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цель исследования – анализ генетических маркеров возбудителей болезни лайма, которые можно исполь-
зовать для специфичной индикации их максимально большего числа штаммов и изолятов. материалы и ме-
тоды. нуклеотидные последовательности различных генов Borrelia garinii, B. afzelii, B. burgdorferi загружены 
из базы данных NCBI (национального центра биологической информатизации). определение встречаемости 
анализируемых нуклеотидных последовательностей в генетическом коде различных организмов определяли 
в программной утилите nBLAST. для дизайна праймеров и зондов использовали программу Vector NTI 9.1.0 
(Invitrogen Corporation, карлсбад, сШа). днк выделяли, используя набор реагентов «магно-сорб» вариант 
100-200 («амплисенс», москва, россия), согласно инструкции производителя. праймеры и зонды синтезировали 
в зао «евроген» (москва, россия). для проведения пцр использовались реактивы производства зао «синтол» 
(москва, россия). результаты и обсуждение. для достоверной индикации патогенных боррелий методами 
молекулярно-генетического анализа определены специфичные локусы (гены) различных видов возбудителей: 
B. garinii, B. afzelii, B. burgdorferi, – которые отличались от генетических кодов других представителей рода 
Borrelia и от днк иных организмов. в результате предварительного определения аналитической значимости ис-
следуемых локусов для дальнейшей работы выбраны следующие гены и локусы: pepX, clpA, ospA, p83/100, ospC и 
flaB, – из которых для практической индикации днк патогенных боррелий выбраны гены flaB и ospA. индикация 
генетических маркеров B. burgdorferi и B. afzelii происходит при амплификации гена flaB, а B. garinii и B. afzelii – 
при использовании в качестве генетического маркера гена ospA.
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Abstract. The aim of the study was to analyze the genetic markers of Lyme disease pathogens, which can be used to 
specifically indicate maximum number of their strains and isolates. Materials and methods. The nucleotide sequences of 
various genes of Borrelia garinii, B. afzelii, B. burgdorferi were downloaded from the NCBI database (National Center 
for Biological Informatization). The occurrence of the analyzed nucleotide sequences in the genetic code of various organ-
isms was determined in the nBLAST software utility. For the design of primers and probes, the Vector NTI 9.1.0 program 
(“Invitrogen Corporation”, Carlsbad, USA) was used. DNA was isolated using the MAGNO-sorb kit, version 100-200 
(“AmpliSens”, Moscow, Russia), according to the manufacturer’s instructions. Primers and probes were synthesized at 
“Evrogen” company (Moscow, Russia). For PCR, reagents manufactured by “Synthol” company (Moscow, Russia) were 
applied. Results and discussion. In order to perform the reliable indication of pathogenic Borrelia, specific loci (genes) 
of B. garinii, B. afzelii, B. burgdorferi, which were significantly different from the genetic code of other representatives 
of the genus Borrelia and from the DNA of other organisms, have been determined by molecular-genetic methods. As a 
result of a preliminary determination of the analytical significance of the studied loci, the following genes and loci were 
selected for further work: pepX, clpA, ospA, p83/100, ospC and flaB, of which the flaB and ospA genes were selected for 
practical indication of pathogenic Borrelia DNA. The genetic markers of B. burgdorferi and B. afzelii are displayed dur-
ing amplification of the flaB gene, while B. garinii and B. afzelii occur when the ospA gene is used as a genetic marker.
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возбудитель боррелиоза – бактерия класса 
Spirochaetia, отряда Spirochaetales, семейства Borre-
lia ceae, рода Borrelia, данный род насчитывает более 

30 видов, из которых патогенными видами считаются 
Borrelia garinii, B. afzelii, B. burgdorferi [1], маркер-
ные локусы которых будут описаны в данной работе. 
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в россии обращения людей с жалобами на уку-
сы клещей не редки. в 2020 г. было зарегистрирова-
но 989 случаев заболевания клещевым энцефалитом 
(0,67 случая на 100 тыс. населения) [2]. показатель 
заболеваемости клещевыми боррелиозами в тот же 
период составил 2,85 случая на 100 тыс. населе-
ния [3]. оба заболевания зарегистрированы почти во 
всех федеральных округах страны и за ее пределами.

