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Аннотация
Введение. Метагеномное секвенирование — один из наиболее перспективных методов как для детек-
ции и идентификации возбудителей природно-очаговых инфекций (ПОИ), так и для определения видовой 
структуры различных бактериальных сообществ.
Цель работы — выполнить детекцию и идентификацию возбудителей ПОИ в образцах полевого и клини-
ческого материала методом метагеномного секвенирования фрагментов гена 16S рРНК, проанализиро-
вать таксономический состав эндосимбиотических микроорганизмов в образцах.
Материалы и методы. Исследованы образцы полевого (14 проб) и клинического (2 пробы) материала 
с различной нагрузкой ДНК возбудителей ПОИ, определённой методом полимеразной цепной реакции 
(Borrelia burgdorferi sеnsu lato, Anaplasma phagocytophilum, Francisella tularensis, Rickettsia spp., Coxiella 
burnetii). Амплификацию фрагментов гена, кодирующего 16S рРНК, осуществляли с помощью праймеров, 
фланкирующих вариабельные участки гена. 
Результаты. В 14 из 16 исследуемых образцов детектированы целевые возбудители ПОИ. До вида иден-
тифицированы R. aeschlimannii (в 57,1% положительных образцов), B. valaisiana (в 16,6%), F. tularensis  
(в 75%), C. burnetii (в 100%), также в одном образце выявлены боррелии — возбудители возвратных лихо-
радок (B. turcica, B. hispanica). Исследована таксономическая структура микробиома клещей Ixodes ricinus, 
Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus annulatus, Hyalomma aegyptium, Dermaceptor marginatus, собранных 
в южных регионах России. Выявлено, что преобладающие микроорганизмы — это представители родов 
Flavobacterium, Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Pedobacter, Bradyrhizobium, Shingomonas. В пулах 
иксодовых клещей обнаружены ДНК-маркеры микроорганизмов — эндосимбионтов клещей Candidatus 
Midichloria mitochondrii, представителей родов Rickettsiella, Coxiella, непатогенных и условно-патогенных 
для человека видов родов Francisella.
Заключение. Показана эффективность метода метагеномного секвенирования фрагментов гена 16S  
pРНК для детекции и идентификации возбудителей ПОИ в пробах клинического и полевого материала. 
Метагеномное секвенирование по участкам гена 16S pРНК может быть рекомендовано в качестве допол-
нительного метода лабораторного исследования образцов с целью детекции и идентификации возбуди-
телей ПОИ. 
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Abstract
Introduction. Metagenomic sequencing is one of the most promising methods for both the detection and 
identification of natural focal infection (NFI) pathogens and for determining the species composition of various 
bacterial communities.
The aim is to detect and identify the NFI pathogens in samples of field and clinical material using metagenomic 
sequencing of 16S rRNA gene fragments, and to analyze the taxonomic composition of endosymbiotic 
microorganisms in the samples. 
Materials and methods. Samples of field (14 samples) and clinical (2 samples) material with varying loads of 
DNA from NFI pathogens, determined by PCR (Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma phagocytophilum, 
Francisella tularensis, Rickettsia spp., Coxiella burnetii), were investigated. Amplification of fragments of the gene 
encoding 16S rRNA was performed using primers flanking the variable regions of the gene.
Results. In 14 out of 16 studied samples, target NFI pathogens were detected. The species identified included 
R. aeschlimannii (in 57.1% of positive samples), B. valaisiana (in 16.6%), F. tularensis (in 75%), C. burnetii 
(in 100%), and borreliae — pathogens of relapsing fevers (B. turcica, B. hispanica) were also found in one 
sample. The taxonomic structure of the microbiome of Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus 
annulatus, Hyalomma aegyptium, Dermacentor marginatus ticks collected in the southern regions of the Russian 
Federation was studied. It was shown that the predominant microorganisms are representatives of the genera 
Flavobacterium, Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Pedobacter, Bradyrhizobium, Shingomonas. DNA markers 
of microorganisms — endosymbionts of ticks Candidatus Midichloria mitochondrii, representatives of the genera 
Rickettsiella, Coxiella, non-pathogenic and conditionally pathogenic species of the genus Francisella were found 
in pools of Ixodes ticks. 
Conclusion. The effectiveness of the method of metagenomic sequencing of fragments of the 16S rRNA gene 
for the detection and identification of NFI pathogens in samples of clinical and field material was demonstrated. 
Metagenomic sequencing of 16S rRNA gene regions can be recommended as an additional laboratory method 
for detecting and identifying NFI pathogens.
Keywords: metagenomic sequencing, 16S rRNA, natural focal infections, detection, identification, microbiome.
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Введение
Природно-очаговые инфекции (ПОИ) широ-

