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Резюме. Проведен комплексный анализ клещей и образцов крови грызунов с целью выявления патогенов, пере-
дающихся клещами: возбудителей иксодового клещевого боррелиоза, гранулоцитарного анаплазмоза и моноци-
тарного эрлихиоза человека, а также вируса клещевого энцефалита и Borrelia miyamotoi. Всего с помощью ПЦР-
анализа в режиме реального времени (ПЦР-РВ) с использованием наборов серии “Реал-Бест” (ЗАО «Вектор-Бест», 
г. Новосибирск) исследовано 706 клещей Ixodes spp. из Новосибирской области и 111 образцов крови мышевидных 
грызунов из Омской области. Как в клещах, так и в образцах крови была обнаружена ДНК Borrelia burgdorferi sensu 
lato, Borrelia miyamotoi, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia muris, а также РНК вируса клещевого энцефалита. Было 
показано, что ДНК/РНК хотя бы одного из исследуемых патогенов выявляется в образцах от более 60% клещей и 
грызунов, при этом наблюдалось одновременное инфицирование клещей и животных двумя, тремя и даже четырь-
мя возбудителями.

Ключевые слова: инфекции, переносимые клещами; возбудители клещевого энцефалита, иксодовый клещевой 
боррелиоз, гранулоцитарный анаплазмоз человека, моноцитарный эрлихиоз человека.

A COMPREHENSIVE APPROACH TO REVEALING THE INFECTION CAUSATIVE AGENTS 
TRANSMITTED BY TICKS USING REAL-TIME PCR
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Summary. Ixodes ticks and the blood samples of small mammals were analyzed for the presence of tick-transmitted 
agents of following diseases – Lyme borreliosis, human granulocytic anaplasmosis and human monocytic ehrlichiosis as 
well as tick-borne encephalitis virus and Borrelia miyamotoi. Totally, 706 Ixodes spp. ticks from Novosibirsk region and 111 
blood samples of small mammals from Omsk region were analyzed by real-time PCR using “Real-Best” kits (Joint-stock 
company “Vector-Best”, Novosibirsk). Both ticks and blood samples were shown to contain Borrelia burgdorferi sensu lato, 
Borrelia miyamotoi, Anaplasma phagocytophilum and Ehrlichia muris DNA as well as tick-borne encephalitis virus RNA. It 
was shown that more than 60% of ticks and blood samples analyzed contain DNA/RNA of at least one of the tested agents. A 
simultaneous infection of ticks and mammals by 2, 3 and even 4 agents was demonstrated.

Key words: tick-transmitted infections, agents of tick-borne encephalitis, Lyme disease, human granulocytic anaplasmosis, 
human monocytotropic ehrlichiosis.

Территория Российской Федерации входит в состав 
одного из наибольших в мире ареалов иксодовых кле-
щей, простирающегося через всю Евразию. В России 
регистрируется порядка полумиллиона в год постра-
давших от укусов клещей, однако реальное число по-
страдавших людей может значительно превышать име-
ющиеся статистические данные.

Иксодовые клещи являются переносчиками воз-
будителей целого ряда заболеваний человека, объеди-
няемых термином “инфекции, переносимые клещами” 
(ИПК). В России систематически осуществляется ла-
бораторная диагностика и эпидемиологический над-
зор лишь за клещевым энцефалитом (КЭ), иксодовым 

клещевым боррелиозом (ИКБ) и риккетсиозом. В то же 
время лабораторный контроль других ИПК, таких как, 
гранулоцитарный анаплазмоз человека (ГАЧ), моноци-
тарный эрлихиоз человека (МЭЧ), лихорадка, вызван-
ная Borrelia miyamotoi, и систематический эпидемио-
логический надзор над ними до сих пор не получили 
должного распространения. При этом в РФ этиология 
сезонных острых лихорадочных проявлений, возника-
ющих после присасывания клещей, довольно часто (до 
40% и более) остается невыясненной [1,10].

