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Результаты применения метода полимеразной 
цепной реакции для лабораторного 
подтверждения иксодовых клещевых боррелиозов

 Резюме

Проведена диагностика иксодовых клещевых боррелиозов 

(ИКБ) с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) у 

251 пациента, находившегося на лечении в краевой инфекци-

онной больнице г. Перми в весенне-летний период 2007 года 

с острыми лихорадочными заболеваниями после присасыва-

ния клещей. Исследованы 634 пробы крови методом «nested» 

ПЦР с родоспецифичными праймерами Borrelia burgdorferi 

sensu lato (Bb23SN1 – Bb23SC1 и IGSb1 – IGSa2), фланки-

рующими участок 5S – 23S rРНК-спейсера, в динамике забо-

левания. Определены оптимальные сроки (8 – 14-й день от 

начала заболевания) детекции ДНК боррелий в крови паци-

ентов. Установление диагноза ИКБ с помощью ПЦР у 57,5% 

пациентов с эритемной и безэритемной формами позволяет 

использовать этот метод в качестве дополнительного в лабо-

раторной диагностике заболевания.
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меразная цепная реакция, диагностика
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 Abstract

With the help of polymerase chain reaction (PCR) in 251 patients 

with acute feverish illness after a tick bite, treated at the Perm 

Regional Hospital of Infectious Diseases in the spring-summer 

period of 2007 the diagnostics of Ixodid tick-borne borreliosis 

(ITBB), was performed.

By «nested» PCR with genus-specific primers Borrelia burgdorferi 

sensu lato (Bb23SN1 – Bb23SC1 and IGSb1 – IGSa2), flanking 

the 5S – 23S rRNA intergenic spacer region, 634 blood samples 

were studied in the dynamics of the disease. The optimal period 

(8 – 14 days from the onset of the disease) for the detection of bor-

relia DNA in the blood of the patients was determined. Establishing 

the diagnosis of ITBB by PCR in 57.5% of the patients with ery-

thematous and nonerythematous forms allows to use this method 

as additional in the laboratory diagnosis of the disease.

Key words: Ixodid tick-borne borreliosis, polymerase chain reac-

tion, diagnosis

Введение
В лесной зоне Прикамья, преимущественно 

в южно-таежных и хвойно-широколиственных лесах, 
широко распространены очаги иксодовых клещевых 
боррелиозов (ИКБ). Заражение обусловлено Borrelia 
garinii и Borrelia afzelii [2, 23].

Значительное увеличение числа выявляемых слу-
чаев ИКБ в Пермском крае, подтверждающее экс-
пертный прогноз в отношении истинных показателей 
заболеваемости в этом регионе, во многом связа-

но с совершенствованием методов лабораторной 
диагностики [4, 5]. Их условно можно подразделить 
на непрямые – серологические тесты (ИФА (имму-
ноферментный анализ), РНИФ (реакция непрямой 
иммунофлюоресценции), иммунный блоттинг) и пря-
мые – направленые на детекцию возбудителя, его 
антигенов или ДНК (культуральный метод, прямая 
микроскопия и ПЦР).

В США и Европе при экспресс-диагностике ИКБ 
для ИФА сывороток крови пациентов широко при-
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меняют рекомбинантные антигены (синтетические 
пептиды). Зачастую после ИФА используют иммуно-
блоттинг. Эти методы обладают высокой специфич-
ностью и чувствительностью [39]. Однако, несмотря 
на все достоинства серологических исследований, ни 
одна из известных реакций не позволяет эффектив-
но выявлять антитела на всех этапах иммуногенеза. 
Пόзднее появление специфических иммуноглобули-
нов М и G, а также разная выраженность антительно-
го ответа у больных обусловливают трудность ранней 
диагностики инфекции [6 – 8]. Микроскопические 
тесты часто не дают возможности обнаружить бор-
релии из-за их низкой концентрации в исследуемом 
материале. Культуральный метод, который считает-
ся «золотым стандартом» диагностики, в некоторых 
случаях применяется для подтверждения ИКБ, но 
не может рассматриваться как способ экспресс-
диагностики: показатель частоты изоляции невысок, 
а рост боррелий в посевах требует длительного вре-
мени [6 – 8, 15, 39, 41].

В этой связи значимыми преимуществами для 
подтверждения ИКБ обладает один из наиболее ши-
роко используемых тестов молекулярной диагности-
ки – полимеразная цепная реакция. Она позволяет 
не только осуществлять детекцию ДНК боррелий в 
острый период заболевания, но и идентифицировать 
возбудителей до геновидов [17], а также осущест-
влять диагностику микст-инфекций [36].