схожая симптоматика протекания клещевого 
энцефалита и боррелиоза, а также кардинальные 
различия в их лечении и профилактике подчеркива-
ют необходимость своевременной дифференциации 
анализируемых биопатогенов друг от друга. для точ-
ной и быстрой индикации указанных выше патогенов 
хорошо подходят молекулярно-генетические методы 
(например, пцр). маркерные локусы, наиболее под-
ходящие для индикации вируса клещевого энцефа-
лита, были описаны ранее [4]. аналогичная работа 
относительно генетических маркеров патогенных 
боррелий представлена в данной публикации. 

цель исследования – анализ генетических мар-
керов возбудителей болезни лайма, которые можно 
использовать для специфичной индикации их макси-
мально большого числа штаммов и изолятов. 

материалы и методы

нуклеотидные последовательности различ-
ных генов B. garinii, B. afzelii, B. burgdorferi загру-
жены из базы данных NCBI (национального цен-
тра биологической информации) [5]. определение 
встречаемости анализируемых нуклеотидных по-
следовательностей в генетическом коде различных 
организмов определяли в программной утилите 
nBLAST [6]. для дизайна праймеров и зондов ис-
пользовали программу Vector NTI 9.1.0 (Invitrogen 
Corporation, карлсбад, сШа). 

в качестве исследуемого материала использова-
ли плазмидную днк со вставкой маркерных локусов 
clpA, ospA и flaB (синтезирована в зао «евроген», 
москва, россия) и образцы нуклеиновых кислот, 
полученные от клещей родов Ixodes (24 особи) и 
Dermacentor (11 особей). клещи собраны в черте 
города казани и пригородной лесополосе (волжско-
камский заповедник), каждый экземпляр иссле-
дован индивидуально. плазмидная днк являлась 
маркером, определяющим специфичность как нук-
леотидную последовательность для амплификации, 
а нуклеиновые кислоты клещей обоих видов – как 
внутренний контроль (подтверждение результатив-
ности выделения днк). для амплификации днк 
применяли термоциклер C1000 с оптическим бло-
ком CFX96 (BioRad, интернациональный бизнес-
парк, сингапур). выделение днк производили, 
используя набор «магно-сорб» вариант 100-200 
(«амплисенс», москва, россия), согласно инструк-
ции производителя. при работе с образцами клещей 
их предварительно измельчали на гомогенизаторе 
FastPrep-24 (MP Biomedicals, гленвиллоу, сШа) 

с применением Lysing Matrix A (MP Biomedicals, 
гленвиллоу, сШа). 

для реакции амплификации использовали сле-
дующий состав реакционной смеси из расчета на 
одну пробу: 1,5 мкл 25 mM раствора MgCl2; 1,5 мкл 
2,5 mM раствора dNTP; 1,5 мкл 10x буфера для пцр; 
0,5 мкл 10 pM раствора зонда для пцр; 10 pM рас-
твора прямого и обратного праймеров по 0,5 мкл; 
0,5 мкл Taq-полимеразы; 5 мкл нуклеиновых кис-
лот и 3,5 мкл – деионизированной воды. при со-
вместной амплификации плазмидной днк и днк 
клещей применяли следующую пропорцию: 5 мкл 
плазмидной днк и 3,5 мкл днк клещей (в данном 
случае в составе реакционной смеси деионизиро-
ванная вода не применяется). праймеры и зонды 
синтезировали в зао «евроген» (москва, россия). 
для пцр использовались реактивы производства 
зао «синтол» (москва, россия). конечный объем 
реакционной смеси составил 15 мкл. амплификация 
нуклеиновых кислот осуществлялась по следующей 
программе: (I) денатурация днк при температуре 
95 °C в течение 2 минут; (II) 5 циклов, состоящих из 
10 секунд, – при 95 °C, 30 секунд – при 59 °C; (III) 
40 циклов, состоящих из: 10 секунд – при 95 °C, 
30 секунд – при 57,5 °C. детекция результата пцр 
происходит на каждом из 40 циклов третьей стадии 
пцр, при 57,5 °C по каналам Hex (R6G) и Cy5. 

