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цель исследования – апробация возможности идентификации изолятов патогенных боррелий группы Borrelia 
burgdorferi sensu lato по специфичности сцепленных последовательностей локусов их генов recA и ospA, т.е. опти-
мизированным методом мультилокусного сиквенс-анализа (млса). материалы и методы. исследовано 25 изо-
лятов боррелий от взрослых голодных клещей Ixodes ricinus, отловленных в лесостепной части воронежской 
области. изоляты получены посевом материала кишечника клещей на среду BSK. их первичная идентификация 
проведена путем анализа сцепленных последовательностей локусов генов recA и ospA общей длиной 360 п.н. 
выборочный контроль видовой принадлежности изолятов проведен в соответствии с протоколом полного млса 
путем анализа нуклеотидных последовательностей 6 генов (recA, ospA, rrs, hbb, groEL, fla) и межгенного спейсера 
rrf-rrl (общей длиной всех 7 локусов 1187 п.н.) с использованием платформы BLAST, программ Sequence scanner 2 
и MEGA11. результаты и обсуждение. исследована гетерогенность нуклеотидных последовательностей генов 
recA и ospA у 25 изолятов боррелий. путем построения дендрограмм среди изолятов выявлены пять различных 
вариантов последовательностей. показано сходство изолятов внутри каждой из этих пяти групп, а также их от-
личие от аналогичных сцепленных последовательностей других видов патогенных боррелий комплекса B. burg-
dorferi sensu lato. для подтверждения полученных результатов проведено выборочное исследование изолятов из 
каждой группы по полному протоколу млса. выявлено, что в исследованных экосистемах воронежской области 
циркулируют боррелии пяти видов: B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis, B. burgdorferi sensu stricto и B. valaisiana. 
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Abstract. The aim of the study was to test the possibility of identifying isolates of pathogenic Borrelia burgdorferi 
sensu lato by the specificity of linked sequences of their recA and ospA gene loci, i.e. using the optimized multilocus 
sequence analysis (MLSA) method. Materials and methods. 25 Borrelia isolates from adult hungry Ixodes ricinus 
ticks collected in the forest-steppe part of the Voronezh Region were studied. Isolates were obtained through seeding 
the mid-gut of ticks on BSK medium. Their primary identification was performed by analyzing the linked sequences of 
the recA and ospA gene loci with a total length of 360 bp. Selective control of species affiliation of Borrelia isolates was 
carried out according to the protocol of full MLSA via assessment of the nucleotide sequences of 6 genes (recA, ospA, 
rrs, hbb, groEL, fla) and the intergenic spacer rrf-rrl (total length of all 7 loci being 1187 bp) using the BLAST platform, 
Sequence scanner 2 and MEGA11 programs. Results and discussion. The heterogeneity of the nucleotide sequences of 
recA and ospA genes in 25 Borrelia isolates has been investigated. Construction of dendrograms has revealed at least 
5 different sequence variants among the isolates. The similarity of isolates within each of these five groups, as well as 
their distinction from comparable linked sequences of other pathogenic species of the B. burgdorferi sensu lato complex 
is demonstrated. To confirm the results obtained, a set of isolates from each group was sampled using the full MLSA 
protocol. It has been established that five Borrelia species circulate in the studied ecosystems of the Voronezh Region: 
B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis, B. burgdorferi sensu stricto, and B. valasiniana.
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иксодовые клещевые боррелиозы (икб) – это 
группа этиологически самостоятельных спирохе-
тозных природно-очаговых трансмиссивных инфек-
ций, передающихся человеку иксодовыми клеща-
ми и поражающих различные системы органов [1]. 
возбудители икб – комплекс спирохет Borrelia burg-
dorferi sensu lato (s.l.), включающий более 22 видов, 
для 6 из которых (B. burgdorferi sensu stricto [s.s.], 
B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis, B. spielmanii и 
B. mayonii) доказана патогенность для человека [2]. 
на территории россии выявлены природные очаги 
всех перечисленных видов возбудителей икб (за ис-
ключением B. mayonii), причем наибольшее эпиде-
мическое значение имеют B. garinii, B. afzelii и B. ba-
variensis [1, 3]. их основные переносчики – клещи 
Ixodes persulcatlus и I. ricinus. в последние десятиле-
тия по уровню заболеваемости икб занимают пер-
вое место среди всех природно-очаговых инфекций. 
в 2022 г., например, в нашей стране зарегистрирова-
но 7264 случая (4,98 на 100 тыс. населения) [4]. 

