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МОНИТОРИНГ ЗАРАЖЕННОСТИ КЛЕЩЕЙ 
ВОЗБУДИТЕЛЯМИ ЛАЙМ-БОРРЕЛИОЗА В РЕКРЕАЦИОННОЙ ЗОНЕ 

НОВОСИБИРСКА 

Õ‡ÒÚÓˇ˘‡ˇ р‡·ÓÚ‡ ÔÓÒ‚ˇ˘ÂÌ‡ ËÁÛ˜ÂÌË˛ Á‡р‡ÊÂÌÌÓÒÚË ÍÎÂ˘ÂÈ Ixodes persulcatus Schulze ÒÔËрÓıÂÚ‡-
ÏË Borrelia burgdorferi s. l. »ÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÎËÒ¸ ÍÎÂ˘Ë, ÓÚÎÓ‚ÎÂÌÌ˚Â ‚ÂÒÌÓÈ 2003 Ë 2005 „. ‚ рÂÍрÂ‡ˆËÓÌÌÓÈ 
ÁÓÌÂ ÕÓ‚ÓÒË·ËрÒÍÓ„Ó Ì‡Û˜ÌÓ„Ó ˆÂÌÚр‡. »ÌÙËˆËрÓ‚‡ÌÌÓÒÚ¸ ÍÎÂ˘ÂÈ ÒÔËрÓıÂÚ‡ÏË ÓÔрÂ‰ÂÎˇÎË ÏÂÚÓ‰ÓÏ 
Ó‰ÌÓр‡ÛÌ‰Ó‚ÓÈ œ÷—. «‡р‡ÊÂÌÌÓÒÚ¸ ÍÎÂ˘ÂÈ ÒÓÒÚ‡‚ËÎ‡ 31,7 ± 6,0 % ‚ 2003 „. Ë 21,2 ± 2,3 % ‚ 2005 „. 
”ÒÚ‡ÌÓ‚ÎÂÌÓ, ˜ÚÓ ‚ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌÌÓÈ ÔÓÔÛÎˇˆËË ÍÎÂ˘ÂÈ ˆËрÍÛÎËрÛ˛Ú ÚÓÎ¸ÍÓ ‰‚‡ „ÂÌÓ‚Ë‰‡ ·ÓррÂÎËÈ: Bor-
relia garinii Ë Borrelia afzelii, ÔрË˜ÂÏ ÔÂр‚˚È ÚËÔ ÒÔËрÓıÂÚ ÓÍ‡Á‡ÎÒˇ ÔрÂÓ·Î‡‰‡˛˘ËÏ (·ÓÎÂÂ 70 %). 

 Î˛˜Â‚˚Â ÒÎÓ‚‡: Ixodes persulcatus, Borrelia, À‡ÈÏ-·ÓррÂÎËÓÁ. 

Лайм-боррелиоз (син.: иксодовый клеще-
вой боррелиоз, болезнь Лайма) – трансмис-
сивное природно-очаговое инфекционное 
заболевание, передаваемое человеку 
с укусами иксодовых клещей (Ixodes persul-
catus Schulze). Возбудителями Лайм-бор-
релиоза (ЛБ) являются спирохеты трех гено-
видов, относящихся к комплексу Borrelia 
burgdorferi sensu lato (s. l.): B. burgdorferi 
sensu stricto (s. s.), B. afzelii и B. garinii. Каж-
дый из этих геновидов вызывает свойствен-
ные для него клинические формы заболева-
ния: артрит, нейроборрелиоз, хронический 
атрофический дерматит соответственно [1]. 
Еще в 90-х годах прошлого века было уста-
новлено, что в популяциях иксодовых кле-
щей, распространенных на территории Рос-
сии, циркулируют только два геновида бор-
релий: B. garinii и B. аfzelii с доминирующим 
распространением первого [2; 3]. Однако 
уже в 2001 г. появились сообщения об обна-
ружении геновида B. burgdorferi s. s. в от-
дельных популяциях клещей I. persulcatus 
Schulze в европейской части России 
[4–6], что свидетельствует о распростране-
нии этого геновида с территории Западной 
Европы на восток. 