Заболевания ГАЧ и МЭЧ, объединенные в недавнем 
прошлом под термином “эрлихиозы человека”, – острые 
инфекционные трансмиссивные заболевания, перено-
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симые иксодовыми клещами. Возбудителями эрлихио-
зов являются размножающиеся в лейкоцитах внутри-
клеточные грам-отрицательные бактерии из семейства 
Anaplasmataceae: Anaplasma phagocytophilum (в случае 
ГАЧ), Ehrlichia muris и Ehrlichia cha;eensis (в случае 
МЭЧ) [5]. Клинически ГАЧ и МЭЧ почти неразличимы 
и имеют широкий спектр проявлений: от бессимптом-
ной или субклинической формы до летального исхода, 
составляющего от 0,5% до 3,5% [12]. При своевремен-
ном диагностировании ГАЧ и МЭЧ успешно поддаются 
лечению с помощью доксициклина и других антибио-
тиков тетрациклинового ряда [5,12].

В настоящее время патогенность Borrelia miyamotoi 
для людей не общепризнанна, тем не менее, работы по-
следних лет свидетельствуют, что ДНК данных бакте-
рий обнаруживается у больных с острыми лихорадками 
с присасыванием клещей в анамнезе [7,13].

Отсутствие особых патогномоничных симптомов 
при инфекциях, передающихся иксодовыми клещами, 
за исключением мигрирующей эритемы у части боль-
ных при заболевании ИКБ, определяет необходимость 
использования методов специфической лабораторной 
диагностики ИПК. Клинические признаки большинства 
заболеваний, переносимых клещами, могут проявиться 
лишь спустя длительное время. Поэтому при укусе кле-
ща актуально проведение превентивной терапии, осно-
ванием для назначения которой является обнаружение 
в клеще возбудителей ИПК. Показано, что назначение 
соответствующих антибиотиков в первые 5 дней с мо-
мента укуса предотвращает развитие заболевания ИКБ 
в 95-99% случаев [3]. Наличие в анамнезе укуса клеща, 
зараженного одним или несколькими возбудителями 
ИПК, может способствовать постановке правильного 
диагноза заболевания и его адекватного лечения.

В связи с этим возникает острая необходимость 
разработки комплексного подхода для лабораторного 
анализа клещей, снятых с пострадавших, с целью одно-
временного выявления в них всех актуальных для кон-
кретного региона возбудителей ИПК. Для решения этой 
задачи наиболее перспективным является выявление 
нуклеиновых кислот возбудителей ИПК при помощи 
ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ). ПЦР-РВ 
позволяет по единой методике выявлять сразу несколь-
ко маркеров в одной пробе и при этом характеризуется 
относительно высокой скоростью исполнения, позво-
ляющей получить результат анализа в течение несколь-
ких часов с момента забора пробы.

В настоящее время в ЗАО “Вектор-Бест” производят-
ся наборы реагентов «РеалБест ДНК Borrelia burgdorferi 
s.l.», «РеалБест РНК ВКЭ» и «РеалБест ДНК Anaplasma 
phagocytophilum/Ehrlichia muris, Ehrlichia cha;eensis» для 
выявления нуклеиновых кислот (НК) возбудителей КЭ, 
ИКБ, ГАЧ и МЭЧ как в клинических образцах, так и 
в клещах при помощи ПЦР-РВ. Кроме того, идет раз-
работка ПЦР-набора для выявления ДНК бактерий B. 
miyamotoi, также переносимых иксодовыми клещами. 
Цель данной работы – оценить уровень зараженности 
клещей и мелких лесных грызунов вышеперечисленны-
ми возбудителями ИПК в нескольких районах Омской и 
Новосибирской областей с использованием комплекса 
наборов реагентов серии «РеалБест».