для лабораторной диагостики икб рекомендо-
ваны методы прямого выявления возбудителя или 
его днк: культивирование на питательной среде, 
обнаружение боррелий с помощью световой или 
электронной микроскопии, полимеразная цепная ре-
акция (пцр), а также серологические методы [1, 5]. 
результативным методом лабораторной идентифика-
ции возбудителей икб оказалась пцр, для проведе-
ния которой анализируемым материалом могут быть 
различные биологические жидкости, а также био-
птаты ряда органов и тканей. использование пцр 
для индикации комплекса конкретных днк мише-
ней позволяет точно установить этиологию заболе-
вания. это важная задача дифференциальной лабо-
раторной диагностики нозологических форм заболе-
ваний группы икб из-за возможных существенных 
различий в их клинических проявлениях на разных 
стадиях инфекционного процесса [2, 5–8].

в современных исследованиях для определе-
ния видовой принадлежности боррелий используют 
методы мультилокусного сиквенс-анализа (млса) 
и сиквенс-типирования (млст), основанные на 
специфике выявленных пцр-методом нуклеотид-
ных последовательностей ряда консервативных ге-
нов. протокол млса включает исследование локу-
сов 6 генов (rrs, hbb, groEL, recA, fla, ospA) и локуса 
межгенного спейсера rrf-rrl [9]. протокол млст 
включает анализ набора локусов 8 иных консерва-
тивных генов (clpA, clpX, nifS, pepX, pyrG, recG, rplB 
и uvrA) [10]. контрольная идентификация изолятов 
боррелий двумя этими методами дала тождественные 
результаты [11]. оба метода трудоемки и времяемки. 

для практической работы клинико-диагностических 
лабораторий, связанной с необходимостью иден-
тификации проб от многих пациентов или из при-
родных очагов, метод млса представляется более 
рациональным, поскольку его протоколом предусмо-
трено исследование локусов меньшего числа генов. 

ранее путем анализа степени сходства нуклео-
тидных последовательностей локусов каждого из 
этих генов (перечислены выше) у репрезентатив-
ного пула изолятов одного заранее известного вида 
(B. bavariensis) выявлено, что гены recA и ospA дают 
наибольшее отличие от последовательностей анало-
гичных локусов типовых штаммов других патоген-
ных видов боррелий. показано также, что сцеплен-
ные нуклеотидные последовательности локусов все-
го двух этих генов позволяют подтвердить видовую 
принадлежность изолятов этого пула и их отличие 
от аналогичных сцепленных последовательностей 
боррелий других патогенных видов, вызывающих 
икб. на основании полученных данных предложено 
оптимизировать млса для определения видового 
статуса изолятов B. burgdorferi s.l. [12]. однако воз-
можность достоверной первичной идентификации 
предложенным методом патогенных боррелий раз-
личных видов оставалась неясной. 

цель исследования – апробация возможности 
идентификации видовой принадлежности изоля-
тов патогенных боррелий группы B. burgdorferi s.l. 
по специфичности сцепленных последовательно-
стей локусов их генов recA и ospA, т.е. оптимизиро-
ванным методом млса, который был предложен  
ранее [13].

материалы и методы

исследованы 25 неидентифицированных пер-
вичных изолятов B. burgdorferi s.l. из музея бор-
релий лаборатории переносчиков инфекций на 
базе государственной коллекции микроорганиз-
мов – возбудителей инфекционных болезней чело-
века II–IV групп патогенности («гкм – гамалеи»). 
они были получены путем индивидуального по-
сева на среду BSK материала кишечника взрос-
лых голодных особей европейского лесного клеща 
(I. ricinus L.) – единственного основного переносчи-
ка боррелий в описываемом регионе. большинство 
клещей, от которых получены изоляты, собраны 
весной 2021 г. на флаг с наземной растительности 
лесных экосистем лесостепной части воронежской 
области: в верхнехавском районе (51°53′54″ с.ш. 
39°45′07″ в.д.) и центральном районе г. воронежа 
(51°74′59″ с.ш. 39°22′78″ в.д.). несколько культур 
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изолированы ранее от клещей этого вида с террито-
тории воронежского заповедника им. в.м. пескова.