Таким образом, ежегодный мониторинг 
зараженности иксодовых клещей возбуди-
телями ЛБ на урбанизированных террито-
риях России важен как для оценки эпиде-
миологического состояния по ЛБ, так и для 

прогноза заболеваемости, форм болезни 
и ее течения. В связи с этим целью работы 
явилось исследование зараженности клещей 
I. persulcatus, населяющих рекреационную 
зону Новосибирского научного центра (Со-
ветский район г. Новосибирска), спирохе-
тами Borrelia burgdorferi s. l. и определение 
геновидового состава спирохет. 

Материал и методы 

Сбор клещей Ixodes persulcatus Schulze 
проводили в лесопарковой зоне Новосибир-
ского научного центра в мае 2003 и 2005 г. 
Исследовано 210 и 306 взрослых особей 
обоих полов соответственно. 
Культивирование боррелий проводили 

в среде BSK-II, содержащей налидиксовую 
кислоту и рифампицин, используя два раз-
личных способа [7; 8]. В первом случае 
в качестве посевного материала использо-
вали гомогенат клещей. Каждого клеща 
(всего 150 особей, по 5 особей на культуру 
и мышь) стерилизовали 70 % спиртом, го-
могенизировали в физрастворе и получен-
ный гомогенат инокулировали в среду BSK-II. 
Во втором случае гомогенат клеща инъеци-
ровали внутрибрюшинно белой беспород-
ной мыши (всего 25 мышей). Мышей после 
инъекций содержали 20 дней в виварии 
и затем забивали. Кровь, сердце и мочевой 
пузырь животных стерильно извлекали 
и помещали в среду BSK-II. 
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Культивирование как гомогената кле-
щей, так и органов инфицированных
в среде BSK-II длило
32 ± 1 °С, после чего культуры пересевал
на свежую среду и выращивали еще 15 дней. 
Выделение суммарного препарата нук-

леиновых кислот из
водили
цио
формной экстракции [9]. Клетки 
осаждали центрифугированием, ресуспен-

оса
по

 к д

реза в 1,5 % агарозном 
гел

Электрофорез ДНК в ПААГ и агарозном 

стого этидия и визуально анализировали, 
при освещении ультра-
 волны 312 нм на цифро-

 

-
помощью обнаружения геномных 

ой 
спользовали специфичную для 

представителей комплекса B. burgdorferi 

ПЦР, реак-
цию  ДНК внут-
рен лнительной парой 
соо

л

., обнаружен-
ных в исследованных клещах, проводили 

 

 мышей 
сь 30 дней при 

фотографировали 
фиолетом с длиной

и вой фотоаппарат с соответствующим свето-
фильтром. 

 культур боррелий про-
 с использованием гуанидинизотио-

ната и последующей фенольно-хлоро-
бактерий 

Результаты исследования
и обсуждение 

Зараженность клещей боррелиями оце
нивали с 

дировали в 4 М растворе гуанидинизотио-
ционата и инкубировали 30 мин при 60 °С. 
Затем проводили фенольно-хлороформную 
экстракцию, ДНК осаждали из водной фазы 
равным объемом изопропилового спирта, 

ДНК спирохет методом ПЦР. Способ вклю-
чал выделение суммарного препарата ДНК 
из каждого клеща и последующее выявле-
ние в нем геномной ДНК боррелий с помо-
щью ПЦР. В качестве амплифицируем

док промывали дважды 70 % этанолом, мишени и
дсушивали на воздухе и растворяли 

в 50 мкл ТЕ-буфера. Препараты ДНК хра-
нили в ТЕ-буфере при –20 °С. Для ПЦР ис-
пользовали по 3 мкл препарата на 30 мкл 
реакционной смеси. 
Выделение суммарного препарата нук-

леиновых кислот из клещей. ДНК выделяли 
только из живых клещей. Каждого клеща 
гомогенизировали в 100 мкл 4 М раствора 
гуанидинтиоционата, содержащего глико-
ген, прогревали при 60 °С в течение часа 
в твердотельном термостате. Далее ДНК 
очищали так же, как и в предыдущей мето-
дике выделения ДНК. 
Обнаружение ДНК боррелий с помощью 

