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Ранняя диагностика клещевого боррелиоза определяет показания для этиотропной терапии, а выявление боррелий в 
присосавшемся клеще служит обоснованием проведения антибиотикопрофилактики. Для определения возбудителя бор-
релиоза наиболее широко используются методы ПЦР, что требует особых условий организации работы лабораторий, 
использование дорогостоящего оборудования. Процедура выделения ДНК бактерий и последующая амплификация за-
нимает несколько часов рабочего времени. Описаны методы детекции боррелий в изотермической реакции LAMP, что 
позволяет существенно ускорить диагностику, не требует сложного оборудования и высокой квалификации персонала. 
LAMP в ряде случаев позволяет выполнять анализ без предварительной экстракции нуклеиновых кислот. Цель работы: 
разработка модифицированного теста изотермической детекции ДНК возбудителей боррелиоза для ускоренного полу-
чения результата с возможностью исключения стадии экстракции нуклеиновых кислот. Использованы 40 образцов ДНК 
боррелий и 11 клещей Ixodes persulcatus. С целью сокращения времени детекции боррелий описанную ранее методику 
LAMP модифицировали введением дополнительных петлевых праймеров. Оценку количества копий в позитивном образце 
плазмидной ДНК боррелий определяли с помощью цифровой ПЦР. Результаты реакции LAMP сравнивали с результатами 
коммерческого теста ПЦР-РВ. Дополнительное использование петлевых праймеров примерно вдвое сократило время де-
текции ДНК боррелий, не оказывая влияния на сравнительную диагностическую эффективность. Предел аналитической 
чувствительности модифицированного метода LAMP равен 21 молекуле добавленного в реакцию плазмидного стан-
дарта. В сравнительном тестировании с помощью ПЦР-РВ чувствительность метода LAMP составила 90%, спец-
ифичность 100%. Впервые продемонстрирована возможность детекции боррелий в клещах без этапа экстракции ДНК. 
Разработан модифицированный изотермический метод детекции возбудителей клещевого боррелиоза, позволяющий вы-
полнять анализ в течение 20-30 минут, в том числе в клещах без предварительной экстракции ДНК.
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Early diagnosis of tick-borne borreliosis determines the indications for etiotropic therapy, and the detection of borrelia in a tick 
that has bitten you serves as the basis for antibiotic prophylaxis. To determine the causative agent of borreliosis, PCR methods are 
most widely used, which requires special conditions for organizing the work of laboratories and the use of expensive equipment. 
In addition, the procedure for isolating bacterial DNA and subsequent amplification takes several hours of working time. At the 
same time, methods for detecting borrelia in the isothermal LAMP-reaction are described, which makes it possible to significantly 
speed up the diagnosis, does not require complex equipment and highly qualified personnel. It is also known that LAMP in some 
cases allows analysis without prior extraction of nucleic acids. The purpose was a development of a modified test for isothermal 
detection of DNA of borreliosis pathogens for an accelerated result and the possibility of excluding the stage of nucleic acid 
extraction. We used 40 samples of Borrelia DNA and 11 Ixodes persulcatus ticks. To shorten the detection time for Borrelia, the 
previously described LAMP method was modified by the introduction of additional loop primers. The copy number of the positive 
DNA sample of the borrelia plasmid was estimated using digital PCR. The results of the LAMP reaction were compared with those 
of the commercial PRC-RT test.
The additional use of loop primers approximately halved the detection time for Borrelia DNA without affecting the comparative 
diagnostic efficiency. The analytical sensitivity limit of the modified LAMP method was 4 copies/μl or 21 molecules of the plasmid 
standard added to the reaction. In comparative testing with RT-PCR, the sensitivity of the LAMP method is 90%, and the specificity 
is 100%. The possibility of detecting borrelia in ticks without the stage of DNA extraction has been demonstrated for the first time. 
A modified isothermal method for the detection of pathogens of tick-borne borreliosis has been developed, which allows analysis 
within 20-30 minutes, including in ticks without preliminary DNA extraction.
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Введение. Вызываемая спирохетами Borrelia 
burgdorferi зоонозная клещевая инфекция (болезнь Лай-
ма или иксодовый клещевой боррелиоз (ИКБ)), переда-
ющаяся человеку при присасывании клещей рода Ixodes 
– наиболее распространенное трансмиссивное инфек-
ционное заболевание людей, проживающих в умерен-
ном климатическом поясе северного полушария [1, 2]. В 
России ИКБ находится на 2-м месте по заболеваемости 
среди природно-очаговых и зооантропонозных инфек-
ций, опережая заболеваемость клещевым энцефалитом 

