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Цели:

Изучить зараженность клещей нескольких 
регионов РФ трансмиссивными 
инфекциями: вирусом клещевого 
энцефалита (ВКЭ), B. burgdorferi и 
патогенными Ehrlichia spp.



Задачи:

● Разработать ПЦР-тест-систему для 
выявления патогенных Ehrlichia spp.

● Определить с помощью метода ПЦР 
зараженность клещей ВКЭ, 
боррелиями и эрлихиями.

● Проанализировать полученные 
данные путем сопоставления с 
имеющимися в литературе данными.



   Царство: Animalia
   Тип: Arthropoda

Подтип: Chelicerata
Класс: Arachnida 

   Подкласс: Acari
Надотряд: Parasitiformes
Отряд: Ixodida

   
Большинство клещей из семейства Ixodidae — 
эктопаразиты, переносящие многие заболевания 
млекопитающих, в частности, человека. Могут 
переносить сразу несколько инфекций.

Самые распространенные 
клещи, переносящие 
инфекции: Ixodes 
persulcatus, I. ricinus,     
I. scapularis, I. pacificus, 
Dermacentor variabilis, 
Amblyomma americanum, 
Rhipicephalus sanguineus.

Клещи
Обзор литературы



Лайм-боррелиоз
Царство: Bacteria 
Тип: Spirochaetes
Класс: Spirochaetes
Отряд: Spirochaetales
Семейство: Spirochaetaceae
Род: Borrelia
Вид (комплекс): Borrelia burgdorferi 
sensu lato.

•Инфицированность клещей: 8-61%.
•В среднем, 10-11 тысяч случаев за год 
в России (≈6,9 случаев на 100 тысяч 
человек).



Вирусный клещевой
 энцефалит

Группа: Группа IV ((+)ssRNA)
Семейство: Flaviviridae

Род: Flavivirus 
Вид: Tick-borne 

meningoencephalitis virus. 

•  Инфицированность клещей: 1-3% (в 
отдельные годы - 15-20%).

•  С января по июль зарегистрировано 2264 
случая (1,59 случаев на 100 тыс. человек) - 
рост на 35,6% по сравнению с 2008 годом. 



Эрлихиоз
Царство: Bacteria 
Тип: Proteobacteria 
Класс: Alphaproteobacteria 
Отряд: Rickettsiales 
Семейство:  Anaplasmataceae

   Род: Ehrlichia
   Вид: Ehrlichia chaffeensis,      

E. muris, E ewingii, E. canis.

Зараженность I. рersulcatus E. muris составляет 
от 1,4 до 8,5%.



Использованные методики

• Экстракция НК фенольным методом.
• Реакция обратной транскрипции.
• Real-time ПЦР.
• Проверка чувствительности тест-системы методом 

«конечных разведений».
• Автоматическое секвенирование ДНК по Сэнгеру 

(методом «терминаторов»).
• Электрофорез ДНК в агарозном геле.
• Подбор последовательностей праймеров и пробы для 

real-time ПЦР.



ПЦР
Суть ПЦР состоит в многократном избирательном 
копировании определенного участка ДНК при помощи 
ферментов in vitro.

Компоненты ПЦР:
• анализируемый образец ДНК 
• праймеры 
• термостабильная (чаще всего – Taq-) 

полимераза
• смесь дезоксирибонуклеотидтрифосфатов 

(дНТФ)
• буфер.



Принцип метода ПЦР



Способы детекции
 результатов ПЦР

● После проведения реакции
 («по конечной точке» - электрофорез, 

FLASH).
● Во время реакции 
(«в реальном времени»).

Мы использовали флуоресцентно 
меченые пробы типа TaqMan.



Температурный режим:

 t°     Время

   
   ПЦР «в реальном времени» мы проводили 

на амплификаторе ДТ-322 (ЗАО «НПФ ДНК-
Технология»). 



 Написана на ген 16s rRNA, должна 
детектировать Ehrlichia muris, E. 
chaffensis и E. canis, а также патогенных 
бактерий близкородственного рода 
Anaplasma. Длина ПЦР-продукта – 198 
пар нуклеотидов. 

Написанная тест-система для 
детекции патогенных     

Ehrlichia spp.



