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Введение
Известно, что наиболее напряженные при

родные очаги трансмиссивных инфекций, пе
редаваемых клещ ами, приурочены к лесным 
ландш афтам  подзон южной тайги, подтаеж
ных лесов и к их высотно-поясным аналогам 
в горах [1]. Севернее указанных территорий, 
а такж е с увеличением  высоты над уровнем 
моря, из-за недостатка тепла циркуляция воз
будителей затруднена, а, вероятнее всего, и 
невозм ож на, из-за отсутствия условий для 
сущ ествования не только переносчика, но и 
немногочисленности основных резервуарных 
хозяев. И м ею щ иеся сведения об единичных 
находках таеж ного  клещ а за пределами его 
ареала свидетельствуют лишь о возможности 
заноса членистоногих на ту или иную терри
торию  [2]. Д анны х, дем онстрирую щ их либо 
отсутствие, либо наличие природных очагов 
трансм иссивны х инфекций на сегодняш ний 
день для территорий с пессимальными и погра
ничными условиями существования таежного 
клеща, практически, нет.

В 2004-2006 гг. нами получены подтверж
дения устойчивого обитания таежного клеща 
[Ixodes persulcatus Schulze, 1930] на Северном 
Урале и проведена оценка видового разнообра
зия патогенов, передаваемых с его участием [3; 
4; 5; 6]. В том числе, в биологических образцах 
взрослых голодных таежных клещей и мелких 
млекопитающих выявлены ДНК возбудителей

иксодовых клещевых боррелиозов -  спирохет 
комплекса Borrelia burgdorferi sensu lato (s.I.), 
представляющих серьезную опасность для здо
ровья человека и занимающих одно из ведущих 
мест по широте распространения и уровню за
болеваемости среди инфекций, передаваемых 
клещами [7: 8].

Таким образом, целью настоящ ей работы 
стало выявление генетического разнообразия 
возбудителей иксодовых клещ евых боррели
озов в регионально пессимальных условиях 
обитания таёжного клеща.
Материалы и методы

Исследования проведены в 2003-2008 гг. на 
территории заповедника «Денежкин Камень» 
и его окрестностях (С евероуральский и Ив- 
дельский р-ны Свердловской обл.). Ключевой 
участок расположен на восточном макросклоне 
Урала, в пределах Североуральской физико- 
географической провинции (59030'- 60000' в.д. 
и 60000' - 61030’ с.ш.). Голодных имаго (около 
700 особей) таежного клеща собирали ежегод
но (2004 - 2008 гг.). Для проведения паразито
логического осмотра и сбора биологических 
образцов на участках максимального обилия
1. persulcatus мелких млекопитающих отлавли
вали живоловками в июне - 1 -й половине авгу
ста 2004-2005 гг. Клещей после определения 
видовой принадлежности помещали в камеры 
дифференцированной влажности, где хранили 
до проведения исследования. Образцы крови 
зверьков помещали в индивидуальные пробир
ки с добавлением антикоагулянта и цитостати
ка и до исследования хранили при +40°С [3].

Б оррелий от 258 имаго таеж ны х клещ ей 
изолировали на искусственной среде BSK-H. 
Бактериологический посев и контроль за ро
стом боррелий осущ ествлены по методикам, 
описанны м  ранее [9; 10]. Д Н К  от клещ ей и 
из клеток боррелий выделены с применением 
коммерческих наборов производства «ДНК- 
технология» (г. М осква). Из образцов крови 
ДНК выделяли с использованием метода, опи
санного ранее [11].

ДНК боррелий выявлены с использовани



ем метода двухраундовой ПЦР. Использованы 
праймеры, направленные к концам генов 5S и 
23S рРНК, фрагментам генов 16S и OspA [12].

Определение нуклеотидных последователь
ностей выполнено для фрагментов генов 5S и 
23S рРНК. нуклеотидные последовательности 
их фрагментов определены с использованием 
праймеров, соответствую щ их анализируемо
му П Ц Р-фрагменту. И спользован набор Big 
DyeTM Terminator Cycle Sequensing Kit, анализ 
осуществлен в «Центре коллективного пользо
вания секвенирования ДНК» СО РАН (http:// 
www.sequest.niboch.nsc.ru).