ПЦР проводили по методике [10] с некото-
рыми модификациями [3]. Ампликоны ана-
лизировали в 6 % полиакриламидном геле 
(ПААГ) или 1,5 % агарозном геле. 
Генотипирование боррелий осуществля-

ли двумя методами. Один из них основан на 
однораундовой ПЦР, в которой в качестве 
обнаруживаемой мишени служили гены 
лизил-тРНК синтетазы (класс I), специфич-
ные для аж ого из трех геновидов спиро-
хет (B. burgdorferi s. s., B. garinii и B. afzelii) 
[11]. Продукты ПЦР анализировали с по-
мощью электрофо

е. Второй метод основан на анализе по-
лиморфизма длин рестрикционных фраг-
ментов (ПДРФ), получаемых гидролизом 
ампликонов межгенной области rrf-rrl рест-
риктазой MseI или Tru9I [10]. Продукты 
гидролиза анализировали в 6 % ПААГ. 

s. l. межгенную область генов рибосомаль-
ных 5S (rrf) и 23S (rrl) РНК [10]. Продукты 
ПЦР анализировали в 6 % ПААГ. В случае 
положительного ответа длина ампликона 
составляет 250–270 п. н. Для выявления 
ложноотрицательных результатов анализа, 
обусловленных присутствием в препарате 
исследуемой ДНК ингибиторов 

 проводили в присутствии
него контроля с допо
тветствующих ей праймеров. В качестве 

ДНК внутреннего контроля использовали 
ампликон фрагмента генома вируса гепати-
та В (HBV). Размер ампликона, получаемо-
го на ДНК внутреннего контроля, составля-
ет 1 е50 п. н. В качеств  положите ьного кон-
троля в ПЦР использовали геномную ДНК 
B. burgdorferi s. s. эталонного штамма В31, 
размер ампликона межгенной области rrf-rrl 
которого составляет 250 п. н. Представлены 
результаты типичного анализа образцов 
ДНК клещей на присутствие в них геном-
ных ДНК боррелий (рис. 1). 

На дорожках 4, 7, 8 и 12 присутствует 
полоса продукта ПЦР, соответствующего 
по своему размеру ампликону межгенной 
области rrf-rrl (~ 250 п. н.). Иными словами, 
в образцах ДНК клещей присутствовала 
ДНК спирохет B. burgdorferi s. l. 

В целом за 2003 и 2005 гг. нами были 
проанализированы 516 клещей (табл.). 

Определение геновидовой принадлежно-
сти спирохет B. burgdorferi s. l

геле проводили по общепринятым методи-
ми-

с помощью двух методов генотипирования
их геномных ДНК. кам [9]. Гель окрашивали раствором бро
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплифика-
ии межгенной области rrf-rrl, полученных методом 
ЦР на образцах ДНК, выделенных из клещей. Элек-
рофорез ДНК проводили в 6 % полиакриламидном 
еле. 

1 – отрица

 

ц
П
т
г

тельный контроль; 2 – маркерная ДНК 
(pBR322 гидролизованная рестриктазой AluI); 3–14 – 
прод атах ДНК кле-
щей НК B. burgdor-
feri s ительный контроль) 

tus,
ови

ЦР

укты ПЦР, полученные на препар
; 15 – продукт ПЦР на геномной Д
. s. шт. B31 (полож

Заражённость взрослых клещей I. persulca
в 2003 и 2005 гг., различными ген

П

 отловленных в рекреационной зоне ННЦ 
дами спирохет B. burgdorferi s. l. 
Количество генотипированных 

-позитивных образцов ДНК из клещей Год Кол-во 
клещей 

Доля ПЦР-
позитивных 
клещей, % сумма

кол-
рн
во
ое
 

B. garinii 
NT29 

B. garinii 
20047T B. afzelii B. garinii

+ B. afzelii
2003 210 31,7 ± 6,0 37 10 14 3 10 
2005 306 21,2 ± 2,3 64 8 31 15 10 
Всего 516 22,6 ± 4,4 101 18 45 18 20 
 