ко распространены в мире и представляют важную 
медико-социальную проблему, значение которой  
в последние годы неуклонно возрастает по мере 
выявления новых патогенов, источниками и пере-

носчиками которых являются кровососущие чле-
нистоногие, мелкие млекопитающие и птицы [1–3]. 
Сохранение активности и расширение территорий 
природных очагов, а также высокая антропогенная 
нагрузка на окружающую среду приводят к постоян-
ному росту числа людей, контактирующих с возбуди-
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телями ПОИ и подвергающихся риску заражения [4]. 
Доказано, что одновременное инфицирование носи-
телей и переносчиков различными возбудителями 
ПОИ — естественное и широко распространённое 
явление, обусловливающее, в свою очередь, воз-
можность сочетанной патологии у человека [5–7].

В настоящее время для лабораторной диагно-
стики ПОИ широко применяются молекулярно- 
генетические методы исследования, в первую оче-
редь полимеразная цепная реакция (ПЦР), позволя-
ющая в короткие сроки выявить присутствие ДНК/
РНК возбудителей ПОИ в материале. Большинство 
разработанных ПЦР-тест-систем для выявления 
возбудителей ПОИ предназначены для детекции 
одного или нескольких патогенов [8]. Для обнару-
жения всех потенциальных возбудителей ПОИ не-
обходимо применение комплекса тест-систем, что 
длительно и трудоёмко.

К современным подходам, позволяющим вы-
полнять одновременно детекцию и идентифика-
цию всех микроорганизмов — как известных, так 
и новых, содержащихся в образце, и не требую-
щим проведения культивирования, относятся мето-
ды метагеномного секвенирования (metagenomics 
sequencing, MGS) [9]. Применение методов MGS 
для идентификации возбудителей инфекционных 
заболеваний, в том числе ПОИ, представляется 
особенно востребованным в случаях, когда тради-
ционные лабораторные тесты не позволяют иденти-
фицировать этиологический агент при атипичном 
течении заболевания, а также при микст-инфициро-
вании различными возбудителями [10–12]. Кроме 
того, MGS образцов полевого материала (эктопара-
зитов, органов мелких млекопитающих, птиц и др.), 
собранных при эпизоотологическом обследовании 
территории, может быть полезно для получения 
новых комплексных данных о видовом составе па-
тогенных и эндосимбиотических микроорганизмов, 
ассоциированных с различными видами носителей 
и переносчиков инфекций [13].

Существует несколько вариантов проведения 
MGS: таргетное секвенирование целевых участков 
генома, кодирующих эволюционно консерватив-
ные гены (16S рРНК и др.), и полногеномное MGS. 
Широкое распространение для анализа таксоно-
мического состава бактерий в образцах, а также 
обнаружения патогенных видов бактерий получил 
подход, основанный на таргетном секвенировании 
вариабельных участков гена 16S рРНК. К преиму-
ществам этого метода можно отнести возможность 
проведения таксономической классификации широ-
кого круга бактерий, наличие этапа предваритель-
ного специфического обогащения целевого участка 
генома бактерий перед проведением секвенирова-
ния, относительную простоту биоинформацион-
ного анализа результатов по сравнению с методом 
секвенирования полного метагенома [14, 15].

Цель работы — выполнить детекцию и иден-
тификацию возбудителей ПОИ в образцах полевого 
и клинического материала методом MGS фрагмен-
тов гена 16S рРНК, проанализировать таксономиче-
ский состав эндосимбиотических микроорганизмов 
в образцах.

