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Лайм-боррелиоз или иксодовый клещевой бор-
релиоз (ИКБ) является наиболее распространенной 
зоонозной природно-очаговой инфекцией, связан-
ной с клещами рода Ixodes. Возбудителями Лайм-
боррелиоза (ЛБ) являются спирохеты, входящие в 
комплекс Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.). Лайм-
боррелиоз широко распространен в Скандинавии 
и странах центральной Европы [7, 9]. На террито-
рии Российской Федерации располагается большая 
часть мирового ареала ИКБ [1, 3, 6]. Исключением 
не являются Южный и Северо-Кавказский феде-
ральные округа РФ.

Попытка изучения зараженности иксодовых кле-
щей возбудителем Лайм-боррелиоза на территории 
Ставропольского края была предпринята в 1996 г. 
[6]. С тех пор исследования в данном направлении 
не проводились. Однако многообразие ландшафтно-
географических зон, климатические условия, а так-
же широкое распространение и высокая численность 
иксодовых клещей способствовали возникновению 
случаев заболеваний ЛБ в данном регионе. В связи 
с этим актуальной проблемой является разработка и 
совершенствование экспрессных методов индикации 
возбудителя ЛБ с целью повышения их чувствитель-
ности и специфичности. 

Цель исследования – разработка магнитного им-
мунного сорбента для индикации возбудителя Лайм-

боррелиоза в полевом материале методом ПЦР.

Материалы и методы 
 
Материалом для исследования служили иксодо-

вые клещи, сбор которых осуществляли с апреля по 
ноябрь в 2006–2008 гг., в период их активного пара-
зитирования, на стандартный флаг по общепринятой 
методике. Исследовали как единичных клещей, так 
и пулы, состоящие не более чем из 15 особей. При 
формировании пулов учитывали фазу развития кле-
ща, место сбора, вид хозяина (в случае, если клещи 
сняты с животного).

 Исследование суспензий клещей осуществляли 
с помощью тест-системы «Ампли-Сенс ®Borrelia 
burgdorfеri sensu lato для выявления 16S рРНК 
Borrelia burgdorfеri sensu lato (B. burgdorfеri sensu 
strictо, B. afzelii, B. garinii) в биологическом материа-
ле». Подготовку проб и анализ проводили согласно 
инструкции по применению. Параллельно исследо-
вали эти пробы методом ПЦР после предваритель-
ного селективного концентрирования на магнитных 
иммунных сорбентах.

В качестве матриц при производстве магно-
сорбентов (МС) использовали природный отече-
ственный алюмосиликат, магнетит, карбоксимети-
лированный лигнин. МС с высокой сорбционной 
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Рис. 1. Схема проведения сочетанного анализа  
МИС+ОТ-ПЦР для детекции возбудителя Лайм-боррелиоза

активностью синтезировали методом формирования 
пористой структуры носителя в пристутствии орга-
нических полимеров [2]. 

Биологическим сырьем при конструировании 
магнитного иммуносорбента служили иммунные 
сыворотки крови доноров с высокими титрами спец-
ифических антител к возбудителю ЛБ. Антитела к 
возбудителю ЛБ в сыворотках крови доноров выяв-
ляли методом ИФА с использованием тест-системы 
«ЛаймБест» ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск), 
представляющей собой набор, основой которого яв-
ляются рекомбинантные антигены Borrelia burgdor-
feri s.l., иммобилизованные на поверхности лунок 
полистиролового планшета. Иммуноглобулины клас-
са G выделяли методом фракционирования белков 
полиэтиленгликолем (ПЭГ) – 6000 [10]. 

Математическую обработку результатов экспе-
риментов проводили на компьютере в программе MS 
Office Excel XP. 

Результаты и обсуждение

Видовой состав иксодид, вызывающих ЛБ на 
территории Евразии, в наших сборах был представ-
лен видом I. ricinus. Наряду с этим видом, исследо-
вали иксодовых клещей, характерных для лесостеп-
ной и предгорной ландшафтных зон: Dermacentor 
marginatus, D. reticulatus, Haemaphysalis punctata, 
Rhipicephalus rossicus. 

В течение 2006–2008 гг. на территории Ставро-
польского края методом ОТ-ПЦР выявлены 30 по-
ложительных проб иксодовых клещей из 252 иссле-
дованных на наличие возбудителя ЛБ, что составило 
(11,9±1,6) % от общего количества исследованных 
пулов. Наиболее высокая зараженность установлена 
в 2008 г. – 4,85 %, что в 15,2 раза выше, чем в 2006 г. 
и в 69 раз больше по сравнению с 2007 г. Установлена 
высокая зараженность лесного клеща I. ricinus воз-
будителем ЛБ – (10,7±1,8) %, при этом имаго соста-
вили 88,9 %, нимфы – 11,1 %. Кроме того, специфи-
ческая рРНК впервые выявлена у клеща D. margin-
atus – (1,2±0,4) %, который широко распространен на 
территории Ставропольского края, что указывает на 
вовлечение в эпизоотический процесс других видов 
иксодовых клещей.