в 4,5 раза [3, 4]. Клинические проявления заболевания 
включают как локальное поражение кожи в месте при-
сасывания клеща, так и характерные для спирохетозов 
отсроченные системные поражения разных органов. Со-
гласно клинической классификации, выделяют период 
инкубации и дальнейшего развития по 3-м стадиям: ло-
кализованная, диссеминированная, поздняя. Симптомы 
инфекции могут проявляться как через несколько дней, 
так и через несколько месяцев после инфицирования. 
Хотя выявление боррелий в присосавшемся клеще не 
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всегда приводит к развитию клинической картины забо-
левания, информация о факте контакта с возбудителем 
ИКБ необходима для своевременного превентивного ис-
пользования антибактериальных препаратов и дальней-
шего контроля иммунного ответа.

Для верификации ИКБ в клинико-диагностиче-
ских лабораториях в настоящее время используется 
два основных подхода: опосредованный, основанный 
на выявлении антител к антигенам боррелий и методы 
прямой детекции специфических антигенов или нукле-
иновых кислот возбудителя инфекции. В последнем 
случае широко используются методы на основе поли-
меразной цепной реакции (ПЦР). Хотя перечисленные 
методы чувствительны и специфичны, они имеют свои 
недостатки, связанные с повышенными требованиями 
к организации лабораторий, риском взаимной контами-
нации проб и длительностью выполнения анализов, вы-
сокой стоимостью оборудования. Совершенствование 
прямых молекулярно-генетических методов выявления 
боррелий признается наиболее перспективным направ-
лением [5]. Один из таких многообещающих методов 
– изотермальная петлевая амплификации нуклеиновых 
кислот (Loop-mediated isothermal amplification, LAMP), 
разработанная японским учёным Цугунори Нотоми [6]. 
Отсутствие термоциклирования, характерного для клас-
сической ПЦР, нивелирует необходимость сложного 
дорогостоящего оборудования, что делает метод эконо-
мически целесообразным и доступным в «полевых ус-
ловиях». Поскольку LAMP менее чувствительна к инги-
биторам используемых ферментов, возможна детекция 
ДНК боррелий, минуя стадию её экстракции [7, 8].

Использование LAMP с применением олигонукле-
отидов, комплементарных гену 16S rRNA, для выявле-
ния Borrelia burgdorferi s.l. в клещах Dermacentor sp., 
Haemaphysalis sp., Rhipicephalus sp., Boophilus sp. опи-
сано китайскими коллегами [9]. Известно о разработке 
метода LAMP, основанного на праймерах к гену флагел-
лина (fla), для детекции ДНК Borrelia burgdorferi sensu 
strictо, Borrelia garinii, Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana 
в пробах сыворотки крови пациентов [10]. Сведения о 
возможности использования LAMP для выявления ДНК 
возбудителей ИКБ в таёжных клещах Ixodes persulcatus 
в доступной литературе отсутствуют. Тест на наличие 
боррелий в клещах, снятых с пострадавших от их приса-
сывания пациентов, в «полевых условиях» является ос-
нованием для своевременного назначения эффективной 
превентивной терапии ИКБ.

Цель работы – разработка модифицированного теста 
изотермической детекции ДНК возбудителей боррели-
оза для ускоренного получения результата с возможно-
стью исключения стадии экстракции нуклеиновых кис-
лот.