Материалы и методы
Исследованы 16 образцов полевого (отобран-

ного в ходе эпизоотологического обследования) 
и клинического материала с различной нагрузкой 
ДНК возбудителей ПОИ бактериальной этиологии, 
определённой методом ПЦР (Borrelia burgdorferi 
sеnsu lato, Anaplasma phagocytophilum, Francisella 
tularensis, Rickettsia spp., Coxiella burnetii). Образ-
цы содержали генетический материал одного и не-
скольких возбудителей ПОИ (табл. 1).

Работу с клиническим материалом осущест-
вляли при добровольном информированном согла-
сии пациентов. Авторы подтверждают соблюдение 
институциональных и национальных стандартов 
по использованию лабораторных животных в соот-
ветствии с «Consensus Author Guidelines for Animal 
Use» (IAVES, 23.07.2010). Материал от животных, 
использованный в работе, был получен согласно 
Плану проведения эпизоотологического обследо-
вания территории Ставропольского края по ПОИ 
и особо опасным инфекциям на 2024 г. (согласо-
ван Руководителем управления Роспотребнадзора 
по СК от 21.12.2023, утверждён Главным врачом 
ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в СК»  
от 21.12.2023). Протокол исследования одобрен 
локальным этическим комитетом Ставропольско-
го государственного медицинского университета  
(заключение № 112 от 19.05.2023).

Сбор иксодовых клещей проводили с апреля 
по июнь с животных и растительности («на флаг»), 
видовую идентификацию клещей осуществляли 
морфологическим методом [16]. Из клещей состав-
ляли пулы по 10 экземпляров в каждом согласно 
Методическим рекомендациям 3.1.0322-231. Про-
боподготовку клинического и полевого материала 
выполняли в соответствии с Методическими указа-
ниями 1.3.2569-092.

Клещей обрабатывали 70% этанолом, промы-
вали в фосфатно-солевом буфере. Параметры го-
могенизации для полученных образцов выбирали, 
исходя из родовой принадлежности клещей. Полу-

1 Методические рекомендации МР 3.1.0322-23 «Сбор, учет и 
подготовка к лабораторному исследованию кровососущих 
членистоногих в природных очагах инфекционных болез-
ней» (утв. Руководителем Роспотребнадзора 13.04.2023).

2 Методические указания МУ 1.3.2569-09 «Организация ра-
боты лабораторий, использующих методы амплификации 
нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности» (утв. Руководи-
телем Роспотребнадзора 22.12.2009).

https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
https://base.garant.ru/70180116/
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Таблица 1. Даные об образцах, использованных для анализа методом MGS

№ Вид материала Данные об образце, место выделения Возбудитель, подтверждённый 
методом ПЦР Сt

1

Суспензии 
клещей

Ixodes ricinus, с растительности, Краснодарский край, г. Сочи B. burgdorferi s.l. 21,8

2 I. ricinus, с растительности, Краснодарский край, г. Сочи B. burgdorferi s.l. 22,1

3 I. ricinus, с растительности, Краснодарский край, г. Сочи B. burgdorferi s.l. 21,1

4 I. ricinus, крупный рогатый скот, Республика Южная Осетия A. phagocytophilum 31,4

5 I. ricinus, крупный рогатый скот, Республика Южная Осетия A. phagocytophilum 23,4

6 Dermacentor marginatus, с растительности, Ставропольский край Rickettsia spp. 17,2

7 Rhipicephalus annulatus, крупный рогатый скот,  
Республика Южная Осетия Rickettsia spp. 23,3

8 D. marginatus, с растительности, Ставропольский край F. tularensis 26,6

9 Смыв с грудной 
полости Microtus arvalis, Ставропольский край F. tularensis 10,1