Несмотря на то что аналитическая чувствитель-
ность ПЦР достигает 10 копий в исследуемом об-
разце [25], имеются существенные ограничения 
этого метода, связанные с недостаточным, иногда 
кратковременным, накоплением возбудителя или его 
ДНК в различных биологических жидкостях и тканях. 
Поэтому диагностическая чувствительность ПЦР зна-
чительно варьирует в зависимости от выбранного 
клинического материала. При исследовании образ-
цов биопсии кожи, взятых в месте локализации эри-
темы, она достигает 80 – 88%, а при хроническом 
атрофическом акродерматите – 92 – 100% [16, 27], 
что согласуется с результатами изоляции боррелий 
[15]. Высокие положительные показатели были по-
лучены при исследовании ПЦР-методом синовиаль-
ной жидкости пациентов с Лайм-артритом [28, 31]. 
Диагностическая чувствительность ПЦР при исследо-
вании спинномозговой жидкости варьирует в очень 
широких пределах: от 12 до 100%; в среднем она 
составляет 23% [15, 18]. При исследовании ликво-
ра пациентов с нейроборрелиозом положительные 
результаты ПЦР были получены в 50% случаев, когда 
срок взятия образцов не превышал двух недель от 
начала заболевания, а в более поздние сроки этот 
показатель снижается до 13% [24].

Большой интерес в качестве биоматериала для 
ПЦР представляет кровь – она обеспечивает возмож-
ность быстрой диагностики, что особенно важно при 
безэритемной форме ИКБ, с выявлением диссемина-
ции возбудителя и случаев повторных заражений. 

С момента первого обнаружения ДНК боррелий 
методом ПЦР в крови пациентов с мигрирующей 

эритемой проведено большое количество подобных 
исследований [21]. Однако до настоящего време-
ни нет единого мнения об эффективности исполь-
зования цельной крови, плазмы или сыворотки для 
этой цели. Показатели выявления генетического ма-
териала боррелий в таких образцах чрезвычайно 
варьируют (от 4 до 100%) [15, 20, 25, 34], но, как 
правило, они невысоки [15, 19]. Средний показа-
тель чувствительности метода по результатам шести 
исследований, проведенных в 2005 году в Европе 
и США, составил 14% [15]. Такой незначительный 
процент выявления ДНК нередко связывают с не-
продолжительной и неинтенсивной спирохетемией 
при гематогенной диссеминации возбудителя [38], 
что подтверждается показателями частоты изоляции 
боррелий из крови [10, 26, 32]. Однако после прове-
денной оптимизации культурального метода удалось 
обнаружить возбудитель в крови в значительно 
большем проценте случаев [40]. Это дает основа-
ние полагать, что эффективность ПЦР может быть 
также повышена при совершенствовании ее ме-
тодики, например при правильном выборе ДНК-
мишеней и соответствующих им праймеров [15]. 
Несмотря на использование огромного количества 
разнообразных мишеней, только несколько сохра-
нили свою значимость в настоящее время. Сре-
ди них – область межгенного спейсера РНК rrf 
(5S) – rrl (23S) [30, 39]. Применение праймеров 
сразу к нескольким ДНК-мишеням в определен-
ной степени повышает чувствительность реакции 
[16, 31], хотя иногда даже набор праймеров не всег-
да обеспечивает ее достаточную эффективность. 
Кроме того, наличие в крови ингибиторов этой 
реакции – существенный недостаток, который мо-
жет снизить количество положительных результатов 
[14, 15, 35]. В то же время как в нашей стране, 
так и за рубежом пока не стандартизованы раз-
ные этапы проведения ПЦР (выделение ДНК из 
различных биологических жидкостей и тканей, ре-
жим амплификации и др.) [35]. Один из факторов, 
способных значительно повысить результативность 
этой реакции для диагностики ИКБ, – определение 
в динамике инфекционного процесса временнóго 
промежутка, оптимального для взятия крови и по-
становки ПЦР. Такой временной интервал пока не 
установлен, хотя нередко высокие положительные 
показатели, полученные в ПЦР, регистрировали в 
ранние сроки от начала заболевания [9, 22]. Этот 
вопрос ввиду своей значимости требует более де-
тального изучения.

Цель работы – определение оптимальных сро-
ков детекции ДНК боррелий в крови пациентов ме-
тодом ПЦР при лабораторной диагностике ИКБ.