Материалы и методы

Для исследования были использованы 2 выборки 
клещей рода Ixodеs, содержащие 306 и 400 особей, со-
бранные «на флаг» в Тогучинском 
районе Новосибирской области в 
2009 и 2011 гг. Выделение суммарной 
НК из суспензий клещей после их ин-
дивидуального измельчения прово-
дили с помощью набора «РеалБест 
экстракция 100» (ЗАО “Вектор-Бест”, 
Новосибирск), как описано ранее [2]. 
Кроме того, исследованы образцы кро-

Таблица 1
Выявление в клещах НК различных возбудителей ИПК методом ПЦР-РВ

Общее
число
клещей

Число (%) клещей, содержащих НК
одного возбудителя ИПК нескольких возбудителей ИПК

ВКЭ Б А Е ВКЭ/Б Б/А Б/Е ВКЭ/Б/Е Б/А/Е
306 11 (3,6) 131 (42,8) 2 (0,7) 5 (1,6) 8 (2,6) 7 (2,3) 23 (7,5) 1 (0,3) 2 (0,7)

Примечание: ВКЭ – вирус клещевого энцефалита; Б – B. burgdorferi s.l., А – A. 
phagocytophilum, Е – E. muris.

ви мышевидных грызунов, отловленных на двух участ-
ках в Омской области, представляющих собой лесные 
биотопы в Тевризовском и Большеуковском районах. 
На первом участке в мае-июне 2011 были отловлены 57 
лесных полевок рода Myodes, 2 полевки рода Microtus и 
одна полевая мышь Apodemus agrarius. На втором участ-
ке в августе 2011 были отловлены 50 полевок Myodes spp. 
и одна полевая мышь.

От каждого животного взято по 200 мкл крови. Кровь 
собирали в стерильные пробирки, содержащие по 30 
мкл 0,5 М раствора ЭДТА, добавляли по 400 мкл буфе-
ра для лизиса (4 М гуанидин тиоционат, 0,1 М Трис-HCl 
pH 6,4, 0,045 М ЭДТА pH 8,0, 1,3% Тритон X-100), пере-
мешивали и хранили при температуре +4˚С. Для выде-
ления ДНК, проводимого с помощью набора «РеалБест 
экстракция 100», брали по 100 мкл полученной суспен-
зии. Для постановки ПЦР использовали по 50 мкл об-
разца суммарной НК (при выделении из суспензии 
клещей) и по 10 мкл НК (при выделении из крови жи-
вотных). Выявление НК микроорганизмов в клещах и 
крови животных проводили на амплификаторе с флу-
оресцентной детекцией в режиме реального времени 
«CFX» («Bio-Rad», США) с помощью наборов реагентов 
«РеалБест РНК ВКЭ», «РеалБест ДНК Borrelia burgdorferi 
s.l.», «РеалБест ДНК Anaplasma phagocytophilum/Ehrlichia 
muris, Ehrlichia cha;eensis», а также системы праймеров 
и зондов по выявлению участка гена glpQ микроорга-
низма Borrelia miyamotoi. Для обработки результатов 
использовали сервисную программу «РеалБест диа-
гностика» (ЗАО “Вектор-Бест”, Новосибирск). ДНК A. 
phagocytophilum и E. muris была также определена в об-
разцах крови методом двухраундовой ПЦР, как описано 
ранее [14].

Видовую принадлежность выявленных бактерий 
подтверждали при помощи секвенирования полиморф-
ных участков генома на автоматическом секвенаторе 
«ABI Prism 3100 DNA Analyser» («Applied Biosystems», 
США) с последующим филогенетическим анализом по-
следовательностей ДНК с помощью программы MEGA 
4.0 [15]. Сравнение установленных нуклеотидных по-
следовательностей с данными, представленными в базе 
данных GenBank, проводили с помощью поисковой си-
стемы “BLAST”.