культивирование боррелий осуществляли 
при температуре 32 °C в течение одного месяца. 
выделение бактериальной днк и очистка пцр-
продуктов проведены с помощью коммерческого 
набора «проба-нк» («днк-технология», россия) и 
HiPure Gel DNA Mini Kit (Magen, китай). млса и 
оптимизированный млса выполнены по схемам, 
пред ложенным D. Richter et al. [9] и к.а. голидоно-
вой и соавт. [12]. пцр проведена в амплификаторе 
Eppendorf Mastercycler nexus (Eppendorf, германия). 
ампликоны секвенированы с помощью набора реак-
тивов BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Thermo Scientific, сШа) на автоматическом секве-
наторе 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
сШа) в межинститутском центре коллективного 
пользования «геном» (институт молекулярной био-
логии им. в.а. энгельгардта ран, москва). 

выборочный контроль идентификации изоля-
тов при помощи оптимизированного млса осу-
ществлен путем сравнения полученных результатов 
с данными их исследования по полному протоколу 
млса. анализ результатов секвенирования прове-
ден с использованием платформы BLAST, программ 
Sequence scanner 2 и MEGA11. соответствующие 
дендрограммы построены с включением аутгруппы 
нуклеотидных последовательностей локусов 6 ге-
нов типовых штаммов патогенных для человека 
боррелий, которые содержит база данных GenBank: 
recA (149 п.н.), ospA (211 п.н.), rrs (480 п.н.), hbb 
(327 п.н.), groEL (224 п.н.), fla (304 п.н.), а также 
межгенного спейсера rrf-rrl (181 п.н.). сцепленные 
нуклеотидные последовательности генов recA и ospA 
исследуемых изолятов, а также последовательностей 
локусов этих генов у всех видов боррелий аутгруп-
пы использованы для построения дендрограмм ме-
тодом невзвешенного попарного среднего (UPGMA) 
при величине bootstrap 1000 повторов с поправкой 
джукса – кантора. 

результаты и обсуждение

поскольку возможность идентификации видо-
вой принадлежности патогенных боррелий группы 
B. burgdorferi s.l. оптимизированным методом млса 
основана на сцепленных последовательностях генов 
recA и ospА, нами проанализирована степень гетеро-
генности локусов этих генов у 25 исследуемых изо-
лятов. соответственно по данным секвенирования 
построены две дендрограммы: по гену recA и по гену 
ospA. нуклеотидные последовательности локусов 
гена ospA кластеризовались с соответствующими 
последовательностями этого гена у пяти различных 
видов аутгруппы: 11 – с B. afzelii, 10 – в одном клас-
тере с B. garinii и B. bavariensis, 3 – с B. valaisiana 
и 1 – с B. burgdorferi s.s. (рис. 1). сравнительный 
анализ нуклеотидных последовательностей гена 
ospA выявил сходство изолятов, кластеризовавших-

ся с B. afzelii, на 92,2–100 %, B. garinii – 94,8–100 %, 
B. bavariensis – 92,6–100 %, B. valaisiana – 97,1–
100 %. аналогичная дендрограмма нуклеотидных 
последовательностей гена recA, опубликованная ра-
нее [13] и не приведенная из-за ограничения объема 
статьи, дала в целом сходные результаты. однако 
отмечены отличия в кластеризации некоторых кон-
кретных изолятов. так, по последовательности ло-
куса гена recA изолят Ir-6364 был ближе к B. afzelii, 
а по сиквенсу локуса гена ospA – к B. garinii. изоляты 
Ir-6370 и Ir-6397, находившиеся по результату сек-
венирования локусов этого гена в одном кластере с 
B. garinii и B. bavariensis, по последовательностям 
гена ospA кластеризовались с B. afzelii. изложенные 
факты подтвердили, что результаты секвенирования 
локуса только одного из генов, recA или ospA, не по-
зволяют четко идентифицировать видовую принад-
лежность изолята и стимулировали проверку такой 
возможности по сцепленным последовательностям 
этих генов, как это было предложено оптимизацией 
млса [12]. соответствующая дендрограмма (рис. 2) 
демонстрирует четкую кластеризацию сцепленной 
последовательности всех тестируемых изолятов и 
подтверждает наличие среди них по крайней мере 
пяти различных вариантов.