Материалы и методы
В весенне-летний период 2007 года в Пермскую 

краевую клиническую инфекционную больницу 
(ККИБ) поступил 251 пациент с острыми лихо-
радочными заболеваниями (ОЛЗ), развившими-
ся после присасывания клеща. Среди них было 



Э
п

и
дем

и
ологи

я и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кти

ка
 №

 5
 (5

4
)/2

0
1

0

37

Эпидемиология

128 женщин и 123 мужчины в возрасте от 15 до 
84 лет. Большинство (78,9%) госпитализированы в 
первые семь дней от начала заболевания.

Серологическое обследование пациентов проводи-
ли методом ИФА на базе диагностической лаборатории 
ККИБ в динамике заболевания: при поступлении в ста-
ционар и через 10 – 14 дней. Для выявления иммуногло-
булинов M и G к Borrelia burgdorferi sensu lato и к вирусу 
клещевого энцефалита (КЭ) использовали тест-системы 
производства ООО «Омникс» (Санкт-Петербург) и ЗАО 
«Вектор-Бест» (Новосибирск). Серодиагностику грануло-
цитарного анаплазмоза и моноцитарного эрлихиоза че-
ловека (ГАЧ и МЭЧ) проводили в тех случаях, когда име-
лись клинические и лабораторные данные, характерные 
для этих заболеваний [1, 3]. С этой целью использовали 
тест-системы ООО «Омникс» для выявления IgM и IgG к 
Еhrlichia chaffeensis и Anaplasma phagocytophilum. В 
дальнейшем серологическое обследование осуществля-
ли раз в квартал в течение года при диспансеризации 
реконвалесцентов или при их обращении с жалобами 
на состояние здоровья.

На основании клинико-серологических данных 
у 127 (50,6%) пациентов диагностированы ИКБ 
в виде моно- и микст-инфекции. У 106 (83,5%) из 
них выявлена локализованная стадия заболевания 
с мигрирующей эритемой, у 21 (16,5%) – диссе-
минированная стадия с развитием как эритемной, 
так и безэритемной форм и поражениями опорно-
двигательного аппарата, печени, сердечно-сосудистой 
и нервной систем. Среди микст-инфекций диагности-
рованы сочетания ИКБ с КЭ, ГАЧ и геморрагической 
лихорадкой с почечным синдромом.

Для обследования методом ПЦР в первые 
50 – 60 дней от начала заболевания у всех пациентов 

трижды были взяты пробы цельной крови из локтевой 
вены (по 1 мл в пробирки Eppendorf, содержащие 
0,1 мл антикоагулянта EDTA). От каждого больного 
получено как минимум по две пробы (первую брали 
при поступлении пациента в стационар – до начала 
антибиотикотерапии, вторую – через 10 – 14 дней 
после первой). У 132 пациентов была взята третья 
проба через 30 и более дней после второй (несколь-
ко проб были взяты раньше). В общей сложности по-
лучены 634 пробы крови (табл. 1), из них 346 проб – 
от 127 пациентов с диагнозом ИКБ, установленным 
клинико-серологическим методом (табл. 2).

ПЦР проводили в лаборатории переносчиков ин-
фекций НИИ эпидемиологии и микробиологии им. 
Н.Ф. Гамалеи РАМН. Для получения геномной ДНК 
из цельной крови использовали коммерческий на-
бор «Проба-НК» (ЗАО «ДНК-Технология», Москва). ПЦР 
проводили в четырехканальном термоциклере «Тер-
цик» этой же фирмы. При необходимости пробы хра-
нили при температуре –20 °С.

Для амплификации в «nested» ПЦР использова-
ны родоспецифичные праймеры Borrelia burgdorferi 
sensu lato (Bb23SN1 – Bb23SC1 и IGSb1 – IGSa2), 
фланкирующие участок 5S – 23S rРНК-спейсера [30].

С целью контроля и правильной интерпретации 
результатов использована ДНК Borrelia burgdorferi 
sensu stricto (типовой штамм B31). Амплифициро-
ванная ДНК исследована методом горизонтально-
го электрофореза в 1 – 2%-ном агарозном геле в 
присутствии бромистого этидия и трис-боратного 
буфера при напряжении 165 B; для анализа ага-
розных гелей использована видеосистема DNA 
Analyzer с программами Gel-Imager и Gel-Аnalysis 
версии 1.0.