Результаты и обсуждение

Методом ПЦР-РВ с помощью наборов серии “Реал-
Бест” на наличие НК возбудителей ИКБ, ВКЭ, ГАЧ и 
МЭЧ было проанализировано 306 клещей из первой 
выборки, собранных на территории Новосибирской 
области. У 190 из них (62,1% клещей) была обнаружена 
НК хотя бы одного из вышеперечисленных патогенов. 
При этом у 13,4% клещей (41 особь) была одновремен-
но обнаружена ДНК двух или трех возбудителей ИПК 
(табл. 1). Наибольший вклад в инфицированность кле-
щей вносят возбудители ИКБ. Так, ДНК B. burgdorferi 
s.l. выявлена у 55,9% клещей (171 из 306), из них, как 
показано на основании определения нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента гена recA, у 68,4% клещей 
была обнаружена ДНК B. garinii, а у 31,6% – B. afzelii. 
РНК ВКЭ обнаружена у 6,5% клещей (20 особей), ДНК 
A. phagocytophilum – у 3,6% клещей (11 особей) и ДНК E. 
muris – у 10,1% клещей (31 особь).

Полученные данные свидетельствуют о высокой 
зараженности исследованных клещей возбудителями 
ИПК, что указывает на значительный риск инфици-
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рования людей вследствие присасывания клещей и на 
вероятность развития у людей смешанных инфекций. 
Значения уровня инфицированности клещей различ-
ными возбудителями, полученные нами на террито-
рии Новосибирской области, не противоречат дан-
ным по РФ, опубликованным ранее 
[1,4,6,9,11,14].

Анализ выборки 2 из 400 клещей с 
помощью ПЦР-РВ на наличие ДНК В. 
burgdorferi s.l. и B. miyamotoi показал, 
что встречаемость B. miyamotoi состав-
ляет 2,2%. Во всех клещах, инфициро-
ванных B. miyamotoi, выявлена также 
ДНК В. burgdorferi s.l. Такое микст-
инфицирование скорее всего обуслов-
лено высокой встречаемостью в клещах 
одного микроорганизма (более 55%) и 
низкой встречаемостью другого (порядка 2,2%).

Для оценки возможности выявления возбудителей 
ИПК с помощью разработанных наборов серии “Реал-
Бест” в образцах крови были исследованы образцы ДНК 
из крови 111 мышевидных грызунов, отловленных на 
двух участках Омской области. Образцы анализирова-
ли на присутствие ДНК возбудителей ИКБ, ГАЧ, МЭЧ, а 
также на наличие ДНК B. miyamotoi.

В образцах крови грызунов, отловленных на обоих 
участках, была обнаружена ДНК всех вышеперечислен-
ных патогенов, однако частота выявляемости этих пато-
генов существенно различалась в зависимости от места 

отлова животных. Так, в 28-33% образцов от животных, 
отловленных на первом участке, была обнаружена ДНК 
возбудителей ИКБ, ГАЧ и МЭЧ и в 8,3% образцов – ДНК 
B. miyamotoi (табл. 2). При этом доля животных, инфи-
цированных одновременно несколькими возбудите-
лями, была также высока и составляла 28,3% (табл. 3). 
Следует подчеркнуть, что в одном образце была обна-
ружена ДНК всех четырех исследуемых патогенов. У 
47,1% грызунов, отловленных на втором участке, была 
обнаружена ДНК возбудителя ГАЧ, частота выявляе-
мости остальных патогенов была существенно ниже 
и составляла 7,8% в случае ДНК B. burgdorferi s.l. и 2% 
в случае ДНК B. miyamotoi и возбудителей МЭЧ (табл. 
2). Доля микст-инфицированных животных на втором 
участке также была существенно ниже и составляла 
7,8% (табл. 3).

Достоверность полученных результатов по выяв-
лению возбудителей ГАЧ и МЭЧ была подтверждена 
проведением двухраундовой ПЦР в присутствии видо-
специфичных праймеров. Сравнение двух методов по-
казало 100% совпадение результатов в случае детекции 
E. muris и 95,4% совпадение  в случае выявления ДНК A. 
phagocytophilum.

