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ВВЕДЕНИЕ 
Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ), представитель рода Flavivirus семейства 

Flaviviridae, является возбудителем инфекционного заболевания центральной нервной 
системы человека, передающимся клещами-переносчиками. ВКЭ имеет одноцепочечный 
(+) РНК-геном размером приблизительно 10,5–11 т.п.н., который включает в себя 5'-кэп I 
типа, 5'- и 3'-некодирующие области и одну длинную открытую рамку считывания (ORF), 
кодирующую три структурных (C , prM и E) и семь неструктурных (NS1, NS2A, NS2B, NS3, 
NS4A, NS4B и NS5) белков (Knipe and Howley, 2013). Из структурных белков белок Е 
является основным гликопротеином оболочки, который экспонируется на поверхности 
вириона и играет ключевую роль в жизненном цикле ВКЭ, включая связывание с 
клеточными рецепторами, слияние мембран и сборку вириона. Этот белок отвечает за 
образование нейтрализующих антител к ВКЭ и индуцирует защитный ответ в организме 
хозяина. 

В настоящее время ВКЭ подразделяют на три основных субтипа — европейский 
(ВКЭ-Евр), дальневосточный (ВКЭ-ДВ) и сибирский (ВКЭ-Сиб) (Ecker et al., 1999; Gritsun 
et al., 1993; King et al., 2012). Кроме того, были описаны два предполагаемых субтипа ВКЭ: 
байкальский (Demina et al., 2010) и гималайский (Dai et al., 2018). ВКЭ-Сиб является 
наиболее распространенным субтипом и был обнаружен во всех регионах, где был выявлен 
ВКЭ, за исключением Западной и Центральной Европы. 

Хотя попытки описания изменчивости ВКЭ и особенно, ВКЭ-Сиб, предпринимались 
ранее (Demina et al., 2010; Kovalev et al., 2009; Pogodina et al., 2004; Tkachev et al., 2011; 
Zlobin et al., 2001a, 2001b), подробный анализ генетического разнообразия различных 
субтипов ВКЭ, а также географического распространения различных генетических 
вариантов разных субтипов ВКЭ в Евразии не проводился. 

В случае исследований коллекций вирусов использование «классических» подходов, 
основанных на секвенировании по Сэнгеру, неэффективно и требует много времени. 
Решением этой проблемы может стать использование подходов секвенирования нового 
поколения (NGS) для анализа больших наборов образцов штаммов ВКЭ. Судя по недавним 
публикациям, методы массового геномного секвенирования ВКЭ с использованием NGS 
для вирусов и ВКЭ, в частности, до сих пор четко не разработаны и не оптимизированы, 
поэтому целью нашего проекта являлась оптимизация методов NGS для полногеномного 
секвенирования ВКЭ. 

Технологии выделения РНК для дальнейшего секвенирования на основе подходов 
NGS различны и могут привести к неоднозначным результатам, поэтому было необходимо 
отработать алгоритм выделения РНК с последующим полногеномным секвенированием, 
что позволило бы восполнить пробел в данных по генетике ВКЭ путем секвенирования 
геномов различных субтипов ВКЭ и их генетических линий из разных коллекций вирусов. 
Такой подход был предложен, во-первых, в связи с тем, что в настоящее время в базах 
данных GenBank представлено всего около 250 полных последовательностей геномов ВКЭ 
(из них только около 50 для ВКЭ-Сиб), а во-вторых, только полные последовательности 
генома являются наиболее точными и информативными, позволяют описать генетическое 
разнообразие и эволюционные процессы, происходящие с вирусом. 
 
 
 
 



МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
 
Образцы штаммов ВКЭ. 

В рамках выполняемого проекта из коллекций Института систематики и экологии 
животных СО РАН (г. Новосибирск), Омского института природно-очаговых инфекций (г. 
Омск) и ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека (г. 
Иркутск) было отобрано 300 образцов штаммов вируса клещевого энцефалита (ВКЭ), 
выделенных из различных источников (клещи, мелкие млекопитающие, клинические 
образцы и др.) из различных географических регионов Евразии. Фрагменты мозга белых 
лабораторных мышей, зараженных штаммами ВКЭ, были погружены в реагент DNA/RNA 
Shield (Zymo Research, США), который обеспечивает стабильность нуклеиновых кислот в 
процессе  хранения/транспортировки образцов при температуре окружающей среды (4-
25°С).  Реагент эффективно инактивирует  вирусы и лизирует клетки, что описано в 
инструкции производителя.  
 
Оптимизация способа выделения вирусных РНК.  

