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Введение
В последнее время, сообщается о выявлении 

на территории Европы сочетанных полиморф-
ных клещевых очагов, в которых циркулирует до 
семи различных патогенов человека [1, 8]. Спи-
рохеты Borrelia burgdorferi sensu lato, Грам-от-
рицательные внутриклеточные риккетсиоподоб-
ные микроорганизмы родов Ehrlichia, Anaplasma 
и пироплазмиды Babesia sp. являются наиболее 
распространёнными патогенами, передающими-
ся иксодовыми клещами [1]. 

В настоящее время, для диагностики разно-
образия очагов различных зоонозов широко ис-
пользуется молекулярное маркирование, осно-
ванное на различных вариациях полимеразной 
цепной реакции (PCR), которое заключается в 
выявлении специфических последовательнос-
тей ДНК.

Комплексное молекулярное маркирование 
иксодовых клещей, патогенных микроорганиз-
мов и позвоночных хозяев в клещевых очагах 
на территории Республики Молдова ранее не 
проводилось. Подавляющее число исследова-

ний относится к определению присутствия B. 
burgdorferi s.l. в клещах без детальной генови-
довой спецификации и выполнены на феномено-
логическом уровне [2, 4].

Материал и методы
Для молекулярно-биологических тестов были 

использованы иксодовые клещи собранные в ста-
ционарных очагах (урбаноценоз Кишинэу, зона 
отдыха Вадул луй Водэ, заповедники «Сodri» и 
«Pădurea Domnească») в течении 2005 – 2007 гг.

Молекулярно-генетический скрининг па-
тогенных микроорганизмов:

Выявление a) Borrelia burgdorferi sensu 
lato. Диагностика всего видового комплекса осу-
ществлялась протоколом Koci et al. [6] для basic 
PCR, с молекулярным маркером 5S-23S рДНК 
и nested PCR участка 16S-23S рДНК по Liveris 
et al. [7]. Генотайпинг видов B. burgdorferi s.l. 
осуществлялся методами PCR-RFLP c использо-
ванием рестриктазы MsuI [9], PCR- Riverse Line 
Blot  (RLB) по методу Poupon et al.[10].

Выявлениеa)  Ehrlichia/Anaplasma sp. Для 
тестирования был использован протокол Basic 
PCR амплифицирующий фрагмент 420 п.о. гена 
16S рДНК с последующим сиквенированием.

Выявление пироплазмид Babesia sp. b) 
Выявление Babesia sp. осуществлялось по генети-
ческому маркеру 18S рДНК. Видовой генотайпинг 
бабезий проводился методом RLB  с видоспеци-
фическими олигонуклеотидами для B. microti, B. 
divergens, B. bovis, B. sp EU1., B. odocolei.

Определение ДНК позвоночных хозяев в 
организме иксодовых клещей. Метод «blood 
meal host DNA» проводился PCR-RLB с исполь-
зованием универсальной пары праймеров для 
большинства членов надкласса Tetrapoda (за ис-
ключением класса Amphibia), амплифицирую-
щий 12S рДНК с последующей гибридизацией 
ампликонов иммобилизированных на биотино-
вой мембране с видоспецифичными олигонук-
леотидами [3].

Секвенирование ПЦР продуктов. Очистка 
ПЦР продуктов проводилась на MiniElute PCR 
Purifi cation Plate (Qiagen, Valencia, CA). Реакции 
проводились на автоматизированном сиквенато-
ре Applied Biosystem с использованием Big Dye 
termination cycle 1.0 kit.

Методы биоинформатики. Нуклеотидное 
выравнивание секвенированных участков ДНК, 
проведение BLAST анализа, расчёт эволюцион-
ных изменений нуклеотидных последователь-
ностей генетических макромолекул по двух-па-
раметрическому методу Кимуры проводились 
при помощи компьютерного софта MEGA 3.1.
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Результаты 
Сравнение генетического разнообразия бор-

релий, анаплазм/эрлихий и позвоночных хозяев 
в разных очагах Молдовы выявило существен-
ные различия в формировании и функциониро-
вании клещевых очагов. 

В целом по территории Республики Мол-
дова отмечено высокое присутствие (23%), по 
сравнению с другими патогенами передающи-
мися иксодовыми клещами, пироплазмид вида 
Babesia sp. Видовой генотайпинг показал, что на 
территории Республики Молдова обитают три 
вида бабезий: B. microti, B. divergens, B. bovis. 
B. microti была выявлена только в нимфах и сам-
цах клещей, а B. divergens - во всех стадиях раз-
вития, а B. bovis – только в имаго.

Территория урбаноценоза Кишинэу. Нами 
отмечено присутствие ДНК пяти геновидов бо-
релий (Таблица 1), при доминировании B. garinii 
(39,3%) и B. afzelii (32,3%). Фоновый геновид 
– B. lusitaniae (16.1%). Генотайпинг группы 
Anaplasma/Ehrlichia выявил присутствие только 
A. phagocytophilum в 9% из исследован-
ных  кле щей. Число микст-инфекций кле-
щей составило 2.5% в следующей комбина-
ции: A. рhagocytophilum и B. afzelii – 3%, B. 
lusitaniae/A. phagocytophilum и B. valasiana/A. 
phagocytophilum – 1% заражения.  Проведенные 
тесты на присутствие ДНК хозяев в организме 
клещей выявили, что основными прокормите-
лями личинок и нимф клещей на 63% являют-
ся птицы, 35% – мелкие млекопитающие, 2% 
– ящерицы. В прокормлении личинок и нимф 
участвуют 4 вида мелких млекопитающих: 
Apodemus agrarius, A. fl avicollis, A. sylvaticus 
и Clethrionomys glareolus. Среди птиц основ-
ную роль играют Garrulus glandarius, Erithacus 
rubecula и Passer domesticus. Имагинальная фаза 
развития питается на коровах (Bos taurus taurus), 
собаках (Canis lupus familiaris) и овцах (Ovis 
orientalis aries). 