Материал и методы. Для отработки методики ис-
пользовано 4 изолята боррелий (B. garinii – № 502, B. 
garinii – № 309, B. afzelii – 620, B. afzelii – 620), гено-
типированных c помощью секвенирования 16S rDNA, 
из коллекции микроорганизмов ФБУН «Омского НИИ 
природно-очаговых инфекций», 36 образцов ДНК бор-
релий из коллекции лаборатории особо опасных инфек-
ций ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Красно-
ярском крае», 11 образцов клещей Ixodes persulcatus, 
сбор которых проводился в сезон 2019 г. на лесных и 
лесостепных участках Красноярска и его окрестностей.

Для конструирования положительного контрольного 
образца ДНК проводили амплификацию ДНК фрагмента 

гена fla размером 189 п.н. с помощью олигонуклеотид-
ных праймеров F3 5’-GCTGTTGAGCTCCTTCTTG-3’ и 
B3 5’-CACCAGCGTCACTTTCAG-3’ на матрице ДНК 
Borrelia burgdorferi s.l. Полученный амплифициро-
ванный фрагмент клонировали с помощью набора для 
клонирования «Quick-TA kit» (Евроген, Россия), затем 
трансформировали полученной смесью клетки E. coli 
с последующим отбором клонов, несущих рекомби-
нантные плазмиды. Нуклеотидную последовательность 
отобранного клона подтверждали секвенированием по 
Сенгеру. Для дальнейшей работы полученную реком-
бинантную плазмиду линеаризовали путём инкубации 
с рестриктазой MroXI (СибЭнзим, Россия). Концен-
трацию ДНК в полученном позитивном контрольном 
образце определяли с использованием цифровой ПЦР 
на платформе QX200™ Droplet Digital™ PCR System 
(Bio-Rad; США) согласно инструкциям производите-
ля. Для этого готовили 20 мкл ПЦР-смеси, содержащей 
исследуемую плазмидную ДНК (около 103 копий на 20 
мкл, оценка на основе спектрофотометрического анали-
за при длине волны 260 нМ), 1× ПЦР-смесь (Bio-Rad; 
США), 300 нМ олигонуклеотидные праймеры и зонд: 
Bla-F 5’-CGTCGTTTGGTATGGCTTCATTC-3’, Bla-R 
5’-AGGACCGAAGGAGCTAACCG-3’ и Bla-P HEX-
CGGTTCCCAACGATCAAGGCGAG-BHQ1. Для полу-
чения микрокапель 20 мкл приготовленной ПЦР-смеси 
и 70 мкл масла для генерации капель переносили в со-
ответствующие лунки картриджа DG8, помещали все 
в генератор капель. 40 мкл полученных микрокапель 
переносили в 96-луночный ПЦР-планшет, запечатывали 
фольгой и помещали в амплификатор. Амплификацию 
проводили согласно следующей программе: 96°С – 10 
мин и далее 45 циклов 96°С – 15 с, 58°С – 40 с с финаль-
ным прогревом в течение 10 мин при 98°С, скорость 
нагрева планшета для всех шагов равна 2 °С/с. Микро-
капли подвергали считыванию с помощью проточного 
анализатора капель, полученные данные обрабатывали 
в программе QuantaSoft (Bio-Rad, США).

Для детекции ДНК использован набор «РеалБест 
Экстракция 100» (Вектор-Бест, Россия). Для выполне-
ния реакции LAMP использованы олигонуклеотиды, 
описанные ранее [10] с дополнительным включением 
оригинальных последовательностей петлевых прайме-
ров (LF и LB), разработанных с применением интернет-
сервиса PrimerExplorer V5. Синтез олигонуклеотидов 
выполнялся в ООО «ДНК-Синтез», Россия.