Для выявления оптимального способа выделения нами были использованы 
несколько методов с последующей количественной оценкой выделенной РНК (Табл. 1): 

1. Выделение РНК  из мозговых тканей зараженных мышей с использованием 
набора NucleoZOL (Takara Bio, Япония). Для этого ткань (25 мг) подвергали шоковой 
заморозке с помощью жидкого азота и гомогенизировали механическим способом с 
помощью ступки и пестика согласно протоколу производителя.  

2. Выделение РНК из мозговой суспензии с использованием QIAamp Viral RNA 
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Германия) согласно протоколу производителя. 

3. Выделение РНК  из мозговых тканей зараженных мышей, предварительно 
гомогенизированных механическим способом с помощью ступки и пестика, с 
использованием QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Германия) согласно протоколу 
производителя.  

4. Выделение РНК из мозговой суспензии с использованием Quick-RNA™ Viral 
Kit (Zymo Research, США) согласно протоколу производителя. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Таблица 1. Количественная оценка РНК из образцов 1,2,3 с использованием разных 
способов выделения на спектрофотометре NanoPhotometer® NP80 (Implen, Германия) и 
флуориметре  Qbit 3.0 Fluorometer BR Assay Kit (Invitrogen, США). 
 
1. NucleoZOL  
(из 25 мг ткани) 

2. QiA Viral RNA 
(из 140 мкл.  
суспензии) 

3. QiA Viral RNA 
(из ткани) 

4. Zymo 
(из 200 мкл. 
суспензии) 

Образ
цы 

Nanondrop,
нг/мкл 

Qubit (BR), 
нг/мкл 

Nanondrop, 
нг/мкл 

Qubit( BR), 
нг/мкл 

Nanondrop, 
нг/мкл 

Qubit (BR), 
нг/мкл 

Nanondrop, 
нг/мкл 

Qubit ( BR), 
нг/мкл 

1  237,9 151,4 28,8 26,4 97,3 74,5 57 41,8 
2  221,6 146,5 29,4 22,4 124,4 87 162,8 77,2 
3    14 9,8 43,4 35,6   

 
Сравнение вышеизложенных методов выделения РНК показали, что наиболее 

подходящим способом выделения суммарной РНК по показателям цена/качество/время 
экстракции было использование набора QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Германия) в соответствии с инструкцией производителя. 

 

Выделение вирусных РНК.  
Процесс выделения вирусных РНК осуществлялся с помощью набора реагентов 

QIAamp Viral RNA Kit, согласно протоколу производителя. Качество и количество 
выделенной РНК оценивали с помощью спектрофотометра Nanondrop (ThermoFisher 
Scientific).  Концентрация нуклеиновых кислот варьировала от 10 до 250нг/мкл (Табл.2). 

Таблица 2. Пример измерения концентрации РНК с помощью спектрофотометра Nanondrop 
(ThermoFisher Scientific). 
Образец
  

Концентрация, 
нг/мкл 

Образец Концентрация,
нг/мкл 

Образец  Концентрация,
нг/мкл 

5977 105 13075 102,5 2033-85 31,2 
8740 234,7 13080 75,4 2018-85 29,5 
8788 22,4 13169 80,2 2045-85 18,6 
11573 29,2 13191 41,7 2021-85 19,1 

 
Первичный скрининг образцов РНК на наличие специфичной РНК ВКЭ 

осуществлялся с помощью ПЦР целевых фрагментов РНК генома ВКЭ с использованием 
набора олигонуклеотидных праймеров, комплементарных области генов E-NS1 вируса 
клещевого энцефалита различных субтипов и генетических линий (Табл.3). Применение 
ПЦР с использованием данных праймеров позволяло достоверно определять наличие РНК 
ВКЭ в образце. 

 
 Таблица 3. Последовательности  праймеров для ПЦР. 

 

Название праймера Последовательность 
TBEV_E7 5’ – ggcatagaaaggctgacagtg -3’ 
TBEV_E10 5’- gatacctctctccacacaaccag -3’ 



Постановка обратной транскрипции с последующим ПЦР осуществлялась с 
использованием набора BioLabMix (г. Новосибирск, Россия). Согласно следующей схеме 
(Табл.4) готовили реакционную смесь, содержащую необходимые компоненты, и 
добавляли к образцам РНК. 

Таблица 4. Компоненты для ПЦР-амплификации и объём реакционной смеси на 1 образец.  

Компонент Обьем, мкл 
ОТ-ПЦР-РВ 12,5  
БиоМастер микс 1 
Праймер TBEV_Е7 (1 о.е/мл) 1 
Праймер TBEV_Е10 (1 о.е/мл) 1 
РНК  2  
Безнуклеазная вода 7,5 

 

ПЦР проводили, используя рекомендованные ниже температурные условия (Табл.5) 

Таблица 5. Программа амплификации для детекции вируса клещевого энцефалита. 

