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Секвенированием методом полимеразной цепной реакции исследованы нуклеотидные последовательности локуса 
гена p66 у 88 изолятов Borrelia bavariensis, выделенных от мелких млекопитающих 8 видов из природного очага, рас-
положенного в Пермском крае России. Обнаружено 11 аллельных вариантов гена p66, отличающихся несинонимич-
ными заменами нуклеотидных последовательностей в секвенированных локусах. Большинство вариантов выявлено у 
основного в этом регионе резервуарного хозяина боррелий – рыжей полевки (Myodes glareolus) и полевки-экономки 
(Alexandromys oeconomus). Два из них оказались идентичными изолятам, полученным ранее от людей, больных иксо-
довым клещевым боррелиозом. Мелкие млекопитающие имеют решающее значение в сохранении генетической 
гетерогенности популяции B. bavariensis в периоды сезонной резервации эпизоотического процесса, включая цирку-
ляцию аллельных вариантов, встречающихся у инфицированных людей и способствующих адгезии возбудителя.
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The nucleotide sequences of the p66 gene locus in 88 Borrelia bavariensis isolates from small mammals of eight species from 
a natural focus located in the Perm region of Russia were analyzed by PCR-sequence analysis. Eleven allelic variants of the 
p66 gene were detected, differing by nonsynonymous nucleotide sequence substitutions at sequenced loci. The majority of 
variants were detected in the main reservoir hosts of Borrelia in this region – the bank vole (Myodes glareolus) and the root vole 
(Alexandromys oeconomus). Two of these variants were found to be identical to isolates obtained previously from humans with 
ixodid tick-borne borrelioses. Small mammals are crucial in maintaining the genetic heterogeneity of the B. bavariensis 
population during periods of seasonal quiescence of the epizootic process, including the circulation of allelic variants found in 
infected humans and contributing to the adhesion of the pathogen.
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Аллельные варианты локусов гена p66 у изолятов от мелких млекопитающих – резервуарных хозяев Borrelia bavariensis

Allelic variants of the p66 gene loci in isolates from small mammals – reservoir hosts of Borrelia bavariensis

И ксодовые клещевые боррелиозы (ИКБ) – группа этио-
логически самостоятельных хронических или рециди-

вирующих спирохетозных природноочаговых облигатно-
трансмиссивных инфекций, возбудители которых передают-
ся иксодовыми клещами [1]. Эти возбудители входят в ком-
плекс спирохет Borrelia burgdorferi sensu lato, который вклю-
чает более 22 видов. Патогенность для человека пока дока-
зана только для B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, 
B. bavariensis, B. spielmanii и B. mayonii [2]. В России выявле-
ны природные очаги всех перечисленных видов боррелий, 
за исключением B. mayonii. Наибольшее эпидемическое 
значение имеют B. garinii, B. afzelii и B. bavariensis [1, 3–5]. В 
Евразии эти боррелии формируют сложные трехчленные 
паразитарные системы, неразрывно связанные с жизненны-
ми схемами таежного (Ixodes persulcatus) и европейского 
лесного (I. ricinus) клещей. Существование клещей невоз-
можно без их прокормителей, которые в той или иной степе-
ни выполняют роль резервуарных хозяев боррелий. Мелкие 
млекопитающие – основные хозяева предимагинальных фаз 
развития этих клещей, причем наибольшее значение имеют 
лесные полевки родов Myodes и Craseomys, а также земле-
ройки бурозубки рода Sorex [6–8]. При выделении изолята 
для его номенклатуры были использованы первые буквы 
родового латинского названия животного-источника по 
И.М.Громову и др. [9], сохраняющиеся в музее боррелий и 
международном GenBank NCBI (см. далее). Здесь и далее в 
тексте статьи изменившиеся русские и латинские, а также 
английские названия мелких млекопитающих приведены в 
скобках по А.А.Лисовскому [10]. 