10

Суспензии 
клещей

Средиземноморская черепаха Hyalomma aegyptium,  
Республика Дагестан

B. burgdorferi s.l. 20,2

Rickettsia spp. 16,3

11 I. ricinus с растительности, Краснодарский край, г. Сочи
B. burgdorferi s.l. 25,4

Rickettsia spp. 17,0

12 I. ricinus с растительности, Краснодарский край
B. burgdorferi s.l. 25,7

Rickettsia spp. 18,8

13 Dermacentor reticulatus с растительности, Ставропольский край
F. tularensis 25,5

Rickettsia spp. 17,2

14 D. reticulatus с растительности, Ставропольский край
F. tularensis 12,6

Rickettsia spp. 21,1

15 Сыворотка 
крови

Человек, Ставропольский край C. burnetii 21,4

16 Человек, Ставропольский край C. burnetii 21,3

(C = 7,2 пмоль/мкл) — 1,25 мкл, ПЦР-смесь «Био-
Мастер HS-Taq ПЦР-Color (2×)» («Биолабмикс») — 
12,5 мкл, ДНК образца — 10 мкл. Амплификацию 
продуктов ПЦР осуществляли по программе термо-
циклирования: 95°С — 5 мин; 95–20 с, Ta — 30 с, 
72°С — 40 с (40 циклов); 72°С — 5 мин; 4 — ∞. 

Оценку размера и чистоты полученных про-
дуктов ПЦР проводили методом электрофореза  
в 1% агарозном геле. Процедуру очистки продуктов 
ПЦР от избытка праймеров и компонентов реакци-
онной смеси выполняли с использованием набо-
ра «CleanMag DNA» («Евроген»). Для подготовки 
библиотек брали эквивалентные количества про-
дуктов амплификации фрагментов гена 16S рРНК 
V1–V9. Измерение итоговой концентрации целевой 
ДНК проводили на флуориметре «Qubit» с помо-
щью набора «Qubit 1X dsDNA High Sensitivity (HS)» 
(«Invitrogen»). 

Библиотеки фрагментов ДНК готовили по 
протоколу Ion Xpress Plus gDNA Fragment Library 
Preparation (Revision K.0) с использованием набо-
ра «Ion Plus Fragment Library Kit» («Thermo Fisher 
Scientific Inc.»). Секвенирование библиотек, при-
готовленных из смесей ампликонов, выполняли 
на платформе GeneStudio S5 Plus («Thermo Fisher 
Scientific Inc.»).

ченную суспензию центрифугировали в 300 мкл 
стерильного физиологического раствора. 

Экстракцию нуклеиновых кислот из образ-
цов сыворотки крови человека, гомогенатов пулов 
клещей и смыва с грудной полости полёвки обык-
новенной проводили с помощью набора реагентов 
«РИБО-преп» («ИнтерЛабСервис»).

Наличие ДНК возбудителей ПОИ в образ-
цах определяли методом ПЦР с использовани-
ем наборов реагентов: «АмплиСенс Coxiella 
burnetii-FL», «АмплиСенс TBEV, B. burgdorferi 
s.l., A. phagocytophilum, E. chaffeensis/E. muris-FL» 
(ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора), «Ген 
Francisella tularensis-РГФ» (Российский противо-
чумный институт «Микроб»). ДНК риккетсий в об-
разцах полевого материала выявляли по протоколу, 
описанному О. Mediannikov и соавт. [17].

Амплификацию фрагментов гена 16S рРНК ми-
кроорганизмов, содержащихся в образцах, для про-
ведения MGS осуществляли с использованием прай-
меров, описанных I. Abellan-Schneyder и соавт. [18] 
(табл. 2). Для амплификации каждого вариабельного 
фрагмента гена 16S рРНК (V1–V2, V1–V3, V3–V4, 
V4, V4–V5, V6–V8, V7–V9) готовили отдельную ре-
акционную смесь. Состав реакционной смеси: прай-
мер F (C = 7,2 пмоль/мкл) — 1,25 мкл, праймер R 
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Для биоинформатического анализа данных 
MGS по учаcткам гена 16S рРНК использовали 
программы Fastp Qс3, Kallisto4, STAR [19], Bowtie25. 
Качество fastq-файлов оценивали с использованием 
программ Fastp Qс и Kallisto, прочтения со значе-
нием показателя качества Q < 20 были исключены 
из анализа. Выравнивание и фильтрацию последо-
вательностей проводили с помощью программного 
обеспечения STAR и Bowtie2. 