Шаг Температура, °С Время 
инкубации 

Количество 
циклов 

Обратная 
транскрипция 

45 30 мин 1 

Предварительная 
денатурация  

95 5 мин 1 

Денатурация  95 30 сек 35 
Отжиг 48 30 сек 
Элонгация 72 1 мин 
Хранение 4 ~   

  

 Для регистрации продуктов  амплификации применяли электрофорез в агарозном 
геле (1%)  в присутствии бромистого этидия. Для определения длин фрагментов продуктов 
использовали маркеры длины Gene Ruler (Thermo Scientific), которые позволяют 
идентифицировать фрагменты ДНК длиной от 100 до 10 000 пар нуклеотидов (Рис. 1).  
 

 
Рисунок 1. Пример электрофореза ПЦР-фрагментов, полученных с помощью 

олигонуклеотидов TBEV_E7 и TBEV_E10. Крайние дорожки – маркеры длины Gene Ruler.  



 
По результатам электрофореза отбирали образцы с ПЦР продуктом длиной 341 п.н. 

для дальнейшей работы.  
 
Приготовление РНК-библиотек. 

Немаловажным критерием для приготовления РНК - библиотек является оценка 
индекса целостности выделенной РНК (RNA Integrity Number (RIN)), и данный показатель 
должен быть не меньше 7. Проверка целостности РНК большинства наших образцов 
показала, что данный показатель слишком низкий для использования этой РНК в качестве 
матрицы (Рис.2). Но, несмотря на низкий RIN, были подготовлены пробные библиотеки и 
результаты их последующего секвенирования не отличались от образцов с высоким 
индексом целостности. Поэтому, было принято решение данный показатель не учитывать 
при подготовке библиотек.  

  

Рисунок 2. Оценка индекса целостности выделенной РНК с помощью прибора Agilent 
2100 Bioanalyzer с использованием чипа Eukaryote Total RNA Pico. 

Пробоподготовка РНК-библиотек осуществлялась с помощью набора KAPA RNA 
HyperPrep Kit (Roche, США) согласно протоколу производителя. Были подобраны 
оптимальные условия по некоторым пунктам протокола: фрагментация проводилась при 
94°C в течение 4 минут, для лигирования использовали адаптеры, разведенные в 2 раза.  

При оптимизации фрагментации были опробованы 2 варианта. В первом случае, 
фрагментировали 5 минут при 85°C, данный режим рекомендован при использовании 
частично деградированной РНК. Используя этот режим, мы получили библиотеки с более 
длинными фрагментами,  чем рекомендовано в протоколе (более 440 п.н.) (Рис.4). 

 

 



 

 

 

Рисунок 4. Распределение длин фрагментов библиотеки при фрагментации 5 минут 
при 85°C на системе 4150 TapeStation Agilent Technologies c использованием картриджей 
ScreenTape D1000 (Agilent Technologies, США). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Следующие образцы фрагментировали 4 минуты при 94°C и получили фрагменты, 
которые соответствуют условиям протокола (фрагменты от 330 п.н.) (Рис.5). 

  

 

Рисунок 5. Распределение длин фрагментов библиотеки при фрагментации 4 минут 
при 94°C на системе  4150 TapeStation Agilent Technologies c использованием картриджа  
ScreenTape D1000 (Agilent Technologies, США). 

Количественную оценку полученных библиотек осуществляли путем измерения 
концентрации библиотеки с помощью флуориметра Qbit 3.0 Fluorometer HS Assay Kit 
(Invitrogen, США), которая варьировала от 10 до 50 нг/мкл. Далее, на системе 
автоматизированного электрофореза 4150 TapeStation Agilent Technologies c 
использованием картриджа ScreenTape D1000 (Agilent Technologies, США) смотрели 
качество финальных библиотек. Библиотека считалась качественной, если фрагменты 
находятся в области 200-700 пар нуклеотидов, с преобладанием в диапазоне 350-500 пар 
нуклеотидов (Рис. 6).  



 

Рисунок 6. Электрофореграмма готовых  библиотек перед постановкой 
гибридизации на системе  4150 TapeStation Agilent Technologies c использованием 
картриджа ScreenTape D1000 (Agilent Technologies, США). Дорожка А1(L) – это 
автоматический маркер с известными фрагментами, дорожки В1-H2 финальные  
библиотеки. 