Сравнение и анализ нуклеотидных последо
вательностей выполнены с помощью программ 
BlastN (http://w w w.ncbi.nlm .nih.gov/BLA ST) и 
MEGA 4.0. (Tamura et al., 2007). Определенные 
последовательности внесены  в базу данны х 
GenBank под номерами: FJ 976195 -  976197 и 
FJ 976201 -9 7 6 1 9 9 .

Всего п р о ан а л и зи р о в а н о  540 о б р азц о в  
взрослых голодных таежных клещей и 207 об
разцов крови мелких млекопитающих. 
Результаты и их обсуждение

Анализ нуклеотидных последовательностей 
межгенного спейсера 5S -  23S РНК позволил 
установить, что на обследованной территории

в клещ ах и зверьках циркулируют боррелии 
видов В. garinii и В. afzelii. Сравнение полу
ченных последовательностей ДНК с опублико
ванными ранее показало, что для отнесённых к 
одному виду последовательностей межгенного 
спейсера ДНК боррелий уровень гомологии 
варьирует от 96 до 99% (рис. 1).

П омим о В. afzelii подгруппы VS461, ш и
роко распространенной в природных очагах 
иксодовых клещевых боррелиозов. на обсле
дованной  территории встречается В. afzelii 
подгруппы NT28, впервые детектированная в 
Японии М асузава с соавторами [13]. Позднее 
показано, что подгруппа NT28 вида В. afzelii 
широко распространена на территории России 
и сопредельных стран [8]. Основные отличия, 
характеризую щ ие генетическую  подгруппу 
этого вида, выявлены между 94-98 нуклеотида
ми, для проведения внутривидовой дифферен- 
цировки данного вида В. afzelii возможно ис
пользовать только определение нуклеотидных 
последовательностей локуса. В обследованном 
регионе ДНК В. afzelii подгруппы NT28 зафик
сирована в образцах клещей и крови мелких 
млекопитающих (табл.1).

Таблица 1
Встречаемость ДНК В. burgdorferi s.l. в клещах I. persulcatus и мелких млекопитающих,

отловленных на Северном Урале

Источник
ДНК

В. garinii 
NT 29

В. garinii 
20047

В. afzelii 
VS461

В. afzelii 
NT28

В. afzelii+ 
NT 29

В. afzelii+ 
20047 нетипичные

Живые голодные 
имаго таежного 
клеща 17 5 8 2 1 1 1
Изоляты боррелий 5 2 2 - - - 1
Кровь мелких 
млекопитающих 3 0 3 3 0 0 1
Всего 25 7 13 5 1 1 3

На обследованной территории устойчиво 
встречаются боррелии двух генетических под
групп вида В. garinii: N T29 и 20047. Данны е 
генетические подгруппы широко распростра
нены в природных очагах ИКБ на территории 
России. Известно, что лесных клещах (Ixodes

ricinus) В. garinii подгруппы NT29 не выявлена 
[13]. В ходе исследования нами выявлены два 
ранее не встречавшихся варианта последова
тельности ДНК межгенного спейсера В. garinii 
подгруппы 20047.