Для постановки LAMP готовили реакционную 
смесь объёмом 25 мкл, включающую 0,8 M бетаин, 6 
mM MgSO4, 1Х изотермический буфер (New England 
Biolabs, Англия), 1,4 mM dNTP, 0,2 мкл 1Х EvaGreen 
(НПО «Синтол», Россия), 8 ед. Bst 2.0 полимеразы (New 
England Biolabs, Англия), 0,2 µM праймеров F3 и B3,  
1,6 µM праймеров FIP и BIP, 0,4 µM праймеров LF и 
LB, 5 мкл ДНК. Анализ проводили на амплификаторе 
CFX96 Touch (Bio-Rad) при постоянной температуре 63° 
C. Результаты тестирования выражали в минутах до по-
явления стабильного флуоресцентного сигнала.

LAMP без использования этапа выделения ДНК про-
водили следующим образом: клеща помещали в пласти-
ковую пробирку объёмом 1,5 мл, в которую добавляли 
готовую для LAMP реакционную смесь в объёме 50 мкл. 
Стеклянной ступкой проводили его тщательное перети-
рание в течение 2-х мин 25 мкл полученного гомогената 
использовали для постановки LAMP. Параллельно про-
водили сравнение с результатами реакции в ПЦР-РВ. Для 
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этого оставшийся объём гомогената растертых клещей 
однократно отмывался 0,9% раствором NaCl от реакци-
онной смеси и далее выделяли ДНК и выполняли ПЦР-
РВ коммерческим набором по стандартному протоколу 
производителя.

Классический анализ ПЦР-РВ выполняли с исполь-
зованием набора «РеалБест ДНК Borrelia burgdorferi s.l./
РНК ВКЭ» (Вектор-Бест, Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Статистический анализ результатов осуществляли с 
помощью программы Statistica 12.0 (StatSoft, США). Ре-
зультаты представляли в виде медианы (Ме) и межквар-
тильного диапазона (Q25%-Q75%). Использовали мето-
ды описательной статистики, корреляционного анализа 
и ROC-анализа.

Результаты. Влияние дополнительных петлевых 
праймеров на время детекции положительных об-
разцов. Для оценки влияния петлевых праймеров на ход 
реакции проведено тестирование стандартного положи-
тельного образца в 3-х повторах с использованием двух 
реакционных смесей: первая приготовлена с добавлени-
ем всех шести олигонуклетидов, вторая соответствовала 
описанию в статье [10] и не имела в своем составе двух 
петлевых праймеров. Результаты эксперимента изобра-
жены на рис. 1.

Добавление в реакционную смесь петлевых олигону-
клеотидов сократило время реакции на 15 минут. Флуо-
ресцентные сигналы отрицательных образцов наблюда-
лись не ранее, чем через 60 мин, как при использовании 
исходной методики, так и модифицированной, что сви-
детельствует о достаточной специфичности теста.

Оценка предела аналитической чувствительно-
сти модифицированной реакции LAMP. Разведённые 
аликвоты разработанного стандартного плазмидного об-
разца протестированы с использованием LAMP. Резуль-
таты реакции показаны в табл. 1.

Максимальное разведение, при котором происходит 
детекция флуоресцентного сигнала, составляет 4 копий/
мкл или 21 молекула добавленной в реакцию плазмид-
ной ДНК, что сравнимо с данными о пределе чувстви-
тельности метода, описанного в статье [10].

Сравнение диагностической эффективности мо-
дифицированного метода LAMP и коммерческого 

метода ПЦР-РВ. Для сравнения чувствительности раз-
работанного теста в качестве референсного метода ис-
пользовали классическую ПЦР-РВ. В качестве матрицы 
использовали равное количество (по 5 мкл) ДНК, выде-
ленной из клещей. Результаты реакций, в которых вы-
явлена ДНК боррелий, представлены в табл. 2.

Из 20 положительных проб, выявленных с помо-
щью ПЦР-РВ, в реакции LAMP оказались положитель-
ными 18. Расчётная чувствительность разработанного 
теста составила 90%, специфичность составила 100% 
(95% доверительный интервал (95% ДИ) = 0,82-0,99, 
р<0,0001, AUC=0,950) (рис. 2). При этом оба не совпада-
ющих образца имели пороговые циклы ПЦР больше 32, 
что свидетельствует, вероятно, о низкой концентрации 
ДНК боррелий в пробе. Все 16 отрицательных образцов 
в ПЦР-РВ совпали и в LAMP.