B. bavariensis описана как самостоятельный вид сравни-
тельно недавно. К нему отнесены боррелии, считавшиеся 
ранее генетической подгруппой NT29 В. garinii, которая рас-
пространена в природных очагах Евразии [3, 11, 12]. Факторы 

патогенности B. bavariensis, как и других возбудителей 
ИКБ,  – поверхностные белки мембраны бактерии [13]. 
Инфекционный процесс «запускается» адгезией боррелий к 
клеткам млекопитающих. Для начала этого процесса боль-
шое значение имеет белок P66, контролируемый одноимен-
ным геном [14–16].

В Пермском крае заражения ИКБ, как правило, происхо-
дят в результате укуса человека голодным инфицированным 
имаго клеща I. persulcatus – единственным источником воз-
будителей [17]. От пациентов в остром периоде заболевания 
были выделены изоляты B. bavariensis с тремя вариантами 
нуклеотидных и аминокислотных последовательностей ло-
куса гена p66 [18].

Цель исследования – выяснение роли мелких млекопи-
тающих, резервуарных хозяев B. bavariensis, в поддержании 
циркуляции в природном очаге различных аллельных вари-
антов гена p66, кодирующего соответствующий белок этого 
возбудителя, включая варианты, выявленные у пациентов, 
больных ИКБ.

Материалы и методы

Исследовано 88 изолятов боррелий из Государственной 
коллекции микроорганизмов – возбудителей инфекционных 
болезней человека II–IV групп патогенности («ГКМ Гамалеи», 
Москва). Они получены в 1992–2003 гг. от мелких млекопи-
тающих 8 видов (табл. 1) в природном очаге ИКБ в стацио-
наре (58.32° с.ш., 57.43° в.д.) в горно-таежных лесах 
Чусовского района Пермского края. Указанный период вре-
мени охватывал 4 цикла динамики численности зверьков. 
По результатам первичной идентификации методом полиме-
разной цепной реакции (ПЦР)/полиморфизма  длины  ре-
стрикционных фрагментов межгенного спейсера rrfA-rrlB они 

For citation: Golidonova K.A., Korenberg E.I., Kovalevskii Yu.V., Gorelova N.B., Matrosova V.A. Allelic variants of the p66 gene loci in isolates from small 
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Таблица 1. Количество исследованных изолятов от мелких млекопитающих разных видов и их распределение по аллельным 
вариантам локуса гена p66
Table 1. Number of studied isolates from small mammals of different species and their distribution by allelic variants of p66 gene locus

Вид млекопитающего и буквенное обозначение изолятов* / 
Mammal species and letter designation of isolates

Исследовано 
изолятов / 

Isolates 
analysed

Из них число каждого из 11 выявленных вариантов с порядковым 
номером фрагмента белка P66 / 

Of these, the number of each of the 11 identified variants with the 
sequence number of P66 protein fragment

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Рыжая полевка / Bank vole (Myodes glareolus) – Cg 59 29 13 – 2 5 3 2 2 1 1 1

Полевка-экономка / Root vole (Alexandromys oeconomus) – Mo 14 5 4 – 3 – – 2 – – – – –

Красная полевка / Northern red-backed vole (Myodes rutilus) – Crt 7 1 1 – 3 – 2 – – – – – –

Красно-серая полевка / Grey red-backed vole (Craseomys rufocanus) – Crf 2 – – – – – – – 2 – – – –

Лесная мышовка / Northern birch mouse (Sicista betulina) – Sb 2 – 1 – – – – – – – – 1

Обыкновенная бурозубка / Common shrew (Sorex araneus) – Sa 2 2 – – – – – – – – – – –

Темная полевка / Field vole (Agricola agrestis) – Ma 1 – – – 1 – – – – – – – –

Малая лесная мышь / Herb wood mouse (Sylvaemus uralensis) – Au 1 – – – – – – 1 – – – – –

Всего / Total 88 37 19 0 9 5 5 5 4 1 1 1 1

*См. примечание к разделу «Введение». После латинского названия указаны буквы в обозначениях изолятов.
See note to the Introduction section. The Latin name is followed by the letters in the isolate designations.
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были отнесены к B. garinii евразийской подгруппы NT29 [19]. 
Выборочная реидентификация методами мультилокусного 
сиквенс-анализа и типирования показала их принадлеж-
ность к виду B. bavariensis [3]. В исследованных экосистемах 
также циркулируют B. afzelii и B. garinii. Из 229 идентифици-
рованных изолятов боррелий, полученных всего от мелких 
млекопитающих, почти 43% составили моно- и микст-
культуры с B. bavariensis [20].