с аналогичными сцепленными последователь-
ностями B. afzelii кластеризовались 12 изолятов, 5 – 
с B. garinii, 4 – с B. bavariensis, 3 – с B. valaisiana и 
1 – с B. burgdorferi s.s. максимальное сходство сцеп-
ленных нуклеотидных последовательностей изоля-
тов в каждой из этих групп (без B. burgdorferi s.s.) 
составляло 100 % с незначительными отклонениями 
некоторых минимальных значений, кроме одного 
изолята B. bavariensis, для которого этот показатель 
составил 90,3 %. отличия сцепленных последова-
тельностей локусов генов recA и ospA каждого из 
пяти видов боррелий, обнаруженных среди тести-
руемых изолятов, от патогенных боррелий других 
видов составляли от 4 до 15 %.

приведенные цифры получены в результате рас-
четов по всем исследуемым изолятам. они сведены 
в таблицу (по аналогичной с табл. 1 форме), разме-
ры которой не позволяют воспроизвести ее в данной 
статье. эта рабочая таблица выявила большое сход-
ство последовательностей локусов у изолятов внутри 
каждой группы и их вполне достоверные отличия по 
этим особенностям от большинства патогенных бор-
релий других видов группы B. burgdorferi s.l.

контроль информации о видовой принадлежно-
сти изолятов, протестированных оптимизированным 
методом млса, проведен тестированием части из 
них по полному протоколу млса. исходя из боль-
шого сходства между сиквенсами изолятов опреде-
ленного вида, для случайного выборочного контроля 
отобраны по одному изоляту каждого из пяти вы-
явленных видов боррелий: Ir-6448, Ir-6470, Ir-6485, 
Ir-6521, Ir-6522. о принадлежности каждого из них 
к тому виду боррелий, который установлен по сцеп-
ленным последовательностям локусов генов recA и 
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рис. 1. дендрограмма нуклеотидных по-
следовательностей локусов гена ospA у 
25 изолятов боррелий. изоляты обозначены 
буквами Ir (от клеща I. ricinus) и цифрами. 
в круглых скобках – обозначения типовых 
штаммов боррелий

Fig. 1. Dendrogram of nucleotide sequences of 
ospA gene loci in 25 Borrelia isolates. Isolates 
are labeled with the letters “Ir” (from the tick 
I. ricinus) and numbers. Designations of typi-
cal Borrelia strains are given in parentheses.

рис. 2. дендрограмма сцепленных нуклео-
тидных последовательностей генов recA и 
ospA (обозначения – в подписи к рис. 1) 

Fig. 2. Dendrogram of concatenated nucleo-
tide sequences of recA and ospA genes (see 
designations to Fig. 1)
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ospA, свидетельствует наибольшая степень сходства 
с аналогичной последовательностью одного из ти-
повых штаммов боррелий (табл. 1). контрольное те-
стирование перечисленных изолятов методом млса 
также подтвердило видовой статус четырех из них, 
установленный изначальным «слепым» опреде-
лением (рис. 3). но итоги опытной и контрольной 
идентификации изолята Ir-6470 совпали не вполне: 
сцепленные последовательности секвенированных 
участков генов recA и ospA оказались идентичными 
таковым у B. bavariensis (рис. 2), а по итогу полного 
млса они кластеризовались между кладами типо-
вых изолятов данного вида и чрезвычайно близкой 
к нему B. garinii (рис. 3). до придания одному из 
генотипов B. garinii самостоятельного видового ран-
га B. bavariensis [14] их считали одним видом. по 
сходству сцепленных сиквенсов локусов генов recA 
и ospA изолят Ir-6470 оказался ближе к виду B. ba-
variensis (95,6–96,7 %), к которому мы его относим, 
чем к B. garinii 20047т – 94,4 % (табл. 1).