Сборку коротких прочтённых последователь-
ностей de novo в более длинные последовательно-
сти (контиги) проводили с помощью ассемблера 
SPAdes. Таксономическую принадлежность геном-
ных последовательностей определяли в результа-
те их сравнения с базой данных NCBI (RefSeq и 
GenBank с помощью Rapsearch26).

Результаты видовой идентификации микроор-
ганизмов (боррелий, риккетсий), полученные при 
проведении MGS по участкам гена 16S рРНК, под-
тверждали методом секвенирования по Сэнгеру.

Результаты
Выполнено MGS по участкам гена 16S рРНК 

16 образцов клинического и полевого материала, со-
держащих ДНК возбудителей ПОИ бактериальной 
природы (табл. 3). Нуклеотидные последователь-
ности, полученные с помощью MGS, депонировали 
в базу данных GenBank (BioProject PRJNA1227530; 
SAMN46987881–SAMN46987896).

3 URL: https://github.com/OpenGene/fastp
4 URL: https://github.com/Roslin-Aquaculture/RNA-Seq-kallisto
5 URL: https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml
6 URL: https://github.com/zhaoyanswill/RAPSearch2

Количество прочтений, удовлетворяющих па-
раметру Q20, для исследуемых образцов составило 
1127–40 969. Величина GC для всех образцов варь-
ировала в диапазоне 49,7–52,4%, что соответству-
ет экзомным участкам фрагментов гена 16S  рРНК, 
используемого для анализа методом MGS.  
В ходе обработки полученных данных установили, 
что наибольшее количество ридов после фильтра-
ции получено для образца № 13 (93 789 000 K). Для 
образцов № 9, 14 наблюдалось сокращение коли-
чества чтений (29 314 000 K и 28 704 000 K). Об-
щее количество ридов после этапа фильтрации для 
4 образцов (№ 2, 5, 7, 10) варьировало в интервале 
9 172 000–16 651 000 K. Количество отфильтрован-
ных данных для остальных образцов находилось в 
диапазоне 488–7 633 000 K. Наименьшее количе-
ство отфильтрованных данных (Q < 20) после био-
информационной обработки было отмечено для об-
разцов № 4, 8 и 11. Наибольшее количество данных 
неудовлетворительного качества (Q < 20) было по-
лучено для образцов № 9, 13 и 14. Результат оценки 
качества данных представлен на рис. 1.

Возбудители ПОИ, выявленные методом MGS  
по вариабельным областям гена 16S рРНК
При исследовании образцов суспензий ик-

содовых клещей (№ 1–8, табл. 3) с подтверждён-
ным по результатам исследования методом ПЦР 
моноинфицированием боррелиями генокомплекса 
B. burgdorferi s.l., A. phagocytophilum, риккетси-
ями и F. tularensis методом MGS гена 16S рРНК 
детектированы представители родов Borrelia (об-
разцы № 1–3), Francisella (образец № 8) (микро-
организмы идентифицированы до рода), а также 
R. aeschlimannii (образцы № 6, 7, микроорганизм 

Таблица 2. Последовательности праймеров для амплификации фрагментов гена, кодирующего 16S рРНК

№ Маркировка  
фрагмента

Длина  
фрагмента, п. н.

Температура  
отжига, °С Праймер Последовательность 5’–3’

1 V1–V2 311 57
27F AGAGTTTGATYMTGGCTCAG

338R GCTGCCTCCCGTAGGAGT

2 V1–V3 507 57
27F AGAGTTTGATYMTGGCTCAG

534R ATTACCGCGGCTGCTGG

3 V3–V4 404 54
341F CCTACGGGNGGCWGCAG

785R GACTACHVGGGTATCTAATCC

4 V4 293 54
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA

806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT

5 V4–V5 429 54
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA

944R GAATTAAACCACATGCTC

6 V6–V8 439 57
939F GAATTGACGGGGGCCCGCACAAG

1378R CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

7 V7–V9 377 51
1115F CAACGAGCGCAACCCT

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
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Таблица 3. Сопоставление результатов, полученных с помощью методов ПЦР и MGS фрагментов гена 16S рРНК

№  
образца

Метод ПЦР Метод MGS фрагментов гена 16S рРНК

выявленные  
патогены Ct Q20, %  

(количество прочтений)
выявленные патогены (количество ридов,  
соответствующих целевому патогену, %)