результаты и обсуждение

для достоверной индикации патогенных бор-
релий методами молекулярно-генетического ана-
лиза необходимо определить специфичные локусы 
(гены) B. garinii, B. afzelii, B. burgdorferi, которые 
будут достоверно отличаться от генетического кода 
других пред ставителей рода Borrelia и днк иных 
организ  мов. в среднем геном боррелий составля-
ет 1219280 пар нуклеотидных оснований. для ана-
лиза выбраны нук леотидные последовательности 
B. garinii, B. afzelii, B. burgdorferi, которые широко 
представлены в базе данных NCBI, что позволило 
провести их детальный анализ для подбора наиболее 
специфичного (амплификация нуклеиновых кислот 
патогенных боррелий) локуса. наиболее интересую-
щими нас в данном исследовании (имеющиеся у всех 
указанных выше видов боррелий) были следующие 
гены и локусы (GenBank ID): omp66 (MN007126); плаз-
мида cp32 (NZ_CP018293); clpX (MH747562.1); clpA 
(MH747556); recG (MH747536); ospA (MF279825); 
p83/100 (MG010848); rplB (MF398161); groEL 
(KY828977); штамм в023 плазмида (CP018279); 
плазмида cp26 (CP018266); P66 (AY090473); ospC 
(HQ660512); bmpC и bmpA (AF222439); bmpD и bmpC 
(AF222435); cspA (GQ344485); rpoB (AF525483); ospE 
(AF029910); L7/L12 (AY737707); bmpA (KM267258); 
uvrA (JX971419); nifS (JX971299); rpoD (U68016); 
vlsE (AY100632); 5S-23S ribosomal RNA (JX649207); 
плазмида lp54 (AJ786368); 16S ribosomal RNA 
(EU152127); dbpA (AB253535); bbk32 (AB253531); 
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p17 (AJ131976); recA (AF465241); flaB (KT347453); 
flagellin (JF732876); pyrG (MG013953) [7–21]. 

всего потенциальных генетических маркеров 
для специфичной амплификации нуклеиновых кис-
лот патогенных боррелий – 34, относительно всех 
нуклеотидных последовательностей выполнен ана-
лиз с использованием алгоритма BLAST [6], резуль-
таты анализа отражены в табл. 1. 

у указанных микроорганизмов гомология к ана-
лизируемым генам не ниже 89 %.

все анализируемые гены (табл. 1) – специфич-
ные для рода Borrelia. 

в результате определения аналитической зна-
чимости исследуемых локусов (BLAST-анализ) для 
дальнейшей работы выбраны следующие гены: pepX, 
clpA, ospA, p83/100, ospC, flaB и flagellin. в табл. 2 

указаны виды боррелий, обладающие идентичными 
анализируемым генам нуклеотидными последова-
тельностями.

цифровые обозначения в табл. 2 указывают на 
количество выявляемых изолятов соответствующе-
го организма при поисковом запросе по каждому из 
анализируемых маркерных локусов. 

при анализе представленных маркерных локу-
сов установлено, что гены ospA и flaB характеризу-
ются большим количеством выявляемых изолятов 
B. afzelii, B. garinii и B. burgdorferi и минимальным 
содержанием гетерогенных организмов со схо-
жим нуклеотидным составом генома (гомология 
ниже 95 %). комбинация вышеуказанных маркер-
ных локусов позволяет исключить выявление гете-
рогенных организмов и повысить эффективность 

Таблица 1 / Table 1

Встречаемость анализируемых генов у микроорганизмов рода Borrelia
The occurrence of analyzed genes in microorganisms of the genus Borrelia

организм 
Organism

маркерный локус / Marker locus
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B. afzelii + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