Таблица 3
Выявление случаев микст-инфицированности животных

Место 
отлова
животных

Общее
число
особей

Число (%) особей, содержащих одновременно ДНК 
BB/ BM BB/ A BB/ E A/ E BB/ A/ E BB/ E/ BM BB/ A/ E/ BM

Участок 1 60 1 (1,7) 4 (6,7) 3 (5,0) 3 (5,0) 3 (5,0) 2 (3,3) 1(1,7)
Участок 2 51 1 (2,0) 2 (3,9) - - 1 (2,0) - -

Примечания: BB – B. burgdorferi s.l., BM – B. miyamotoi, А – A. phagocytophilum, E – E. 
muris.

Таблица 2
Выявление ДНК возбудителей ИПК в крови 

мелких грызунов
Место 
отлова
животных

Общее
число
особей

Число (%) особей, содержащих ДНК 
BB BM A E

Участок 1 60 17 (28,3) 5 (8,3) 20 (33,3) 18 (30,0)
Участок 2 51 4 (7,8) 1 (2,0) 24 (47,1) 1 (2,0)

Примечания: BB – B. burgdorferi s.l., BM – B. miyamotoi, А – A. 
phagocytophilum, E – E. muris.

Анализ нуклеотидных последовательностей 50 
случайно выбранных положительных образцов, по-
лученных из клещей и грызунов и содержащих ДНК 
A. phagocytophilum, E. muris и B. miyamotoi, подтвердил 
принадлежность детектированных микроорганизмов 

к данным видам. Образцы, содержащие ДНК эрлихий, 
показали на основании определения нуклеотидных по-
следовательностей фрагмента гена gltA наличие в этих 
образцах ДНК E. muris (отметим, что на сегодняшний 
день на территории РФ из двух известных возбудителей 
МЭЧ удалось выявить только E. muris).

Работ по выявлению возбудителей ИПК в крови 
млекопитающих на территории России значительно 
меньше, чем по их выявлению в клещах, что затрудняет 
сопоставление полученных результатов с литературны-
ми данными. Ранее показано, что частота выявляемо-
сти ДНК A. phagocytophilum и E. muris в крови мелких 
млекопитающих существенно различается в различных 
регионах и варьирует от 3,8% до 16,6% в случае детек-
ции A. phagocytophilum и от 3,8% до 7% в случае детек-
ции E. muris [14]. Частота выявления ДНК B. miyamotoi 
в мелких млекопитающих, отловленных на территории 
Новосибирской области, составляла 8% [8], что соот-
ветствует результатам, полученным в настоящей рабо-
те. Что касается B. burgdorferi s.l., то ранее показано, что 
ДНК данных спирохет была выявлена в образцах крови 
у 4-13% мелких млекопитающих [8], что существенно 
ниже доли инфицированных животных, выявленной в 
данной работе на участке 1. Следует подчеркнуть, что 
на участке 1 животные были отловлены в мае в период 
пика активности таежных клещей, а на втором участке 
– двумя месяцами позже, и доля образцов, содержащих 
ДНК B. burgdorferi s.l., оказалась во второй выборке в 3,6 
раза меньше. Кроме того, при выявлении методом ПЦР-
РВ ДНК B. burgdorferi s.l. у большинства положительных 
образцов величины Ct составляли 38-40, что соответ-
ствует единичным копиям ДНК бактерий в пробе и 
находится на пределе чувствительности метода ПЦР. 
Результаты по инфицированности грызунов боррелия-
ми комплекса B.burgdorferi s.l. на участке 1 дополнитель-
но подтверждены методом ПЦР-РВ с использованием в 
качестве мишеней участков генов 23S rRNA и reсA.