Моно-инфицированные образцы

1 B. burgdorferi s.l. 21,80 91,50 (5822) Borrelia spp. (2,90)

2 B. burgdorferi s.l. 22,10 91,90 (20 236) Borrelia spp. (3,10)

3 B. burgdorferi s.l. 21,10 92,20 (10 627) Borrelia spp. (3,20)

4 A. phagocytophilum 31,40 87,50 (12 922) Не обнаружено

5 A. phagocytophilum 23,40 91,80 (6618) Не обнаружено

6 Rickettsia spp. 17,20 91,60 (8239) R. aeschlimannii (8,90)

7 Rickettsia spp. 23,30 92,10 (22 324) R. aeschlimannii (0,80)

8 F. tularensis 26,60 91,00 (1127) Francisella spp. (2,60)

9 F. tularensis 10,10 91,60 (40 161) F. tularensis (9,90)

Микст-инфицированные образцы

10
B. burgdorferi s.l. 20,20

90,60 (163 336)
B. turcica (27,00)

B. hispanica (7,60)

Rickettsia spp. 16,20 R. aeschlimannii (9,50)

11
B. burgdorferi s.l. 25,40 91,90 (11 506) Borrelia spp. (2,40)

Rickettsia spp. 17,00 Rickettsia spp. (2,60)

12
B. burgdorferi s.l. 25,70

92,40 (5952)
B. valaisiana (7,60)

Rickettsia spp. 18,80 Rickettsia spp. (2,60)

13
F. tularensis 25,50

91,00 (11 506)
F. tularensis (9,90)

Rickettsia spp. 17,20 R. aeschlimannii (11,30)

14
F. tularensis 12,60

91,70 (40 696)
F. tularensis (9,90)

Rickettsia spp. 21,10 Rickettsia spp. (4,10)

Клинический материал

15 C. burnetii 21,40 90,60 (8926) C. burnetii (5,30)

16 C. burnetii 21,30 90,00 (7223) C. burnetii (5,00)

Рис. 1. Гистограмма, отражающая результат оценки качества данных MGS по учаcткам гена 16S рРНК. 
Цвет секторов на гистограмме отражает количество ридов для каждого образца, прошедших фильтрацию по качеству (в %, вверху). 

Цветной вариант рисунка см. на сайте журнала.
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идентифицирован до вида). Возбудитель грануло-
цитарного анаплазмоза человека методом MGS об-
наружить не удалось (образцы № 4, 5). Результаты 
видовой идентификации R. aeschlimannii в образ-
цах № 6, 7 подтверждены методом секвенирования 
фрагмента генома по Сэнгеру.

Исследованы микст-инфицированные образ-
цы иксодовых клещей (образцы № 10–14, табл. 3)  
с комбинацией двух возбудителей клещевых инфек-
ций (B. burgdorferi s.l и Rickettsia spр.; F. tularensis и 
Rickettsia spр.). Методом MGS в образцах были де-
тектированы все целевые микроорганизмы. До вида 
идентифицированы R. aeschlimannii (образцы № 10, 
13), B. valaisiana (образец № 12), F. tularensis (об-
разцы № 13, 14), также в образцах выявлены микро-
организмы родов Rickettsia (образцы № 11, 12, 14) и 
Borrelia (образцы № 11, 12, 14), вид которых иден-
тифицировать не удалось. В образце № 10 методом 
MGS детектировали генетические маркеры (ДНК): 
боррелий, возбудителей возвратных лихорадок 
(B. turcica, B. hispanica). Подтвердить результаты 
видовой идентификации боррелий, содержащихся в 
образце № 10, с помощью секвенирования нуклеи-
новых кислот по Сэнгеру не удалось, что обуслов-
лено микст-инфицированием образца суспензии 
клещей H. aegyptium. Результаты видовой иденти-
фикации остальных микроорганизмов, выявленных 
в образцах, подтверждены секвенированием фраг-
ментов генома возбудителей.