Мелких млекопитающих отлавливали живоловками в ию-
ле-августе, в период наибольшей сезонной инфицированно-
сти [21]. Их эвтаназию проводили диэтиловым эфиром в со-
ответствии с нормативным документом времени отлова 
зверьков. Возраст полевок определяли по степени стертости 
зубов по критериям Н.В.Тупиковой и соавт. [22]. Изоляция 
боррелий посевом на среду BSK проб из мочевого пузыря и 
биоптатов кожи ушей зверьков, а также культивирование по-
севов описаны ранее [21]. Частота встречаемости вариантов 
структуры локуса гена p66 среди изолятов B. bavariensis, по-
лученных посевом биоптатов ушной кожи и проб из мочевых 
пузырей зверьков, достоверно не отличалась (t = 0,04, t < 2,0).

Выделение ДНК бактерий проведено коммерческим на-
бором ПРОБА-НК «ДНК-технология» (Россия). ПЦР выпол-
нена в объеме 30 мкл, содержавшем 1 единицу Taq-
полимеразы, 1x ПЦР-буфер с MgCl2, 0,2 мкМ дНТФ, 3 мкл 
ДНК, деионизированную воду и по 0,2 мкМ праймеров: 
5’GAAATCTCAAGCTATGAAGAC-3’ (прямой) и 
5’-CTACATATGCTTCTGTTGAAATGG-3’ (обратный) [18]. Они 
фланкировали 280 п.н. локуса хромосомного гена p66, коди-
рующего одну из поверхностных петель белка P66 [23]. ПЦР 
проведена в амплификаторе Mastercycler nexus Eppendorf 
(Германия). Реакционная смесь нагревалась до 94°C в тече-
ние 1 мин, далее подвергалась 30 циклам денатурации в 
течение 30 с при 94°C, отжигу в течение 30 с при 53°C, элон-
гации в течение 30 с при 72°C. Финальная элонгация про-
ведена при той же температуре в течение 5 мин. ПЦР-
продукты очищали коммерческим набором HiPureGel DNA 
MiniKit Magen (Китай).

Ампликоны секвенированы с использованием набора ре-
активов ABI PRISM Big Dye Terminator v.3.1 и последующим 
анализом продуктов реакции на автоматическом секвенато-
ре ABI 3500xL DNA Analyser Applied Biosystems (США) в 
Центре коллективного пользования «Геном» (ИМБ РАН, 
Москва). Результаты проанализированы с использованием 
сервиса BLAST, программ Chromas, UGENE, MEGA11 и 
Jalview. Нуклеотидные и аминокислотные выравнивания вы-
полнены методом Muscle. Дендрограмма построена с помо-
щью 3-параметровой эволюционной модели Тамуры мето-
дом максимального правдоподобия при величине bootstrap 
1000 повторов.

В базу данных GenBank NCBI депонировано 15 нуклео-
тидных последовательностей локуса гена p66 (номера до-
ступа OR620166-OR620180).

Статистическая обработка данных выполнена для p = 0,95 
в программе Excel.