http://www.sequest.niboch.nsc.ru
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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в . a.  v s 4 6 i c t g c g a g t t c g c g g g a g a g t a a g t t a t t g c c a g g g t t t t t a t t t t a t a c t t t a a a c c t t g a a t t t a t t t t t t a A a t g t t t a t a t --------------- TATTTG--------------------------------ААТ
В.  a .  NT28 CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTATTGCCAGGGTTTTTATTTTATACTTTAAACCTTGAATTTATTTTTTAAAT-TTTATAT--------------- TATTTG-------------------------------- ААТ
N U 06R ut05 CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTATTGCCAGGGTTTTTATTTTATACTTTAAACCTTGAATTTATTTTTTAAATGTTTATAT--------------- TATTTG--------------------------------ААТ
NU7 4 G la r 0 5  CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTATTGCCAGGGTTTTTATTTTATACTTTAAACCTTAAaTTTATTTTTTAAATGTTTATAT--------------- TATTTG-------------------------------- AAT
B . g .  Chy 1 3p CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTATTGCCAGGGTTTTTGTTTTATACTTTAAACATTGATTTTATTTTTTA-----------------TAT--------------TATTTG-------------------------------- AAT
N U 22R ut05 CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTATTGCCAGGGTTTTTGTTTTATACTTTASiACATTGATTTTATTTTTTA----------------TAT--------------TATTTG-------------------------------- AAT
B . g . NT29 CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTATTGCCAGGGTTTTTATTTTATACTTTAAACATTGATTTTATTTTTTATGTTTTTAGATGTTCATGTTTTTG--------------------------------AAT
NU81m05 CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTATTGCCAGGGTTTTTATTTTATACTTTAAACATTGATTTTATTTTTTATGTTTTTAGATGTTTATGTTTTTG--------------------------------AAT
B . g .  200 4 7  CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTGTTGCCAGGGTTTTTGTTTTATACT(rtAftACATTGATTTTATTTTTTATGTTTTTAGATGTTCATGTTTTTG--------------------------------AAT
NU04m07 CTGCGAGTTCGCGGGAGAGTAAGTTGTTGCCAGGGTTTTTGTTTTATACTxitiSSACATTGATTTTATTTTTTATGTTTTTAGATGTTCATGTTTTTG--------------------------------AAT

B . a .  VS461 AAAAC AT T С AAAT AAT AT AAAAAAT AAT ATATATAT—
В . a . NT28 GTTTTATTT AAATAATATAAAAAATAATATATATAT—
NU06Rut05 GTTTTATTCAAATAATATAAAAAATAATATATATAT—
NU74Glar05 GT T TT AT T С AAAT AAT ATAAAAAAT AAT ATATATAT—
B . g .  C h y l3 p  AAAACATTCAAA-AACATAAAAAATAAAATATATAT—
NU22Rut05 AAAACATTCAAA-AACATAAAAAATAAAATATATAT—
В . g . NT29 GTTTTATTTAAATAATATAAAAAATAAAATATATAT-
NU81m05 GTTTTATTTARATAATATAAAAAATAAAATATATAT-
B . g .  20047 GTTTTATTCAAATAATATAAAAAATAAAATATATAT-
NU81m05 GTTTTATTCAAATAATATAAAAAATAAAATATATAT-

t g a c a t g g a t t a Aa c a a a g a t a t a t a t t a t t c t a t g t t g t a t a a a c a a a t t g g c a a a a t a g a g a t g g a a g a t a a a a a t
TGACATGGATTAAACAAAGATAT-TATTATTCTATGTTGTATAAACAAATTGGCAAAATAGAGATGGAAGATAAAAAT
t g a c a tg g a Tt a a a c a a a g a t a t a t a t t a t t c t a t g t t g t a t g a a c a a a t t g g c a a a a t a g a g a t g g a a g a t a a a a a t
t g a c a t g g a t t a a a c a a a g a t a t a t a t t a t t t t a t g t t g t a t a a a c a a a t t g g c a a a a t a g a g a t g g a a g a t a a a a a t
tg a c a t g g a t t a a a c a a a g a t a t a t a t t a t t c t a t g t t g t a t a a a c a a a t t g g c a a a a t a g a g a t g g a a g a t a a a a a t
TGACATGGAjp.'fteslACAAAGATATATATTATTCTATGTTGTATAAACAAATTGGCAAAATAGAGATGGAAGATAAAAAT
t g a c a tg g a | ^ m a c a a a g a t a t a t a t t a t t c t a t g t t g c a t a a g c a a a t t g g c a a a a t a g a g a t g g a a g a t a a a a a t
t g a c a tg g a t t a Aa c a a a g a t a t a t a t ta tt c ta tg tt g c a ta a g c a a a t t g g c a a a a ta g a g a t g g a a g a ta a a a a t
■t g a c a tg g a t t a a a c a a a g a t a t a t a t t a t t c t a t g t t g t a t a a a c a a a t t g g c a a a a t a g a g a t g g a a g a t a a a a a t
t g a c a tg g a t t a a a c a a a g a t a t a t a t ta tt c t a t g t tg ta ta a a c a a a t tg g c a a a a t a g a g a tg g a a g a t a a a a a t