 

Таргетное обогащение библиотек. 
Таргетное обогащение библиотек осуществляли с использованием технологии 

SeqCap EZ (Roche, Швейцария). Для этого была сконструирована и заказана панель 
олигонуклеотидов, соответствующих различным фрагментам геномов ВКЭ всех известных 
последовательностей ВКЭ различных субтипов и геновариантов, присутствующих в 
настоящее время в базах данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). 
Качественную оценку обогащенной ДНК-библиотеки проводили на системе 
автоматизированного электрофореза 4150 TapeStation Agilent Technologies c 
использованием картриджа ScreenTape D1000 (Agilent Technologies, США). Средний 
диапазон длин библиотеки должен находиться в пределах 200-700 пар нуклеотидов, с 
преобладанием в диапазоне 300-400 пар нуклеотидов (Рис.7).  

 

 

 



 
Рисунок 7. Распределение длин фрагментов конечного пула библиотек на системе 4150 
TapeStation Agilent Technologies c использованием картриджа ScreenTape D1000 (Agilent 
Technologies, США). 

Секвенирование готовой библиотеки производили с помощью 
высокопроизводительного секвенатора нового поколения MiSeq (Illumina). Использовали 
вариант секвенирования парных концевых фрагментов (2х150), общее количество циклов 
составило 300. 

Биоинформатическая обработка NGS данных и сборка геномов вируса клещевого 
энцефалита 

Процесс биоинформатической обработки геномных данных вируса клещевого 
энцефалита состоял из следующих этапов: 

1. Контроль качества сырых прочтений с помощью программы FastQC, которая 
позволяет определить общий профиль качества вдоль прочтений по метрике Phred 
score, определить количество адаптеров, диапазон длин прочтений, наличие 
контаминации с помощью GC состава и ряд других важных параметров, по которым 
определяется общее качество библиотек; 

2. Триммирование (очистка) данных с помощью программы fastp (Chen S. et al., 2018) 
от прочтений низкого качества и обрезки от технических последовательностей 
(адаптеров); 
 

Дальнейшие этапы зависят от количества прочтений, приходящихся на один 
образец. Так, при достаточно высоком покрытии образца, т.е. наличии большого 
количества прочтений на один образец, возможен сценарий, при котором реализуется 
сборка генома вируса de novo. При малом покрытии образцов, т.е. небольшом количестве 
прочтений на один образец, предпочтительно использовать метод картирования данных на 
опубликованные референсные (эталонные) геномы ВКЭ. 

3. В первом случае, при высоком покрытии библиотеки, нами использовалась 
программа rnaviralSPAdes – de novo сборщик для наборов данных РНК-вирусов, 



который берет на вход в алгоритмическую цепочку очищенные парноконцевые 
прочтения и выдает последовательности в формате fasta. 

4. Для оценки качества полученной сборки использовалось программное обеспечение 
QUAST (Gurevich A. et al., 2013).  На данном этапе оценивается общая длина сборки 
и количество длинных продолжительных участков ДНК (контигов). Если длина 
сборки составляла от 11107 п.о. (общая длина референсного генома GenBank: 
MH645618) и больше, мы считали, что мы собрали геном конкретного изучаемого 
ВКЭ.  

5. Так как сборщик rnaviralSPAdes может собирать несколько контигов, мы используем 
наиболее длинный контиг, который и является геномом ВКЭ. 

6. В случае недостаточного покрытия образца для сборки генома, полученные данные 
картировались с помощью программного обеспечения bwa mem (Li H., 2013) на 
эталонный геном ВКЭ (GenBank: MH645618). 

7. Полученные sam-файлы (текстовый формат для хранения биологических 
последовательностей) переводятся в bam-файлы (бинарный эквивалент SAM) с 
помощью набор утилит samtools c сортировкой и с дальнейшей дедупликацией с 
помощью программного обеспечения picard.  

8. Дедуплицированные bam-файлы используются для определения вариантов 
(аллелей) с помощью набора утилит GATK (Genome Analysis Toolkit), который 
позволяет определить варианты и записать их в удобный для дальнейших 
манипуляций формат vcf. После получение vcf файлов происходит фильтрация 
полученных вариантов в каждом отдельном файле по таким критериям, как глубина 
покрытия варианта (не меньше 10 прочтений на вариант) и качество определения 
варианта (не менее 20). 

9. С помощью утилиты FastaAlternateReferenceMaker, входящей в программный пакет 
GATK, генерируется альтернативная эталонная последовательность генома в 
указанном интервале в формате fasta. Учитывая набор вариантов, 
FastaAlternateReferenceMaker заменяет эталонные основания в местах вариаций 
основаниями, указанными в соответствующих записях набора. 

 

Таким образом, в ходе обработки данных использовали два подхода для определения 
последовательности генома ВКЭ, что исключает вероятность наличия некачественных 
геномов.  
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