Результаты исследования и их обсуждение

Большинство исследованных изолятов получено от рыжих 
полевок и полевок-экономок, преобладающих в населении 

мелких млекопитающих горно-таежных лесов Пермского 
края, имеющих важное значение в прокормлении предима-
гинальных фаз иксодовых клещей и легко передающих им 
боррелии [8]. Рыжая полевка – один из основных резервуар-
ных хозяев боррелий, широко распространена в лесной зоне 
России [24, 25]. Зараженность этих полевок боррелиями в 
изученном очаге составляла 17,6% [26]. Полевка-экономка 
обычно занимала второе место по вылову. Этот вид про-
кармливает значительную часть предимагинальных фаз 
клеща I. persulcatus. Полевка-экономка  – дополнительный 
резервуарный хозяин боррелий [21]. Как и рыжая полевка, 
она распространена в лесной зоне России [7]. Зараженность 
экономок боррелиями составляла 23,1% [26]. Именно от этих 
двух видов зверьков получено большинство исследованных 
культур B. bavariensis. Красная, красно-серая полевки и дру-
гие, как правило, малочисленные грызуны представлены 
лишь единичными изолятами этой боррелии (табл. 1).

На исследованной территории значительная доля вылова 
мелких млекопитающих приходится на обыкновенную буро-
зубку, которая имеет существенное значение в прокормле-
нии клещей I. persulcatus и I. trianguliceps. Однако показатель 
зараженности S. araneus боррелиями составлял не более 
4–5% [26], от зверьков этого вида изолированы только 2 куль-
туры B. bavariensis (табл. 1). Эти данные, как и работы других 
авторов [1, 24, 27, 28], свидетельствуют о низкой восприимчи-
вости обыкновенных бурозубок к боррелиям и их слабом 
участии в поддержании эпизоотического процесса.

Дендрограмма нуклеотидных последовательностей ло-
кусов гена p66 всех исследованных изолятов B. bavariensis 
от 8 видов мелких млекопитающих выявила 14 ветвей 
(рис. 1), из которых только 11 образовывали кластеры (т.е. 
аллельные варианты). Для дальнейшего анализа гетеро-
генности локусов гена p66 и вариантов фрагмента белка 
P66 в паразитарной системе B. bavariensis этим кластерам 
даны порядковые номера в соответствии с уменьшением 
числа сходных изолятов. При этом первые три номера со-
хранены за нуклеотидными последовательностями, выяв-
ленными у людей, больных ИКБ, причем третий вариант 
обнаружен только у 1 изолята от людей с ИКБ [18]. На этой 
дендрограмме в вариант №1 объединены две ветви, вклю-
чающие изоляты от Sa-2814 до Hs-10, а также Mo-1165 и 
Cg-2752, поскольку сходство их нуклеотидных последова-
тельностей локусов гена p66 составило более 99,5%. Это 
тоже относится к вариантам №2 и №7 (рис. 1). Нуклеотидные 
последовательности локуса гена p66 изолятов Cg-2692 и 
Sb-3174 отличались больше 1,1%, поэтому они разделяют-
ся на варианты №11 и №12 соответственно. Различия 
между выявленными 11 вариантами достигали 3,2%, а 
сходство нуклеотидных последовательностей изолятов, 
сгруппировавшихся в общие кластеры, составило 98,9–
100%. Это свидетельствует о гетерогенности структуры 
гена p66 B. bavariensis, которая выявлена и у патогенных 
боррелий других видов [29–31]. Почти в половине класте-
ров оказались изоляты от зверьков нескольких видов. 
Исключения составили некоторые варианты, представлен-
ные единичными изолятами. Приведенные данные под-
тверждают отсутствие четкой связи определенного вариан-
та локуса гена p66 с конкретным видом его хозяина. 
Мелкие млекопитающие разных видов могут быть хозяева-
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ми нескольких различных генетических вариантов патоген-
ных боррелий одного вида [20, 32].

Для того чтобы определить, насколько широко распро-
странены выявленные аллельные варианты локуса гена p66, 
проведен анализ их нуклеотидного сходства с последова-
тельностями, имеющимися в базе данных GenBank. Так, ну-
клеотидные последовательности изолятов варианта №4 

(рис. 1) оказались сходными на 100% с таковыми у изолята 
BgVir B. bavariensis, выделенного от I. persulcatus из Томской 
области. Сиквенсы изолятов варианта №6 были наиболее 
сходными (99,6%) с последовательностями изолята Prm7019-
12 B. bavariensis, выделенного от I. persulcatus из Пермского 
края. Вариант №7 идентичен таковым изолята Tom5306 и 
сходен на 99,6% с изолятом Tom4606 B. bavariensis, которые 