B. garinii + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

B. burgdorferi + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

B. spielmanii + + + + + + + + + + + + +

Borreliella  
bavariensis + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

B. japonica + + + + + + + + + + +

B. lanei + + + + + + + + + +

B. mayonii + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

B. yangtzensis + + + + + + + + + + + +

B. valaisiana + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

B. tanukii + + + +

B. carolinensis + + + + +

B. maritima + + + + + + + + + + + + + + + +

B. chilensis + + + + + + + + + + + + + + +

B. finlandensis + + + +

B. bissettii + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

B. lusitaniae + + + + + + + + + + + + +

B. sinica + + + + + + +

B. kurtenbachii + + + + + + +

B. andersonii + + + + + + + + + + + +

B. americana + + + + + + + +

B. californiensis + + + + + + + +

B. turdi + + +

Borrelia sp. +
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индикации патогенных боррелий. специфичное 
выявление генетических маркеров B. burgdorferi 
и B. afzelii у максимально большего количества их 
изолятов достигается благодаря анализу гена flaB. 
амплификация гена ospA позволяет выявить днк 
B. garinii и B. afzelii. мультилокусный подход для 
индикации и типирования патогенных боррелий 
описывается многими исследователями, при этом 
в качестве основного инструмента интерпретации 
полученных данных чаще всего используется ана-
лиз нуклеотидных последовательностей с исполь-
зованием алгоритма BLAST [6] при секвенировании 

искомых генов (чаще всего применяются гены flaB, 
glpQ, OspA, 16S рРНК и межгенный участок 5S-23S 
рРНК) [22–24].

степень комплементарности различных изоля-
тов выявляемых боррелий к общей нуклеотидной 
последовательности каждого гена отличается. с це-
лью выявления наиболее консервативных участков 
внутри анализируемого локуса произведено взаим-
ное сравнение днк изолятов с различной степенью 
гомологии по каждому из анализируемых маркер-
ных локусов. результат такого сравнения представ-
лен на рис. 1. 

Таблица 2 / Table 2

Встречаемость анализируемых генов у боррелий разных видов
Frequency of the analyzed genes in different species of Borrelia

организм / Organism
маркерный локус / Marker locus

pepX clpA ospA p83/100 ospC flaB flagellin

B. afzelii 14 26 >100 39 66 >100 >100

B. garinii 64 >100 >100 – 65 – –

B. burgdorferi 4 – 10 4 37 >100 >100

B. spielmanii 1 – – – – – –

B. bavariensis 12 32 – – 8 – –

B. japonica – 1 – – – – –

B. lanei – 1 – – – – –

B. mayonii – – – 2 – – –

B. yangtzensis – – – – 1 – –

B. valaisiana – – – – 1 – –

B. tanukii – – – – 2 – –

B. carolinensis – – – – 1 – –

рис. 1. вариабельность нуклеотидных последовательностей генов flaB и ospA:
1 – выравнивания по гену flab; 1a – нуклеотиды с 130-го по 310-й нуклеотид; 1b – с 310-го по 490-й нуклеотид; 1с – с 490-го по 670-й нуклеотид; 2 – 
выравнивания по гену ospA; 2a – с 169-го по 349-й нуклеотид; 2b – с 350-го по 530-й нуклеотид; 2с – с 529-го по 699-й нуклеотид

Fig. 1. The variability of the nucleotide sequences of the flaB and ospA genes:
1 – alignment by the flaB gene; 1a – nucleotides, from 130th to 310th ones; 1b – from 310th to 490th nucleotides; 1c – from 490th to 670th nucleotides; 2 – align-
ment by the ospA gene; 2a – from the 169th to 349th nucleotides; 2b – from the 350th to 530th nucleotides; 2c – from 529th to 699th nucleotides
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нуклеотидные основания, выделенные желтым 
цветом, характеризуются идентичностью во всех 
анализируемых последовательностях. выделение 
белым цветом указывает на точечную замену анали-
зируемого основания (совпадение менее 50 % по от-
ношению к общему числу анализируемых случаев), 
синий цвет – совпадение более 50 % по отношению к 
общему числу анализируемых нуклеотидов. 