итак, апробация оптимизированного метода 
млса [12] «слепой» идентификацией 25 изолятов 
боррелий от взрослых клещей I. ricinus позволила 
по отличиям сцепленных последовательностей ло-
кусов генов recA и ospA выявить пять различных 
видов группы B. burgdorferi s.l. номера доступа де-
понированых в GenBank исходных сиквенсов этих 
локусов, по которым сделаны заключения о видовой 
принадлежности каждого изолята, представлены в 
табл. 2. судя по полученным нами данным, в лесо-
степной части воронежской области более распро-
странены и, следовательно, могут чаще вызывать 
заболевание икб B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis. 

Таблица 1 / Table 1

сходство (в %) сцепленных нуклеотидных последовательностей генов recA и ospA «контрольных» изолятов  
с аналогичными сцепленными последовательностями типовых штаммов боррелий выявленных видов 

Similarity (in %) of linked nucleotide sequences of recA and ospA genes in “control” isolates  
with analogous linked sequences of typical Borrelia strains of identified species

номера изолятов  
и виды боррелий 

Isolate number  
and Borrelia species

Ir-6448 Ir-6470 Ir-6485 Ir-6521 Ir-6522 B. afzelii 
(VS461T)

B. bavarien-
sis (NT29)

B. bavarien-
sis (PBi)

B. burgdor-
feri s.s. 
(B31T)

B. garinii 
(20047T)

B. valaisiana 
(VS116T)

Ir-6448 100

Ir-6470 96,7 100

Ir-6485 88,6 89,4 100

Ir-6521 91,7 90,8 91,4 100

Ir-6522 89,7 90,6 90,8 88,3 100

B. afzelii (VS461T) 90,3 91,1 90,8 88,9 99,4 100

B. bavariensis (NT29) 94,2 95,6 90,0 91,1 90,0 90,6 100

B. bavariensis (PBi) 94,7 96,7 90,0 91,4 90,3 90,8 96,4 100

B. burgdorferi s.s. (B31T) 89,2 90,0 99,4 91,4 91,4 91,4 90,6 90,6 100

B. garinii (20047T) 93,6 94,4 89,2 89,7 89,7 90,3 92,5 94,7 89,7 100

B. valaisiana (VS116T) 91,7 90,8 91,4 100,0 88,3 88,9 91,1 91,4 91,4 89,7 100

рис. 3. дендрограмма сцепленных сиквенсов выборочных изо-
лятов боррелий, тестированных по полному протоколу млса 
(обозначения – в подписи к рис. 1)

Fig. 3. Dendrogram of linked sequences of selected Borrelia isolates 
tested through the full MLSA protocol (see designations to Fig. 1)
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в отличие от боррелий этих видов, которые разными 
методами были обнаружены здесь и ранее [14, 15], 
четвертый патогенный вид – B. burgdorferi s.s. – 
выявлен впервые и представлен в исследованном 
пуле одним изолятом. его «удельное» значение в 
этиологии икб нуждается в дальнейшем изучении, 
как и боррелий всех видов, циркулирующих в дан-
ном регионе, включая B. valaisiana, патогенность 
которой еще не вполне доказана [2]. особую акту-
альность этой задачи подчеркивает возможность 
циркуляции боррелий нескольких видов в одной 
экосистеме при их единственном пути передачи че-
ловеку – клещом I. ricinus. так, вблизи с. большая 
приваловка верхнехавского района циркулируют 
все пять видов боррелий (табл. 2), а в центральном 
районе г. воронежа – минимум три вида (B. afzelii, 
B. bavariensis, B. valaisiana). 

представленные данные подтверждают возмож-
ность лабораторной идентификации патогенных ви-
дов боррелий группы B. burgdorferi s.l. предложен-
ным ранее [12] оптимизированным методом млса, 
основанным на анализе сцепленных нуклеотидных 
последовательностей локусов генов recA и ospA.
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