Первый способ генотипирования осуще-
ствляли путем однораундовой ПЦР, в кото-
рой в качестве обнаруживаемой мишени 
слу

ов органов и тканей 
(се

ты нук-
леи

пли-
ко

  

ванный в рабо-
те 

л
ляет иден-

тифицироват
вля-

етс

наружения и типирова-

раты ДНК 4-х исследованных культур со-
держат геномные ДНК спирохет геновида 
B. garinii (дорожки 2–5), одной культуры 
B. afzelii (дорожка 6) и одной культуры – 
смесь геномных ДНК B. garinii и B. afzelii 
(дорожка 7). 

В целом, в результате проведенного ана-
лиза 73-х культур только в 37-и обнаруже-
ны и типированы спирохеты B. burgdorferi 
s. l. В 24-х культурах идентифицированы 
спирохеты геновида B. garinii, в 3-х – 
B. afzelii и в 10-и культурах – спирохеты 
обоих геновидов. Геновид B. burgdorferi s. s. 
не был обнаружен ни в одной из исследо-
ванных культур. 

В завершение этого эксперимента после 
проведения второго пассажа культивирова-
ния были получены 23 культуры западно-
сибирских изолятов B. burgdorferi s. l., ко-
торые были заложены в музей бактериаль-
ных культур. 

Таким образом, использо

жили гены лизил-тРНК синтетазы 
(класс I) спирохет B. burgdorferi s. l. [11]. 
Сначала этот способ был апробирован в 
экспериментах по обнаружению и типиро-
ванию геномных ДНК спирохет, получен-
ных культивированием. Нами было прове-
дено культивирование в среде BSK-II гомо-
генатов взрослых особей клещей I. persul-
catus, а также кусочк

рдце, мочевой пузырь, кровь) мышей, 
инфицированных гомогенатами клещей 
(всего 73 культуры). По окончанию культи-
вирования, из части объема каждой культу-
ры выделяли суммарные препара

новых кислот для обнаружения геном-
ных ДНК спирохет B. burgdorferi s. l. и ге-
нотипирования изолятов. Продукты ПЦР 
анализировали с помощью электрофореза 
в 1,5 % агарозном геле. О присутствии 
в культуре спирохет и их геновидовой при-
надлежности судили по наличию амплико-
на, имеющего размер, специфичный для 
каждого геновида: B. burgdorferi s. s. (709 п. н.), 
B. garinii (856 п. н.) и B. afzelii (619 п. н.) 
(рис. 2). 

На дорожках электрофореграммы выде-
ляются отчетливые полосы ампликонов  
размером ~ 850–860 п. н. (дорожки 2–5), 
~ 620–630 п. н. (дорожка 6) и двух ам

метод выявления и типирования геном-
ных ДНК спирохет B. burgdorferi s. l. [11] 
является сравнительно простым, информа-
тивным и быстрым, может применяться для 
анализа ку ьтивируемых изолятов борре-
лий. Однако этот метод не позво

ь геномные группы спирохет 
внутри геновида B. garinii, что предста

я важным для изучения распространения 
спирохет этого геновида на обследуемых 
территориях. Кроме того, судя по результа-
там наших исследований, метод не прием-
лем для прямого об

нов, имеющих размеры ~ 850–860 п. н.  
и ~ 620–630 п. н. (дорожка 7). Результаты 
анализа свидетельствуют о том, что препа-
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР, осу-
ществляемой на препаратах ДНК культур, исследуе-
мых на наличие геномных ДНК спирохет B. burgdorferi 
s. l. и определение их геновидовой принадлежности по 
методике [11]. Электрофорез ампликонов в 1,5 % ага-
розном геле. 