в результате сравнения днк микроорганиз-
мов, характеризующихся наличием анализируемых 
генов, удалось установить, что ген flaB обладает 
наименьшей вариабельностью последовательности 
нуклеотидов. в совокупности с наличием гена flaB 
лишь у бактерий вида B. afzelii и B. burgdorferi при-
менение данного маркера целесообразно для выявле-
ния генетического материала патогенных боррелий. 
анализ гена ospA (для выявления днк B. garinii и 
B. afzelii) также подразумевает наличие маловариа-
бельных участков для дизайна комплементарных им 
олигонук леотидных затравок.

исходя из вариабельности генов flaB и ospA, вы-
полнен дизайн праймеров и зондов для амплифика-
ции каждого из маркерных локусов, которые пред-
ставлены в табл. 3. 

дизайн праймеров и зондов для пцр осущест-
влялся комплементарно локусам маркерных после-
довательностей днк, характеризующихся мини-
мальной вариабельностью нуклеотидов искомых 
изолятов патогенных боррелий. так, удалось достичь 
отсутствия полиморфизма в составе олигонуклеоти-
дов во всех случаях, кроме праймеров для амплифи-
кации гена ospA. все димеры и вторичные структуры 
не оказывают негативного влияния на процесс ам-
плификации, так как характеризуются минимальной 
длиной. 

для контроля качества выделения нуклеиновых 
кислот применялись праймеры и зонды, описанные 
ранее [4], с обозначением Ixodes и Dermacentor. 
данные затравки применяются в мультиплексном 

формате (все олигонуклеотиды для контроля каче-
ства выделения нуклеиновых кислот применяются в 
одной пробирке). 

праймеры для индикации клещевого боррелио-
за (Forward primer flaB, Reverse primer flaB, Forward 
primer ospA, Reverse primer ospA) имеют среднюю тем-
пературу плавления (57,67±0,26) °с, а олигонуклео-
тиды для контроля амплификации – (56,35±0,29) °с, 
что минимизирует влияние контрольной амплифика-
ции на прохождение специфичной пцр при темпе-
ратуре отжига 57,8 °с. 

для контроля пцр (специфичная часть положи-
тельного контрольного образца для этапа пцр) была 
создана следующая нуклеотидная последователь-
ность (5`CAGGCTCAATATAACCAAATGCACATTG
GTCCTTCTGGAGCGGGATCAAACAAATCTGCTT
CCCAAAATGTAAAAACAAATTGACGGATATTTT
ATCAGAAGAGCTTGGATTAACACACCAGCATCA
CTTTCAGGACCTGTTTTAAGTAATGAAGGGTAT
TATGAATCATGAAAGTTCTTGTAAGTAAAGAAA
AAGACAAAGACGGTAAATACAGCCAAACTTGA
GCTAAAAGGAACTTCTGATAAAAGCAATGGTTC
TGGAGTGCTTGAAGGTACAAAAGCTGACAAAA
GTAAAGCAAAGTTAACCATTTC3`). вставку мар-
керной последовательности в плазмиду pAL2-T за-
казали в зао «евроген». результат пцр с плазмид-
ной днк и днк клещей представлен на рис. 2. 

для определения предела обнаружения син-
тетической днк подготовили 10 десятикратных 
разведений плазмиды с начальной концентрацией  
375 нг/мкл, что соответствует (для применяемой 
плазмиды) 99417428000 геном-эквивалентов на мил-
лилитр (гэ/мл). каждое из разведений амплифици-
ровали в четырех повторах. предельное работоспо-
собное (все реакции пцр успешны) разбавление со-
ставило 10–9, что соответствует одной молекуле днк 
в реакционной смеси (200 гэ/мл). 