Таким образом, было показано, что наборы реаген-
тов серии «РеалБест» для выявления НК возбудителей 
ИПК, могут быть использованы в лабораториях ЛПУ в 
качестве современного экспресс-метода для выявления 
в клещах опасных для человека патогенов. Результаты 
диагностики позволят своевременно предпринять пре-
вентивные меры для предупреждения развития целого 
спектра заболеваний у пострадавших. Кроме того, ПЦР-
наборы, использованные в данной работе, могут быть 
применены для широкомасштабных эпидемиологиче-
ских исследований по выявлению указанных возбуди-
телей инфекций, передаваемых иксодовыми клещами.
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СОЗДАНИЕ ШТАММОВ ESCHERICHIA COLI, ПРОДУЦИРУЮЩИХ РЕКОМБИНАНТНЫЙ 
БЕЛОК Р83/100 BORRELIA GARINII И BORRELIA AFZELII

Игорь Викторович Бабкин1, Нина Викторовна Тикунова1, Анна Андреевна Васькова1, 
Ирина Николаевна Бабкина1, Наталья Владимировна Фоменко1,2

(1Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск, директор – 
акад. РАН В.В. Власов; 2ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск, генеральный директор – М.Д. Хусаинов)

Резюме. Сконструированы штаммы Escherichia coli / pUR-p83/100-43T и Escherichia coli / pUR-p83/100-52T, про-
дуцирующие рекомбинантные белки бета-галактозидаза-Р83/100 Borrelia garinii, Tom 9105 и B. afzelii, Tom 4106, 
соответственно. Уровень продукции гибридных белков составил около 20% от суммарного клеточного белка, и 
большая их часть находится в растворимой форме. Методом вестерн блот анализа было подтверждено, что полу-
ченные рекомбинантные белки, в отличие от бета-галактозидазы, выявлялись сыворотками больных иксодовыми 
клещевыми боррелиозами и не выявлялись сыворотками здоровых доноров.

Ключевые слова: иксодовый клещевой боррелиоз, рекомбинантный белок, штамм-продуцент.

GENERATION OF ESCHERICHIA COLI STRAINS PRODUCING RECOMBINANT 
PROTEIN Р83/100 BORRELIA GARINII AND BORRELIA AFZELII

I.V. Babkin1, N.V. Tikunova1, A.A. Vas’kova1, I.N. Babkina1, N.V. Fomenko1,2

(1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of RAS, Novosibirsk; 
2LTD “Vector-Best”, Novosibirsk, Russia)

Summary. Escherichia coli / pUR-p83/100-43T and Escherichia coli / pUR-p83/100-52T strains, producing recombinant 
proteins beta-galactosidase-Р83/100 Borrelia garinii, Tom 9105 and Borrelia afzelii, Tom 4106, respectively, have been 
generated. Production level of the recombinant proteins was about 20% from the total level and the most part of them was 
in a soluble form. It was con#rmed by western blot analysis that these recombinant proteins, unlike beta-galactosidase, were 
developed by serum of ixodes tick-born borreliosis patients and were not developed by serum of healthy donors.

Key words: ixodes tick-born borreliosis, recombinant protein, producing strain.

Значительное место по уровню заболеваемости и 
широте распространения в Российской Федерации 
занимают иксодовые клещевые боррелиозы (ИКБ). 
Эпидемиологическая обстановка по заболеваемо-
сти ИКБ продолжает оставаться неблагополучной. 
Проблемой является достоверная диагностика ИКБ, 
что связано с высоким генетическим разнообразием 
выявляемых на территории РФ боррелий и антигенной 
изменчивостью этого патогена в ходе заболевания. Для 
разработки надежных диагностических средств ключе-
вым этапом является выбор и создание антигенов на 
основе иммунодоминантных белков боррелий, вызыва-

ющих образование антител у больных, на всех стадиях 
заболевания ИКБ.

Одним из иммунодоминантных белков боррелий 
является белок Р83/100. Показано, что антитела к этому 
белку обнаруживаются у пациентов как на ранних ста-
диях ИКБ, так и на поздних стадиях заболевания [8]. Ген 
p83/100 (BB0744) локализован на хромосоме, степень 
гомологии гена p83/100 для разных видов боррелий 
комплекса Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) составля-
ет 88,2-99,1%, причем 5'-конец гена является довольно 
консервативным, тогда как 3'-конец более вариабелен 
[9]. У разных видов комплекса B. burgdorferi s.l. обнару-