Таблица 1. 
Число проб крови, полученных от пациентов в разные сроки от начала заболевания и исследованных методом 
ПЦР (в скобках – % от общего числа проб, полученных в данные сроки)

Таблица 2. 
Результаты исследования в ПЦР проб крови от 127 пациентов с диагнозом «ИКБ»

Характеристика проб 
Сроки от начала заболевания (в днях) и число полученных проб

Всего
1 – 7 8 – 14 15 – 21  22 и более 

Первая  194 (100) 40 (22,5) 13 (13,7)  4 (2,4) 251

Вторая 138 (77,5) 81 (85,3)  32 (19,2) 251

Третья   1 (1) 131 (78,4) 132

Всего (% от общего числа проб) 194 (30,6) 178 (28)  95 (15) 167 (26,4) 634

Сроки от начала заболевания 
(в днях)

Исследовано проб и процент 
(P ± 2m

p
) от их общего числа

Из них число и процент (P ± 2m
p
) 

проб с ДНК боррелий

1 – 7 92 (26,6 ± 4,7) 6 (6,5 ± 5,1)

8 – 14  81 (23,4 ± 4,5) 53 (65,4 ± 10,5)

15 – 21 55 (15,9 ± 3,9) 15 (27,3 ± 12,0)

22 и больше 118 (34,1 ± 5,1) 4 (3,4 ± 3,3)

Всего проб 346 (100%) 78 (22,5%)
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Результаты и обсуждение
В краткой, тезисной форме результаты наших ис-

следований были изложены ранее [12]. В общей 
сложности ДНК возбудителей ИКБ обнаружена в 90 
(14,2%) пробах крови от 85 (34%) пациентов, причем 
у 12 из них по клинико-серологическим данным ИКБ 
не был диагностирован (см. табл. 2, 3).

Из 106 пациентов с локализованной стадией 
ИКБ у 60 (56,6%) человек была детектирована ДНК 
боррелий; из 21 пациента с диссеминированной 
стадией – у 13 (61,9%). Всего из 127 пациентов с 
диагнозом «ИКБ» B. burgdorferi sensu lato обнару-
жена методом ПЦР у 73 (57,5%). Наиболее часто 
ДНК боррелий присутствовала в пробах, взятых на 
второй неделе от начала заболевания. Рисунок 1 от-
ражает результаты исследования в ПЦР проб крови 
пациентов с диагнозом «ИКБ» в разные сроки от на-
чала заболевания. На рисунке 2 представлены в ди-
намике результаты тестирования в ПЦР проб крови 
конкретных пациентов с диагнозом «ИКБ». Каждый 
из них обследован трижды в разные сроки от начала 
заболевания.

114 пациентов с диагнозом «ИКБ» (из 127) были 
минимум двукратно обследованы серологически в 
указанные выше сроки и 13 пациентов – однократ-
но. В общей сложности иммуноглобулины классов 
М или G к B. burgdorferi sensu lato обнаружены 
у 44 больных (36,4 ± 8,5%), причем коэффициент 
серопозитивности составлял от 1,0 до 9,9. У 27-ми 
сероположительных пациентов (61,4 ± 14,7% от чис-
ла сероположительных) в крови также обнаружена 
ДНК боррелий. Вместе с тем из 83-х серонегатив-
ных больных ПЦР дала положительные результаты у 
46 (55,4 ± 10,9%). Кроме того, ДНК B. burgdorferi 
sensu lato выявлена у 12 (12,4 ± 6,7%) из 124 па-
циентов, у которых после проведенного клинико-
серологического обследования диагноз «ИКБ» был 
исключен и выставлен иной (неверный) диагноз, что 
позволило его уточнить.

Возможность обнаружения боррелий в крови 
больных эритемной формой ИКБ была неоднократно 
продемонстрирована их изоляцией, в том числе и от 
пациентов из Пермского края [9, 10, 22, 26]. В на-
шем исследовании ДНК боррелий с 1-го по 7-й день 

Таблица 3.
Результаты исследования в ПЦР проб крови от 124 пациентов с острыми лихорадочными заболеваниями, 
у которых ИКБ был исключен после клинико-серологического обследования

Сроки от начала заболевания 
(в днях)

Исследовано проб и процент 
(P ± 2m

p
) от их общего числа 

Из них число и процент (P ± 2m
p
) 

проб с ДНК боррелий

1 – 7 102 (35,4 ± 5,6) 0

8 – 14 97 (33,7 ± 5,6) 12 (12,4 ± 6,7)

15 – 21 40 (13,9 ± 4,0) 0

22 и больше 49 (17 ± 4,4) 0

Всего проб 288 (100%) 12 (4,1%)

Рисунок 1. 
Результаты исследования в ПЦР всех проб крови пациентов с диагнозом «ИКБ»* 