Таблица 1 
Результаты генотайпинга видового 

комплекса Borrelia burgdorferi s.l. на различных 
территориях в период 

2005-2007 гг.

Точки сбора
Идентифицированные геновиды борре-

лий, %
B.b. 
s.s.

B.g B. 
afz

B. 
vs

B. 
lust

B.b. 
s.l.

Mix

Кишинэу 3,6 39,3 32,1 16,1 8,.9 - -
Вадул луй 
Водэ

10 - 70 - 10 10 -

“Сodri” 7,7 7,7 - 38,5 30,7 7,7 7,7
“Pădurea 
Domnească”

- 14,3 38,1 9,5 28,6 9,5 -

Всего 7,1 20,4 46,7 21,4 19,6 9,1 7,7

Территория зоны отдыха  Вадул луй Водэ. 
На территории зон отдыха  Вадул луй Водэ вы-
явлено присутствие трёх геновидов боррелий: 
B. afzelii (70%), B. burgdorferi s.s. (10%) и 
B. lusitaniae (10%). В 10% случаев ДНК не была 
определена до геновида. Нами не было зарегис-
трировано наличие Anaplasma/Ehrlichia. Основ-
ную роль в прокормлении предимагинальных 
стадий развития клещей играют: птицы (Passer 
domesticus и Sturnus vulgaris) – 25%, мелкие 
млекопитающие (A. agrarius, A. fl avicollis и 
Cl.glareolus) – 65%, ящерицы (Lacerta sp.) – 10%. 
Тестирование имаго клещей в присутствии ДНК 
позвоночных выявило такой же спектр прокор-
мителей, как и для урбаноценоза Кишинэу.

Полученные данные опровергают гипотезу 
о поддержании очагов Лайм боррелиоза на дан-
ной территории птицами. Однако, по данным 
различных авторов [5, 10], эти хозяева играют 
значительную роль в прокормлении иксодовых 
клещей I. ricinus. 

В то же время, проанализированный коллек-
ционный материал клещей I. lividus (собранных 
в 1980–90-е гг.) – облигатного эктопаразита лас-
точек береговушек (Riparia riparia), впервые 
выявил присутствие ДНК двух геновидов бор-
релий: B. burgodrferi s.s. и B. garinii в этом виде 
клеща. Учитывая тот факт, что в заброшенных 
гнёздах ласточек береговушек могут гнездиться 
другие виды птиц, являющиеся прокормителя-
ми I. ricinus – основного переносчика боррелий, 
не исключено, что вследствие антропогенной 
трансформации среды произошла смена видов-
доминантов боррелий. 

Таким образом, вопрос о значении разных 
видов позвоночных хозяев в поддержании оча-
гов боррелиоза на данной территории остаётся 
открытым. 

Территория заповедника «Сodri». Гено-
тайпинг боррелий выявил присутствие на дан-
ной территории 4 геновидов при ярком доми-
нировании B. valasiana (38.5%) и B. lusitaniae 
(30.7%). Интересно отметить полное отсутствие 
геновида B. afzelii, доминирующего в пределах 
Республики Молдовы, на территории заповед-
ника «Сodri». Anaplasma/Ehrlichia были выявле-
ны в 16.4%: 10.3% – А. phagocytophilum и 6.1% 
– Сandidatus N. massilliensis. Микст-инфекция 
B. garinii и B. valasiana диагностировалась в 
7.7% случаев. 

Наши результаты свидетельствуют о том, 
что основная роль в прокормлении предимаги-
нальных стадий развития принадлежит птицам 
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(Turdus merula и Erithacus rubecula и Fringilla 
sp.). В 90% случаев полученные сиквенирован-
ные последовательности ДНК соответствовали 
риботипу B. garinii 20047, который преобладает 
в энзоотическом цикле птиц. Роль грызунов на 
этой территории, как резервуаров боррелий, не-
значительна – 10%. Среди мелких млекопитаю-
щих в прокормлении личинок и нимф участвуют 
A. sylvaticus и Cl. glareolus. ДНК тесты выяви-
ли, что имаго питается на Vulpes vulpes (35%), 
Sus scrofa (35%), Meles meles (25%) и Capreolus 
capreolus (5%). 

Территория заповедника «Pădurea 
Domnească». На территории заповедника 
«Pădurea Domnească» циркулируют четыре 
геновида боррелий, при ярком доминирова-
нии B. afzelii (38.1%). Отмечено отсутствие B. 
burgdorferi s.s., А. phagocytophilum и Сandidatus 
N. massilliensis регистрировали в 0.3% и 6.4% 
случаев, соответственно. 

На данной территории основную роль в 
поддержании энзоотичного цикла играют мел-
кие млекопитающие (Cl. glareolus, A. fl avicollis 
и A. agrarius) и пресмыкающиеся (Lacerta sp.). 
В прокормлении имаго участвуют тот же круг 
прокормителей, что и в заповеднике «Сodri».

В то же время не исключена значительная 
роль в прокормлении иксодовых клещей зайцев 
и ежей, однако ДНК этих животных не было об-
наружено в организме иксодовых клещей, что 
требует дальнейшего изучения. 

Заключение
Проведённое молекулярно-биологическое  

маркирование очагов иксодовых клещей I. ricinus 
выявило наличие в организме переносчиков 
трёх групп патогенов, возбудителей  бабезиоза, 
различных форм клещевого боррелиоза и 
гранулоцитарного анаплазмоза человека, а также 
был выявлен круг позвоночных животных – 
прокормителей иксодовых клещей и резервуаров 
патогенных микроорганизмов.
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