Проверка чувствительности 
имевшихся тест-систем

Проверку делали методом «конечных разведений».

Патоген. Расчетная чувствительность
(число стартовых молекул ДНК на одну 

амплификационную пробирку)

B. burgdorferi 1,54

TBEV 2,16

Результаты и обсуждение



Проверка специфичности 
системы для детекции Ehrlichia 

spp.



Изучение зараженности клещей
 B. burdorferi, TBEV и Ehrlichia spp.

84919Всего 
клещей:

21 (25 %)6 (66,6%)Не 
изучалось

Ehrlichia spp.

000TBEV

10 (11,9%)01 (6,6%)B. burgdorferi

Оренбург.Московская 
область.

Н. Тагил.          



1. Освоены методы: подбор последовательностей 
праймеров и проб, выделение нуклеиновых кислот 
фенольным методом экстракции, постановка реакции 
обратной транскрипции, проведение real-time ПЦР с 
«горячим стартом», электрофореза ДНК в агарозном 
геле, автоматического секвенирования методом 
«терминаторов».

2. Разработана тест-система, детектирующая 
патогенных Ehrlichia spp.,  встречающихся на 
территории РФ.

3. Получены данные о зараженности клещей 
трансмиссивными инфекциями из нескольких 
регионов РФ.

4. Полученные нами данные сопоставлены с 
имеющимися в литературе данными.

Выводы:
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Схема детекции результатов методом 
TaqMan



Пример графиков накопления 
продуктов амплификации



Секвенирование ДНК
Секвенирование ДНК –определение нуклеотидной 

последовательности фрагмента анализируемой ДНК.
Ферментативное секвенирование по Сэнгеру.





Исследованный материал
Клещи из трех регионов: 
● Московская область (9 клещей),
● Свердловская область (Н. Тагил - 19 клещей),
● Оренбургская область (84 клещей).
Клещи из Свердловской области были 

определены как Ixodes persulcatus.



Экстракция суммарных 
нуклеиновых кислот

● Гомогенизация клеща в пробирке с 
помощью специального пестика.

● Лизис с помощью гуанидина.
● Выделение фенол-хлороформным 

методом.
● Хранение при -20°С.



Проведение реакции 
обратной транскрипции (ОТ)

Компоненты реакции:
● ОТ-буфер.
● ОТ-праймеры (случайные или смесь случайных и 

специфических 1:10)
● Ревертаза (обратная транскриптаза) — фермент, 

осуществляющий реакцию.
● Исследуемая РНК.
Методика:
● Инкубирование при 40°С в течение 30 мин (синтез 

кДНК)
● Прогрев при 95°С в течение 5 мин (инактивация 

фермента)
 



Проверка чувствительности 
тест-системы методом 

«конечных разведений»
Чувствительность тест-системы – параметр, 

показывающий, какое число молекул 
матрицы достаточно для положительного 
срабатывания теста. 

   1:10   1:2    1:2    1:2   1:2   1:2

                                  

      К+     К1                                    К2 К3 К4 К4 К6



Для статистической обработки полученных 
результатов исползовалась программа 
Quality (java-версия)

Чувствительность
 тест-системы



Постановка реакции
 секвенирования

При проведении это реакции в реакционной пробирке    необходимо 
смешать:

● Смесь дНТФ, ддНТФ и полимеразы

● Специальный буфер.

● Праймер

● Матрица.

Температурный режим:

96°С – 1 мин

96°С – 15 сек 

55°С – 10

60°С – 3 мин

Для проведения электрофореза для секвенирования использовали 
секвенатор Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) 

25 циклов.



Электрофорез ДНК
в агарозном геле

Электрофорез ДНК — это аналитический 
метод, применяемый для разделения 
фрагментов ДНК по размеру (длине). 



Подбор последовательностей 
олигонуклеотидов для 
детекции Ehrlichia spp.

Для изучения свойств олигонуклеотидов мы 
использовали программу Oligo 6,31. 

Последовательности генов мы брали из 
сервиса GenBank Национального центра 

биотехнологической информаци, а для поиска 
сходных последовательностей нуклеотидов 

использовали сервис BLAST. Синтез 
праймеров и проб выполнялся отделом                      

синтеза олигонуклеотидов ЗАО «НПФ ДНК-                            
Технология».