Рис. 1. Дендрограмма нуклеотидных последовательностей локуса гена p66 изолятов от мелких млекопитающих различных видов. 
Изоляты от полевки-экономки обозначены красными ромбами; изоляты от мелких млекопитающих других немногочисленных 
видов – фиолетовыми квадратами; изоляты от людей с ИКБ – синими кружками; типовые штаммы B. bavariensis – зелеными круж-
ками. В круглых скобках – наименование штаммов боррелий; в квадратных скобках – номера доступа нуклеотидных последова-
тельностей локуса гена p66 в GenBank.
Fig. 1. Dendrogram of nucleotide sequences of p66 gene locus of isolates from small mammals of different species. Isolates from the root 
vole are marked with red rhombuses; isolates from small mammals of other few species are marked with purple squares; isolates from 
humans with ITBB are marked with blue circles; typical strains of B. bavariensis are marked with green circles. In parentheses – names of 
Borrelia strains; in square brackets – access numbers of nucleotide sequences of p66 gene locus in GenBank.
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выделены от таежных клещей из Томской области. 
Нуклеотидные последовательности вариантов №10 и №11 
идентичны сиквенсам изолятов Tom3101 и Tom1003 B. bava- 
riensis соответственно, полученных также от таежных кле-
щей Томской области. Следовательно, можно утверждать, 
что выявленные аллельные варианты локуса гена p66 у изо-
лятов от мелких млекопитающих достаточно широко рас-
пространены в России.

Дендрограмма аминокислотных последовательностей 
фрагментов белка P66 у всех изолятов от исследованных 
мелких млекопитающих различных видов (не приведена в 
связи с ограничением объема статьи) в целом подтвердила 
их кластеризацию на рис. 1 и выявила, что из 14 ветвей 
только 11 оказались с несинонимичными нуклеотидными за-
менами локусов гена p66 (табл. 1). Внутри этих кластеров 
аминокислотные последовательности белка P66 были иден-
тичны: значительная часть всех изолятов группировалась в 
1 и 2 кластеры (37 и 19 из 88 изолятов соответственно). У 
изолятов от рыжих полевок обнаружено 10 вариантов фраг-
мента белка P66; у полевок-экономок – 4. Наиболее часто 
зверьки этих видов были инфицированы боррелиями с 1-м 
(38,6 ± 5,2%) и 2-м (19,3 ± 4,2%) вариантами нуклеотидных 
последовательностей гена p66 (табл. 1).

Аминокислотное выравнивание выборочных образцов 
каждого варианта фрагмента белка P66 (рис. 2) показало, 
что они отличаются друг от друга по разнообразию и харак-
теру аминокислотных замен. Оно выявило вариабельный 
участок, состоящий из 31 аминокислоты, в котором большая 
часть замен произошла со сменой полярности определен-
ных аминокислот. Обнаружено, что 1-й и 2-й варианты фраг-
мента белка P66 отличаются друг от друга заменами со 

сменой полярности аминокислот в позициях 45, 56 и 61. 
Остальные варианты характеризовались большим количе-
ством аминокислотных замен, многие из которых также про-
изошли со сменой полярности (рис. 2). Такие замены, пред-
положительно, могут влиять на структуру петли белка P66 и, 
следовательно, на его функции, включая степень адгезив-
ности боррелий к клеткам человека, что требует отдельного 
специального изучения.

Исследованные изоляты были получены в годы разной 
численности зверьков. Во все годы ее динамики среди изо-
лятов от мелких млекопитающих с той или иной частотой 
обнаружено не менее 5 вариантов фрагмента белка P66, из 
которых наиболее часто встречались варианты 1 и 2 
(табл. 2). Эти данные позволяют считать, что мелкие млеко-
питающие даже в годы депрессии их численности способ-
ствуют сохранению генетической гетерогенности возбудите-
ля ИКБ в природном очаге. Отсутствие тех или иных вариан-
тов структуры белка P66 среди изолятов, полученных в 
определенные годы (табл. 2), объясняется их редкостью, 
требующей исследования большего числа образцов.