B . a .  VS461 a t g g t c a a a g t a a t a a g a g t c t a t g g t g a a t g c c t a g g a
B . a .  NT28 ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
N U 06R ut05 ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
N U 74G lar05  ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
B . g .  C h y l3 p  ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
N U 22R ut05 ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
B . g .  NT29 ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
NU81m05 ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
B . g .  20047  ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA
NU04m07 ATGGTCAAAGTAATAAGAGTCTATGGTGAATGCCTAGGA

Рис. 1. Сравнение нуклеотидных последовательностей межгенного спейсера 5S-23S рРНК видов В. garin ii и В. afzelii

Сокращения: В.а. - В. afzelii, B.g. - В. garinii. Ж ирным шрифтом отмечены последовательности, полученные в данной работе и инсерция АТ.
Ж ирным и подчеркнутым шрифтом выделены — GTTTT мотив в последовательностях Л. afzelii. Серым фоном выделены сайты 
узнавания эндонуклеазой рестрикции M seI, подчеркнут дополнительный сайт узнавания и делеция ТА.



В сравнении с последовательностями типо
вого ш тамм а В. garinii 20047 в одном случае 
зафиксирована делеция двух нуклеотидов (ТА), 
в другом - инсерция пары нуклеотидов (ТА). 
С равнительны й анализ последовательности  
ДНК. содержащ ей инсерцию, с имеющимися 
в GenBank выявил две аналогичные последо
вательности м еж генного спейсера боррелий 
(AY772203, AY772202). Данные боррелии изо
лированы от клещей Ixodes pavlovskyi, отлов
ленных на территории Казахстана [14].

У мелких млекопитающих -  группы участву
ющей в прокормлении всех фаз развития таеж
ного клещ а, Д Н К В. garinii подгруппы N T29 
выявлена с той же частотой, что и генетические 
группы вида В. afzelii.

В 2006 г. проведена изоляция боррелий от го
лодных имаго таежных клещей на среде BSK-H. 
П роанализировано 260 клещ ей, получено 11 
изолятов. В 10 случаях выявлены виды: В. afzelii 
и В. garinii. Дополнительный анализ изолята с 
праймерами к фрагментам генов рбб. glpQ и 16S 
рРНК (в печати) показал, что он принадлежит 
виду Borrelia miyamotoi. Впервые боррелии В. 
m iyam otoi изолированы в 1995 г. из таеж ных 
клещей в Японии (Fukunaga et al., 1995). Ре
зультаты целого ряда исследований [15-19], по
казали их генетическую  близость боррелиям 
группы клещевых возвратных лихорадок (KBJT), 
как известно, переносимых клещами семейства 
Argasidae . Позже В. miyamotoi зафиксирована в 
клещах Ixodes ricinus (L. 1758), Ixodes pacificus 
(Cooley et Kohls, 1943) и Ixodes scapularis (Say, 
1821) [20; 21]. При дальнейшем пересеве полу
ченный изолят утратил ростовые свойства.

Таким образом, в природных очагах ИКБ, 
расположенных на территории Новосибирской 
области, нами зафиксированы два вида борре
лий В. garinii и В. afzelii. Генетические вари
анты этих видов представлены не только даль
невосточными В. garinii подгруппы NT29 и В. 
afzelii подгруппы NT28, но и европейскими В. 
garinii подгруппы 20047 и В. afzelii подгруппы 
VS461. Сравнительный анализ с литературными 
данными показал, что генетическая гетероген

ность боррелий, циркулирующих на северной 
границе распространения таежного клеща не 
ниже, чем это выявлено для территорий с бо
лее благоприятными условиями существования 
таежных клещей, в частности, для природных 
очагов Среднего Предуралья [22-24].
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