ПЦР-диагностика иксодовых клещевых борре-
лиозов до настоящего времени находится в стадии 
разработки. Главной проблемой при этом является 
большое количество ложноотрицательных резуль-
татов, часто ничтожно малое количество боррелий 
в исследуемом материале, что недостаточно для на-
дежной индикации методом ПЦР [5, 8]. Кроме того, 
трудной задачей представляется обработка проб 
внешней среды, так как в этом случае необходимо 
использовать особые методические приемы, по-
зволяющие избавиться от посторонних примесей, 
способных значительно снизить чувствительность 
ПЦР, и максимально сконцентрировать искомую 
ДНК (РНК). 

Для устранения этих недостатков мы объедини-
ли два метода: высокоэффективное избирательное 
концентрирование патогена на магноиммуносорбен-
те с последующей постановкой ОТ-ПЦР. 

В качестве основного структурного компонента, 
формирующего остов композиционной твердофаз-
ной матрицы, использован природный отечествен-
ный алюмосиликат. Химическое модифицирование 
сорбента осуществляли в присутствии карбоксиме-
тилированного лигнина и карбодиимида. В качестве 
магнитного компонента при синтезе применяли маг-
нетит (Fe3O4).

Структура композиционного магносорбента 
представлена корпускулярной системой, которая со-
стоит из частиц кремнезема, покрытых полимером – 
карбонизированным лигнином, связанных друг с 
другом в пространственном каркасе. Размер корпу-
скул определяет величину удельной поверхности 
МС, а плотность их упаковки – объем и радиус пор.

На основе проведенных исследований опреде-
лены оптимальные условия получения лигнинсодер-
жащего магносорбента: соотношение компонентов 
синтеза 1,5:1:1, соответственно SiO2: Fe3O4: карбок-
симетилированный лигнин; время гелеобразования – 
2 ч; значение pH гелеобразования – 7,0.

Для придания магносорбенту биоспецифических 
свойств и получения магноиммуносорбента (МИС) 
на поверхность МС иммобилизовали специфические 
IgG, выделенные фракционированием ПЭГ-6000 из 
сывороток крови людей с высокими титрами борре-
лиозных антител. Исследования показали, что кон-
центрация белка 2 мг/мл является оптимальной для 
полного насыщения антителами сорбента в объеме 



ДИАГНОСТИКА

63

0,2 мл 10 % взвеси.
Установлено, что для полного насыщения маг-

носорбента белком достаточно 2 ч при значении pH 
раствора 6–7 и температуры от 22 до 37 °С.

Подготовку проб клещей для селективного кон-
центрирования на МИС осуществляли так же, как и 
для проведения ОТ-ПЦР. Затем в пенициллиновые 
флаконы вносили 50 мкл 10 % взвеси МИС и весь объ-
ем приготовленной суспензии клещей. Инкубировали 
30 мин при 37 °С. МИС трижды промывали ФСБ, 
придерживая постоянным магнитом флаконы с сор-
бентом, и ресуспендировали в 150 мкл 0,15 М раство-
ра хлорида натрия. Полученную суспензию исполь-
зовали для выявления рРНК. Далее все манипуляции 
проводили, строго следуя указаниям по применению 
тест-системы. Схема проведения сочетанного анализа 
МИС+ОТ-ПЦР представлена на рис. 1.

Сочетанным методом МИС+ОТ-ПЦР рРНК 
выявлена в 56 пробах – (22,2±2,9) %, из них I. rici-
nus – 51 пул, D. marginatus 5 пулов, что позволило 
подтвердить наличие рРНК возбудителя ЛБ в 30 про-
бах суспензий клещей и дополнительно выявить 26 
положительных проб. Применение МИС позволило 
повысить число положительных находок в 1,9 раза. 
Результаты выявления рРНК B. burgdorferi s.l. мето-
дом МИС+ОТ-ПЦР представлены на рис. 2.

Таким образом, на основе кремнезема – алюмо-
силиката, модифицированного карбоксиметилирован-
ным лигнином и карбодиимидом, получены магнит-
ные иммуносорбенты, применение которых позволяет 
на этапе подготовки проб путем многократных промы-
ваний сорбента с фиксированным на нем инфекцион-
ным агентом освобождаться от всевозможных приме-

сей, тем самым исключать их отрицательное влияние 
на проводимый анализ, максимально концентрировать 
искомый возбудитель, что повышает специфичность и 
чувствительность ПЦР-анализа. 
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Рис. 2. Результаты выявления рРНК B. burgdorferi s.l.  
методом ОТ-ПЦР до (А) и после (Б) селективного  

концентрирования проб суспензий клещей на МИС:
А: 1–6 – исследуемые пробы без МИС, ОК – отрицательный контроль 

выделения, «К-» – контроль отрицательный, «К+» – контроль  
положительный. Б: 1–6 – те же пробы после концентрирования  

на МИС, ОК – отрицательный контроль выделения, «К-» – контроль  
отрицательный, «К+» – контроль положительный