Для мелких млекопитающих, как известно, характерны не-
большая индивидуальная продолжительность жизни и бы-
страя смена генераций в их популяциях. Заражение боррели-
ями этих резервуарных хозяев обычно приводит к пожизнен-
ному хроническому инфекционному процессу, который со-
провождается размножением возбудителя [33]. Поэтому 
среди «старых» перезимовавших зверьков зараженность 
особей выше, чем среди сеголеток [27, 34]. В этой связи мы 
сравнили доли изолятов с наиболее часто встречающимися 
вариантами белка P66 (варианты 1 и 2) среди рыжих полевок 
установленного возраста, в отношении которых объем наших 

Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей у выборочных изолятов от мелких млекопитающих, представляющих 
все выявленные варианты фрагмента белка P66. Порядковый номер варианта приведен по вертикали перед номером изолята. 
Quality – качество выравнивания, consensus – консенсусная последовательность.
Fig. 2. Amino acid sequence alignment of selected isolates from small mammals representing all identified variants of P66 protein fragment. 
The variant number is given vertically before the isolate number. Quality – quality of alignment, consensus – consensus sequence.
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данных позволял произвести соответствующий расчет. Так, 
из 30 изолятов от полевок-сеголеток 21 (70,0 ± 6,5%) имели 
один из этих вариантов белка, а 19 изолятов от перезимовав-
ших «старых» зверьков – 16 (84,2 ± 5,2%). Различия между 
приведенными показателями недостоверны (t = 0,17; t < 2,0). 
Изложенные факты свидетельствуют о том, что перезимо-
вавшие зараженные мелкие млекопитающие, наряду с ли-
чинками и нимфами, инфицировавшимися в предшествовав-
шем сезоне, сохраняют паразитарную систему боррелий и их 
генетическую гетерогенность в природном очаге в период 
сезонной резервации эпизоотического процесса. Такая функ-
ция резервуарных хозяев особенно важна, поскольку транс-
овариальная передача спирохет группы возбудителей ИКБ от 
зараженных самок клеща личинкам дочерней генерации не 
происходит или (в отличие, например, от вируса клещевого 
энцефалита) наблюдается в редких случаях [1, 28, 35, 36]. 
Поэтому голодные личинки могут получить боррелии только 
при паразитировании на мелких млекопитающих, что опреде-
ляет возможность дальнейшей трансфазовой передачи этих 
спирохет нимфам.

Наиболее распространенные у изолятов от мелких мле-
копитающих 1-й и 2-й варианты фрагмента белка P66 
(табл. 1) оказались идентичны таковым двум вариантам у 
изолятов от людей, больных ИКБ, в Пермском крае. 
Сравнение их нуклеотидных и аминокислотных последова-
тельностей с таковыми из базы данных GenBank выявило, 
что эти два варианта были обнаружены у изолятов от 
людей, больных ИКБ, в Японии, а также у изолятов от кле-
щей I. persulcatus в России, Китае и Японии [18]. Это по-
зволяет предполагать, что два аллельных варианта (1-й и 
2-й) гена p66 имеют наибольшее распространение в при-
родных очагах B. bavariensis с основным переносчиком 
таежным клещом и резервуарными хозяевами этих спиро-
хет – мелкими млекопитающими.

Заключение

Результаты исследования показывают, что фоновым 
видам мелких млекопитающих (за исключением землероек) 
принадлежит решающее значение в поддержании циркуля-
ции Borrelia bavariensis с различными вариантами фрагмен-
та белка P66, включая 2 доминирующих, обнаруженных 
ранее у людей, заразившихся ИКБ. В восточно-европейских 
горно-таежных лесах наиболее важное значение для под-
держания генетической гетерогенности возбудителя в при-
родном очаге и ее сохранения в межэпизоотический период 
имеет рыжая полевка.
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