностью вириона 
и, предположительно, у÷аствующеì в слиянии с клето÷ной ìеìбра-
ной [14]. Àргинин в позиöии 266 обнаружен только у 2-х штаììов, 
изолированных из клещей i. ricinus в Швейöарии в 2009 г. (ZH Langnau 
a.A.1, HM468187.1 и ZH Langnau a.A.2, HM468188.1 [11]). Ó остальных 
анализируеìых штаììов независиìо от генотипа в позиöии 67 находилась 
аспарагиновая кислота (D), а в позиöии 266 – лизин (K). 

Àìинокислотное заìещение 306(V), отли÷ающее штаììы, 
изолированные на юге Óкраины от большинства анализируеìых штаì-
ìов ВÊЭ, расположено в доìене III (аìинокислотные остатки 303-395), 
который предположительно с÷итается у÷асткоì связывания с клето÷ныì 
реöептороì [14]. Валин (V) в позиöии 306 обнаружен также у штаììов 
Pan (AF091015.1) и ZZ9 (изолирован из клещей i. ricinus в Àвстрии в 
1985 г., AF091020.1)  европейского генотипа [10], штаììов Oshima 5-10 
(изолирован от ÷еловека в Японии в 1993 г., AB001026.1 [15]) и 178-79 
(изолирован из клещей i. persulcatus в Ðоссии в 1979 г., EF469661.1 [12]) 
дальневосто÷ного генотипа и штаììов сибирского генотипа. Ó остальных 
анализируеìых штаììов в позиöии 306 находился ìетионин (Ì).

В трансìеìбранноì сегìенте за пределаìи эктодоìена (аìинокислотные 
остатки 1-395) у штаììов 120, 150, 70, 80, 85, 290 и Ñаврань 160 обнару-
жено аìинокислотное заìещение 407(R), характерное для штаììов сибир-
ского и дальневосто÷ного (в т.÷. штаìì Crimea) генотипов и выявленное 
только у 2-х штаììов европейского генотипа – Pan (AF091015.1) и Stara 
Ves (изолирован в Хорватии, AF091018.1) [10].

Биологи÷еская роль аìинокислотных заìещений до настоящего вре-
ìени не ясна, но тот факт, ÷то три из ÷етырех ìаркерных аìинокислот 
находятся на вирусной поверхности (67(N) и 266(R) – в доìене II, 306(V) 
– в доìене III эктодоìена), ìожет служить косвенныì доказательствоì 
вовле÷ения этих ìаркерных аìинокислот в проöессы функöионирования 
вируса.

Òакиì образоì, проведенные исследования подтвердили öиркуляöию 
в ÑЗп европейского генотипа ВÊЭ. Ñравнительный филогенети÷еский 
анализ гена белка оболо÷ки Å штаììов ВÊЭ, изолированных в ÑЗп, 
показал гоìогенность популяöии европейского генотипа вируса на изу-
÷аеìой территории. Óстановлено, ÷то штаììы 120, 150, 70, 80, 85, 290 
и Ñаврань 160 наиболее родственны штаììу Pan и форìируют с ниì 
отдельный филогенети÷еский кластер внутри европейского генотипа ви-
руса. Вìесте с теì, выявленная в ÑЗп öиркуляöия двух генотипов вируса 
– европейского и дальневосто÷ного, свидетельствует о гетерогенности 
популяöии ВÊЭ в регионе. 
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ÌÎËÅÊуËßÐÍÎ-ÃÅÍÅÒèчÍà ÕàÐàÊÒÅÐèсÒèÊà âiÐусу 
ÊËiЩÎâÎÃÎ ÅÍÖÅФàËiÒу, ßÊèé ÖèÐÊуËЮЄ  

â пiâÍiчÍÎ-ЗàÕiäÍÎÌу пÐèчÎÐÍÎÌÎÐ’Ї

Ðеферат

Вив÷ення ìолекулярної структури гену білка оболонки Å шта-
ìів вірусу кліщового енöефаліту, ізольованих в півні÷но-Західноìу 
при÷орноìор’ї  – ìета дослідження.