* За исключением 35-ти отрицательных результатов, полученных у пациентов через 50 и более дней от начала заболевания.
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от начала заболевания обнаруживалась лишь в не-
большом числе проб крови (6,5 ± 5,1%) вне зависи-
мости от формы заболевания, что, вероятно, связано 
со слабой спирохетемией в этот период. При разви-
тии локализованной стадии первоначальное накопле-
ние возбудителя происходит в месте его первичного 
проникновения, чему способствуют многочисленные 
факторы специфической и неспецифической рези-
стентности макроорганизма. По всей видимости, в 
этом кроется вероятная причина редкости детекции 
ДНК B. burgdorferi sensu lato в крови в первую не-
делю от начала заболевания. Ее наиболее часто уда-
ется обнаружить в крови пациентов на 8 – 14-й день 
от начала заболевания (см. табл. 2, 3; рис. 1), что 
совпадает с оптимальными сроками изоляции борре-
лий из крови пациентов культуральным методом, то 
есть со сроками наиболее выраженной боррелиемии 
[10]. При этом положительными были не только про-
бы крови, взятые у больных в первые сутки специфи-
ческого лечения, но и пробы, взятые на 10 – 14-й 
день с момента назначения антибиотикотерапии. Бо-
лее того, большинство ПЦР-положительных результа-
тов было именно среди вторых проб крови (рис. 2). 
Вероятно, определенную роль в этих случаях сыграла 
способность ПЦР выявлять ДНК как живых, так и 
погибших микроорганизмов, что, с одной стороны, 
увеличивает процент подтверждения ИКБ, а с другой, 
к сожалению, не позволяет судить о дальнейшем 
развитии инфекционного процесса. На третьей не-
деле от начала болезни процент ПЦР-положительных 
проб по сравнению с предыдущим сроком снизился 
практически в два раза, что, возможно, связано с на-
чинающейся в это время элиминацией возбудителя 
из крови больных людей. Нам не удалось определить 
геномный материал боррелий в крови пациентов 

позднее 34-го дня от начала заболевания даже мето-
дом «nested» ПЦР.

Культуральным и ПЦР-методами показано, что ча-
стота обнаружения боррелий в крови больных людей 
коррелирует с проявлениями их диссеминации [20]. 
Вместе с тем боррелиемия при эритемной форме 
может протекать и без каких-либо клинических про-
явлений [29, 33]. По нашим данным, частота вы-
явления ДНК B. burgdorferi sensu lato у пациентов 
с симптомами заболевания была лишь незначитель-
но большей при диссеминированной стадии ИКБ по 
сравнению с локализованной.

В первые две недели от начала болезни ДНК возбу-
дителя определялась чаще, чем антитела к боррелиям. 
В нескольких случаях (9,7%), подобно случаям в Ново-
сибирской области [13], при отрицательном результате 
серологического исследования только на основании 
ПЦР нам удалось выявить безэритемную форму ИКБ, 
что объясняется возможным низким уровнем гумораль-
ных антител в этот период заболевания. Вместе с тем 
современные высокочувствительные тесты серологиче-
ской диагностики, например метод фосфоресцентных 
иммуночипов, разработанный на основе микроплан-
шетной биочип-технологии фосфоресцентного анализа 
(ФОСФАНтм), уже в первые недели заболевания позво-
ляют выявлять специфические антиборрелиозные IgG в 
90% случаев [11]. Такой показатель оказывается выше 
результата, полученного нами с помощью ПЦР, даже в 
пределах оптимального временнóго «коридора» взятия 
от больных проб крови (с 8 – 14-го дня от начала забо-
левания) для обнаружения ДНК боррелий.

Выводы 
Итак, представленные данные свидетельствуют 

о различной информативности ПЦР, используемой для 

Рисунок 2. 
Результаты трехкратного тестирования в ПЦР проб крови, 
взятых в разные сроки от начала заболевания у пациентов с диагнозом «ИКБ»* 

* Для трех пациентов сроки получения третьей пробы показаны на рисунке цифрами рядом с пунктирными линиями.
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лабораторного подтверждения ИКБ в разные сроки 
острого периода заболевания. В целом она относитель-
но невысока, особенно в начале инфекционного про-
цесса. По этой причине, а также учитывая отсутствие 
стандартизации этого метода, он не может рассматри-

ваться в качестве основного для лабораторной диа-
гностики острого периода боррелиоза. Однако в ряде 
случаев ПЦР позволяет распознать инфекцию в ранние 
сроки, до формирования серологического ответа, или 
диагностировать ее серонегативную форму.
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