Постановка реакции LAMP без выделения ДНК. 
Для проверки возможности использования LAMP для 
детекции боррелиоза без этапа выделения ДНК, исполь-

Рис. 1. Кривые флуоресценции положительных и отрица-
тельных образцов ДНК на боррелиоз. 1 – положительные об-
разы на смеси с 6-ю праймерами, 2 – положительные образ-
цы на смеси с 4-мя праймерами, 3 – отрицательные образцы 
на смеси с 6-ю праймерами, 4 – отрицательные образцы на 
смеси с 4-мя праймерами.

Т а б л и ц а  1
Время детекции положительного результатов  

в последовательно разведенных аликвотах плазмидной  
ДНК боррелий

Количество  
копий плазмид-

ной ДНК в пробе

Количество  
измерений (из них 
положительные)

Время детекции поло-
жительного результата, 
мин (Ме; Q25-Q75%)

2078 10 (10) 16,5; 16,1-18,6
  208 21 (21) 19,4; 19,2-20,2
   21 26 (26) 22,0; 20,6-22,4
   2 7 (2) 32,0

Т а б л и ц а  2
Сравнение результатов тестирования положительных образцов 

в реакции LAMP и ПЦР-РВ

Образец ПЦР (5 мкл ДНК), Ct LAMP (5 мкл 
ДНК), мин

КЛ8221 34,0 Н/Д
КЛ8151 32,5 15
КЛ8168 32,3 23
КЛ8212 32,2 14
КЛ8249 32,1 Н/Д
КЛ8186 31,8 19
КЛ3952 31,6 13
КЛ8124 31,2 23
КЛ8239 30,6 13
КЛ8200 30,0 16
КЛ8139 29,9 13
КЛ3903 29,4 14
КЛ3857 29,0 12
КЛ8170 28,7 15
КЛ8197 28,4 13
КЛ8251 26,7 16
КЛ8259 26,7 11
КЛ8290 25,9 11
КЛ8303 24,8 12
КЛ3938 21,8 11

Примечание. Здесь и в табл. 3: Н/Д – сигнал флуоресценции не де-
тектировался. Жирным шрифтом выделены образцы с отличными 
друг от друга результатами тестирования на обоих методах.
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зовали в качестве образцов растертых клещей при их не-
посредственном помещении в реакционную смесь для 
проведения LAMP. Полученные результаты представле-
ны в табл. 3. Из 11 исследованных клещей, в четырёх 
обнаружена ДНК возбудителя ИКБ, при этом результаты 
в LAMP и ПЦР-РВ полностью совпали. Это свидетель-
ствует об устойчивой работе LAMP даже в присутствии 
сложных биологических смесей, потенциально содер-
жащих большое количество ингибирующих фермента-
тивные реакции соединений.

Обсуждение. Актуальность разработки экспресс-ме-
тодов детекции ДНК возбудителей клещевых инфекций 
не вызывает сомнений в связи с необходимостью приня-
тия мер экстренной индивидуальной профилактики при 
присасывании инфицированных клещей или для опера-
тивного проведения дифференциального диагноза при 
поступлении пациентов с симптомами нейроинфекции. 
Технологии изотермической амплификации представ-
ляются идеальным решением данных проблем ввиду 
достаточно быстрого получения результата с возмож-
ностью его визуальной оценки в полевых условиях, от-
сутствия необходимости использования дорогостоящего 
и громоздкого оборудования для амплификации нукле-
иновых кислот. Дополнительное преимущество имеют 
варианты технологических решений прямой детекции 
ДНК без необходимости специальной предварительной 
процедуры ее выделения.

Авторы методики LAMP [9] использовали в работе 
клещей рода Ixodes китайского ареала обитания, однако, 
представители вида Ixodes persulcatus ими не включены 
в исследование, что оставляет открытым вопрос одно-
значного переноса полученных авторами результатов на 
виды, обитающие в таёжных регионах Сибири.