Методом MGS в 3 образцах, содержащих 
ДНК возбудителя туляремии (Сt 10,1; 12,6; 25,5), 
F. tularensis идентифицирована до вида, в 1 образ-
це (Сt 26,6) установлено наличие микроорганизмов 
рода Francisella spp., видовую идентификацию вы-
полнить не удалось.

С. burnetii по результатам MGS по участку ге-
на 16S рРНК идентифицирована в 2 заведомо по-
ложительных пробах плазмы крови от больных 
лихорадкой Ку (значения Ct 21,3–21,4). В образцах 
клинического материала № 15, 16 от больных ли-
хорадкой Ку методом MGS выявили наличие ДНК 
C. burnetii, доля целевых прочтений составила 5,0–
5,3%. Кроме того, в клинических образцах обнару-
жены нуклеотидные последовательности бактерий 
Methylophilus medardicus, а также представителей 
родов Acinetobacter и Shingomonas, что может сви-
детельствовать о возможной контаминации образ-
цов на этапах отбора, хранения и лабораторного 
исследования [20].

Проведено сравнение результатов исследова-
ния образцов полевого и клинического материала с 
различной нагрузкой ДНК возбудителей ПОИ, полу-
ченных методами MGS по участкам гена 16S рРНК 
и ПЦР. Показано, что в результате MGS 6 образцов, 
положительных на наличие ДНК боррелий гено-
комплекса B. burgdorferi s.l., в 4 образцах проведе-
на идентификация боррелий до рода (Borrelia spp.  

Сt 21,8; 22,1; 21,1; 25,4), в 2 — до вида (B. valaisiana  
Сt 25,7, B. turcica, B. hispanica Сt 20,2). 

По результатам MGS фрагменты генома 
Rickettsia spp. выявлены во всех заведомо положи-
тельных пробах, в 4 образцах (значения Ct 16,2; 
17,2; 17,2 и 23,3) идентифицирован вид риккетсий 
(R. aeschlimannii), в 3 образцах (значения Ct 17,0; 
18,8 и 21,1) видовую идентификацию риккетсий 
выполнить не удалось. Представленные резуль-
таты идентификации боррелий и риккетсий в ис-
следованном материале (табл. 3) подтверждаются 
данными литературы о сложности определения 
видовой принадлежности методом MGS предста-
вителей рода Rickettsia и Borrelia [8, 15]. Осущест-
вление точной видовой идентификации риккетсий 
и боррелий с помощью MGS затруднено из-за вы-
сокой гомологии нуклеотидных последовательно-
стей гена 16S рРНК для указанных бактериальных 
патогенов [12, 13]. В случае детекции микроорга-
низмов родов Rickettsia и Borrelia методом MGS 
гена 16S рРНК может понадобиться дальнейшая 
их идентификация до вида с помощью секвениро-
вания по Сэнгеру. 

Единственный патоген, наличие которо-
го не удалось подтвердить в результате MGS, — 
A. phagocytophilum. 

Таксономический состав микробиома  
иксодовых клещей

Исследование таксономической структуры ми-
кробиома клещей проводили в соответствии с их 
видовой принадлежностью, местом и территорией 
сбора (рис. 2). 

Основные таксономические группы микробио-
ма клещей:

• для представителей I. ricinus (образцы 
№ 1–3): Flavobacterium spp. (57–81%), 
Pseudomonas spp. (7–27%), Serratia spp. (2–
4%), Pedobacter spp. (2–4%); 

• для представителей I. ricinus (образцы  
№ 4, 5): Candidatus Midichloria mitochondrii 
(31–87%), Clostridium spp. (6–61%), 
Sphingomonas spp. (3%), Staphylococcus spp. 
(1–10%), Bradyrhizobium spp. (1%);

• для представителей I. ricinus (образцы  
№ 11, 12): Pseudomonas spp. (7–49%), Serratia 
spp. (4–12%), Rickettsiella endosymbiont  
of Pandinus imperator (3–19%), Rhodobac­
terales spp. (3%);