интерпретация результатов амплификации осу-
ществляется следующим образом. визуализация 

Таблица 3 / Table 3

Применяемые в работе для амплификации олигонуклеотиды 
Oligonucleotides used in the work for amplification

название праймера, зонда  
Name of primer, probe

нуклеотидная последовательность
Nucleotide sequence

Forward primer flaB CAGGCTCAATATAACCAAATGCACAT

Reverse primer flaB CCTGAAAGTGATGCTGGTGTGTTAAT

Probe flaB (R6G)TCAAACAAATCTGCTTCCCAAAATGTAAAAACA(BHQ1)

Forward primer ospA TGTTAATTTTGCTTTACTTTTGTCAGCTTT

Reverse primer ospA AAGTTCTTGTAAGTAAAGAAAAAGACAAAGACG

Probe ospA (R6G)AGAACCATTGTTTTTATCAGAAGTTCCTTTTAGCTCAA(BHQ1)

Forward primer Ixodes CATATTGAATTTGAGGAGGATTTTCAGT

Reverse primer Ixodes TGTGAAGTAAGGGTGGAAAGGGAT

Probe Ixodes (Cy5)ACACTCACTCGATTTTTTTCTTTACATTTTATTTTACCTTT(RTQ2)

Forward primer Dermacentor GCTAAGAGAATGGAATTTCAGGGAA

Reverse primer Dermacentor AGATGCCCCAACTAAGAATTCCTAAT

Probe Dermacentor (Cy5)AAGAAACAATTATATAAATTAAGGACAAGAAGACCCTAAGAA(RTQ2)
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пцр с олигонуклеотидными затравками для выяв-
ления клещевого боррелиоза происходит по каналу 
Hex (он же R6G), а внутреннего контроля – по ка-
налу Cy5. так, индикация B. burgdorferi и B. afzelii 
осуществляется с использованием гена flaB, ам-
плификация генетического маркера ospA позволяет 
идентифицировать боррелии видов B. garinii и B. af-
zelii. мультиплексный подход исследования днк 
боррелий позволяет выявлять максимальное количе-
ство изолятов и штаммов боррелий видов B. garinii, 
B. burgdorferi и B. afzelii (табл. 2).

при получении положительного результата пцр 
по каналу Hex результат амплификации по каналу 
Cy5 можно не учитывать. в случае отсутствия ам-
плификации по каналу Hex и наличия сигнала флуо-
ресценции (положительной пцр) по каналу Cy5 
можно утверждать об отсутствии в анализируемом 
материале патогенных боррелий. отрицательный 
результат амплификации по обоим каналам (под-
тверждение работоспособности общих компонентов 
реакционной смеси и применяемых специфичных 
олигонуклеотидов происходит при амплификации 
положительного контрольного образца) может сви-
детельствовать о потере днк в процессе выделения 
(или ингибировании реакции) либо о принадлеж-
ности исследуемого клеща к биологическому виду, 
который не амплифицируется с олигонуклеотидами 
внутреннего контроля амплификации, применимыми 
в данном исследовании. подтвердить отсутствие по-
тери генетического материала при выделении днк и 
качественную очистку от ингибиторов пцр можно, 
повторив анализ начиная с этапа выделения днк, 
дополнительно добавив плазмидную днк, содер-
жащую нуклеотидную последовательность (5’CAT
ATTGAATTTGAGGAGGATTTTCAGTGCTAAGAA
CACTCACTCGATTTTTTTCTTTACATTTTATTTTA
CCTTTTTCAGGGAATCCCTTTCCACCCTTACTTC 
ACA3’), аналогичную генетическому маркеру для 
амплификации генетического материала клещей 
рода Ixodes (вставка осуществляется аналогично слу-
чаю с положительным контролем амплификации).  

в этом случае при качественном выделении днк бу-
дет положительный результат пцр по каналу Cy5, 
если по-прежнему амплификация пробы не произо-
шла (а проба с положительным контролем ампли-
фицируется), нужно заменить набор для выделения 
днк и повторить анализ.

осуществив подбор генетических маркеров 
для выявления днк патогенных боррелий, устано-
вили, что наиболее эффективной для этого является 
амплификация генов flaB и ospA, интерпретировать 
результат амплификации следует по обоим генам. 
определить качество выделения днк можно при ам-
плификации генетического материала клещей родов 
Ixodes и Dermacentor.

в дальнейшем нами планируется работа по 
подтверждению практической эффективности раз-
работанных олигонуклеотидов для индикации мар-
керных генов патогенных боррелий (flaB и ospA) в 
сравнении с коммерческими тестами. 
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