В основе дизайна олигонуклеотидных праймеров в 
нашей разработке мы использовали описанные в статье 
последовательности [10]. Хотя метод этих авторов не 
апробирован на клещах, но он показал свою высокую 
эффективность на образцах крови пациентов. Наше ре-
шение позволяет надеяться, что разработанная моди-
фикация будет равно эффективна при детекции ДНК 
возбудителей ИКБ как в клещах, так и в биологических 
образцах пациентов. С целью повышения специфично-
сти метода и получения более быстрого результата реак-

ции мы добавили к описанным праймерам оригинально 
сконструированные последовательности дополнитель-
ных петлевых праймеров (LB, FB). Внедрение этих 
праймеров сократило время получения флуоресцентно-
го сигнала от положительных образцов (см. рис. 1), при 
этом модификация не сказалась на чувствительности 
или специфичности метода. Использование разработан-
ной модификации метода при тестировании коллекци-
онных образцов ДНК продемонстрировало приемлемую 
сопоставимость с результатами их тестирования на ком-
мерческом наборе для ПЦР-РВ.

При использовании теста для детекции боррелий в 
клещах, где они выявляются даже визуально в световом 
микроскопе, предел аналитической чувствительности 
не так важен, как в случае анализа в биологических 
жидкостях пациента. Для целей настоящей разработки 
использования диагностического теста в полевых ус-
ловиях более важным является время выполнения ис-
следования и его специфичность. Достигнутые значе-
ния этих показателей вполне приемлемы и позволяют 
надеяться на реализацию метода на базе портативных 
устройств.

Важным результатом работы является демонстрация 
возможности использования разработанного метода для 
выявления инфекционного агента в клещах без пред-
варительного этапа выделения ДНК, что значительно 
уменьшает время выполнения теста и делает его более 
удобным для использования в полевых условиях.

В настоящей работе исследована небольшая выборка 
клещей и выявление положительных результатов LAMP 
в клещах требует больше времени, чем при тестирова-
нии плазмидных стандартных образцов. Мы не полу-
чили пока окончательных данных о диагностической 
эффективности метода при исследовании образцов био-
логического материала пациентов. Требует дополни-
тельной разработки технология визуальной детекции 
результата LAMP, приемлемой для использования в 
«полевых» условиях. Указанные задачи будут решаться 
в период очередного эпидемического сезона.

Выводы:
1. Разработан модифицированный изотермический 

метод детекции ДНК возбудителей ИКБ из преобладаю-
щих на территории России клещей Ixodes persulcatus, по-
зволяющий ускорить получение результата тестирования.

2. Предел аналитической чувствительности метода 
LAMP, оцениваемый по стандартной рекомбинантной 

Рис. 2. ROC-кривая, построенная по результатам детекции 
ДНК боррелий с помощью LAMP в сравнении с ПЦР-РВ.

Т а б л и ц а  3
Сравнение результатов LAMP без предварительного выделения 

ДНК и результатов параллельной ПЦР-РВ

Образец (клещ) ПЦР, Ct LAMP, мин
КЛ23 Н/Д Н/Д
КЛ24 Н/Д Н/Д
КЛ25 29,1 29
КЛ26 26,2 45
КЛ27 Н/Д Н/Д
КЛ28 30 27
КЛ29 Н/Д Н/Д
КЛ30 33,4 33
КЛ31 Н/Д Н/Д
КЛ32 Н/Д Н/Д
КЛ33 Н/Д Н/Д
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плазмиде, составил составляет 21 молекулу в пробе или 
4 копии/мкл.

3. При тестировании коллекционных проб ранее 
выделенной из клещей ДНК, совпадение результатов с 
ПЦР-РВ положительных образцов составило 90% (18 из 
20 проб), а отрицательных 100% (16 из 16 проб).

4. Впервые продемонстрирована возможность детек-
ции ДНК боррелий методом LAMP в клещах без выпол-
нение предварительной процедуры выделения ДНК.
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