1, 8 – маркеры молекулярных масс (100–1000 п. н.); 
2–7 – продукты ПЦР, полученные на препаратах ДНК 
исследуемых культур; 2–5 – культуры геновида 
B. garinii (размер ампликона 856 п. н.); 6 – культура 
геновида B. afzelii (размер ампликона 619 п. н.); 7 – 
смесь культур геновидов B. garinii и B. afzelii 

Рис. 3. Электрофореграмма рестриктных фрагмен-
ых в процессе генотипирования анализи-тов, полученн

руемых образцов g  методике
[10] трофо дили илами
ном

1, 12 – маркеры молекуляр ; 2 
 межгенно асти rr а B. bur
s. s. шт. В дролиз амплик
ой облас rrl гено orferi s

т. В31 гидролизованный рестриктазой MseI; 4–11 – 
амп  

 

 ДНК B. bur
рез прово

dorferi s. l. по
 в 12 % полиакр

ных масс ДНК

 
д-. Элек

 геле. 
– ам-

f-rrl геновид g-пликон й обл
dorferi 31 неги ованный; 3 – он 

ти rrf- вида B. burgd . s. межгенн
ш

ликоны межгенной области rrf-rrl анализируемых
образцов ДНК B. burgdorferi s. l., гидролизованные
рестриктазой MseI 
 

ния спирохет B. burgdorferi s. l. епосредст-
венно в гомогенатах клещей. Как правило, 
при анализе продуктов ПЦР, полученных на 
препаратах ДНК, выделенных из гомогена-
та клещей, на электрофореграммах выявля-
ется большое количество полос, соответст-
вующих ампликонам различных размеров. 
Наблюдаемая гетерогенность ампликонов, 
по-видимому, обусловлена неспецифиче-
ским связыванием праймеров с фрагмента-
ми геномной ДНК клещей. 

В связи с изложенным, для генотипиро-
вания геномных ДНК боррелий, выделен-
ных непосредственно из клещей, мы ис-
пользовали более трудоемкий метод, пред-
ложенный D. Postic и др. [10]. Он основан 
на анализе полиморфизма длин рестрикт-
ных фрагментов, получен ых гидролизом 
ампликонов межгенной области rrf-rrl рест-
риктазой MseI или Tru9I. Представителям 
каждого геновида и геномной группы спи-
рохет B. burgdorferi s. l. свойственен опре-
деленный набор отличающихся по размерам 
рестриктн

н

 

н

ых фрагментов ампликона меж-
ген

). 

 

 (см. табл.). Десять кле-
ще

ной области rrf-rrl [10]. Таким образом, 
по результатам электрофоретического ана-
лиза полученных рестриктов можно судить 
о геновидовой принадлежности боррелий, 
содержащихся в исследуемом клеще. С ис-
пользованием этого метода исследованы 
образцы ДНК, выделенные из 64-х клещей, 

в которых, по данным ПЦР-анализа, обна-
ружена геномная ДНК спирохет B. burgdor-
feri s. l. (рис. 3

Судя по картине электрофореза образцов 
ДНК, гидролизованных рестриктазой MseI 
(см. рис. 3), два исследуемых образца (до-
рожки 4 и 11) содержали геномную ДНК 
спирохет, относящихся к геновиду B. afzelii, 
5 образцов (дорожки 5–8 и 10) – к геновиду 
B. garinii (геномная группа 20047) и один 
образец (дорожка 9) – к геновиду B. garinii
(геномная группа NT29). Доминирующим 
геновидом являлись спирохеты B. garinii, 
включающие представителей двух геном-
ных групп (NT29 и 20047) и обнаруживае-
мые в более чем 70 % инфицированных 
спирохетами клещей

й из шестидесяти четырех были инфици-
рованы спирохетами обоих геновидов. 

Заключение 

В результате проведенных исследований 
установлено, что, как и в предыдущие годы 
наблюдений [3; 12], в популяции клещей 
I. persulcatus, населяющих рекреационную 
зону Новосибирского научного центра, 
циркулируют только два геновида спирохет 
B. burgdorferi s. l. (B. garinii и B. afzelii) 
с существенным преобладанием первого 
вида (более 70 % случаев). 
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Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что на протяжении последних се-
ми лет не наблюдается изменений в генови-
довом составе спирохет B. burgdorferi s. l., 
циркулирующих в исследуемой популяции 
кл
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