Ñеквенування нуклеотидних послідовностей гену білка оболонки 
Å  штаìів вірусу кліщового енöефаліту 150, 70, 120 і Ñаврань 160, 
ізольованих із іксодових кліщів в Одеській і Херсонській областях в 
1988-1990 роках, проводили ìетодоì «терìінаторів» (за Ñенгєроì). 
Філогенети÷ний аналіз отриìаних послідовностей здійснювали ìетодоì 
приєднання сусідів. Генотип штаìів визна÷али на основі даних філогене-
ти÷ного аналізу і за наявністю сигнатурних аìінокислот.
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ÌОлÅÊÓлЯÐНО-ГÅНÅÒÈЧÅÑÊÀЯ ХÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ВÈÐÓÑÀ ÊлÅЩÅВОГО ЭНÖÅФÀлÈÒÀ...

Ñеквеновано нуклеотидні послідовності гену білка оболонки Å шта-
ìів вірусу кліщового енöефаліту 150, 70, 120 і Ñаврань 160. На основі 
філогенети÷ного аналізу підтверджено öиркуляöію в півні÷но-Західноìу 
при÷орноìор’ї європейського (західного) генотипу вірусу. показана 
іденти÷ність гену білка оболонки Å у ізольованих в регіоні штаìів євро-
пейського генотипу вірусу кліщового енöефаліту. Встановлена найбільша 
спорідненість штаìів, що вив÷али, зі штаìоì Pan, з якиì вони складають 
окреìу від решти штаìів європейського генотипу вірусу філогенети÷ну 
групу. проведений аналіз аìінокислотних послідовностей виявив у шта-
ìів вірусу кліщового енöефаліту 150, 70, 120 і Ñаврань 160 наявність 
÷отирьох ìаркерних аìінокислотних заìіщень – 67(N), 266(R), 306(V) і 
407(R), в доìенах II і III ектодоìену і трансìеìбранноìу сегìенті. 

Визна÷ена ìолекулярна структура гену білка оболонки Å штаìів вірусу 
кліщового енöефаліта, ізольованих в півні÷но-Західноìу при÷орноìор’ї. 
поряд з далекосхідниì, встановлена öиркуляöія в регіоні європейського 
(західного) генотипу вірусу кліщового енöефаліту. 

Êлю÷ов і  слова :  вірус кліщового енöефаліту, ген білка оболонки 
Å, секвенування.
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Molecular genetic characteristics  
of ticK-borne encePhalitis virus circulating in 

the northwest blacK sea coast 

summary

Aim. To study the molecular structure of the envelope (E) protein gene 
of the tick-borne encephalitis virus strains isolated in the Northwest Black 
Sea Coast.

Materials and methods. Nucleotide sequencing of the envelope (E) 
protein gene of the tick-borne encephalitis virus strains 150, 70, 120 and 
160 Savran, isolated from ticks in Odessa and Kherson regions in 1988-1990, 
was carried out by chain-termination method (by F. Sanger). Phylogenetic 
analysis of these sequences was performed by neighbor-joining method. 
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Strains genotype was determined on the basis of phylogenetic analysis and 
presence of the signature amino acids.

Results. Nucleotide sequencing of the envelope (E) protein gene of 
the tick-borne encephalitis virus strains 150, 70, 120 and 160 Savran was 
carried out. Based on phylogenetic analysis the circulation of the European 
(Western) genotype of tick-borne encephalitis virus in the Northwest Black 
Sea Coast was confirmed. The identity of the envelope (E) protein gene in 
the tick-borne encephalitis virus strains of the European genotype isolated 
in the region was shown. The tick-borne encephalitis virus strains studied 
were the most related to Pan strain and formed with it the phylogenetic 
group separated from the other tick-borne encephalitis virus strains of the 
European genotype. The analysis of amino acid sequences of the tick-borne 
encephalitis virus strains 150, 70, 120 and Savran 160 revealed presence 
of four marker amino acid replacements – 67 (N), 266 (R), 306 (V) and 
407 (R), in domains II and III of the ectodomain and in the transmembrane 
segment.

Conclusions. The molecular structure of the envelope (E) protein gene 
of the tick-borne encephalitis virus strains isolated in the Northwest Black 
Sea Coast was determined. Along with the Far Eastern, the circulation of 
the European (Western) genotype of tick-borne encephalitis virus in the 
region was revealed.

Key  words : tick-borne encephalitis virus, envelope (E) protein gene, 
sequencing.