• для представителей D. reticulatus (образцы 
№ 13, 14): Flavobacterium sp. Nj (25–53%), 
Cardinium endosymbiont of Bemisia tabaci 
(19%), Clostridium spp. (15%), Francisella­
like endosymbiont of Dermacentor reticulatus 
(9–21%), Francisella persica (2%), uncultured 
Francisella spp. (1–6%), Bradyrhizobium spp. 
(1–3%), Dyadobacter spp. (1–3%);
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• для представителей R. annulatus (образец 
№ 7): Rickettsiella endosymbiont of Pandinus 
imperator (5%), uncultured Coxiella spp. (10%), 
Wolbachia pipientis (9%), Candidatus Coxiella 
mudrowiae (6%), Coxiella endosymbiont 
of Rhipicephalus microplus (3%), Coxiella 
endosymbiont of Rhipicephalus geigyi (1%), 
Coxiella endosymbiont of Rhipicephalus 
turanicus (3%), Shingomonas spp. (5%), 
Staphilococcus spp. (5%), Bradyrhizobium spp. 
(3%), Flavobacterium spp. (2%), Leptotrichia 
wadei (2%);

• для представителей H. aegyptium (образец 
№ 10): Rickettsia endosymbiont of Bemisia 
tabaci (3%), Flavitalea flava (1%), uncultured 
Borrelia spр. (9%), Blastopirellula marina 
(4%), Dyadobacter alkalitolerans (2%), 
Bradyrhizobium (1%);

• для представителей D. marginatus (образцы 
№ 6, 8): Pseudomonas spp. (9–33%), uncultured 
Arsenophonus spp. (11%), uncultured 
Alteromonas spp. (2%), Alphaproteobacteria 
bacterium (2%), Coxiella endosymbiont of 
Dermacentor marginatus (2%).

Обсуждение 
В работе применён метод MGS по участкам ге-

на 16S pРНК для детекции и идентификации извест-
ных возбудителей ПОИ бактериальной этиологии  
в образцах клинического и полевого материала, ис-
следована возможность его использования при од-
новременном выявлении различных видов патоген-
ных микроорганизмов. Определена микст-инфици-
рованность двумя возбудителями ПОИ (боррелиоз, 
клещевой риккетсиоз, туляремия) нескольких пулов 
иксодовых клещей. Отрицательный результат при 
детекции A. phagocytophilum может быть обуслов-
лен низкой концентрацией бактериального патогена 
в исследуемом материале, а также недостаточным 
качеством и количеством данных, полученных по-
сле биоинформационной обработки.

Результаты использования метода таргетного 
MGS по участкам гена 16S рРНК для выявления воз-
будителей ПОИ в образцах клинического и полево-
го материала представлены в ряде публикаций. Так,  
L. Kingry и соавт. при MGS по участку гена 16S рРНК 
в образцах клинического материала от лихорадящих 
больных, обнаружили возбудителей инфекций, пе-
реносимых клещами: В. burgdorferi s.l., B. mayonii, 

Рис. 2. Таксономический состав микробиомов иксодовых клещей (номера образцов указаны цифрами). 
В связи с наличием большого количества данных, цветовыми маркерами отмечены только наиболее представленные таксоны.  

Цветной вариант рисунка см. на сайте журнала. 
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B. miyamotoi, B. hermsii, A. phagocytophilum, 
Ehrlichia chaffeensis, E. muris subsp. eauclarinsis, 
E. ewingii, F. tularensis [8]. R. Takhampunya и соавт. 
при исследовании крови пациентов с лихорадкой 
неясного генеза выявили микроорганизмы родов 
Anaplasma, Bartonella, Coxiella, Leptospira, Orientia 
[15]. Кроме того, другими авторами получены ре-
зультаты исследования с использованием метода 
16S рРНК MGS проб иксодовых клещей на весь 
спектр возбудителей клещевых инфекций [20–22].

Одна из востребованных областей примене-
ния метода MGS по участку гена 16S рРНК — ис-
следование клинических образцов от больных 
с лихорадками неясного генеза в случаях, когда 
традиционные методы исследования (ПЦР, имму-
ноферментный анализ, серологические методы и 
др.) не позволили идентифицировать возбудителя. 
Обнаружение в материале от лихорадящих больных 
микроорганизмов, принадлежащих к родам, вклю-
чающим возбудители ПОИ, позволит в дальнейшем 
провести углублённый молекулярно-генетический 
анализ для подтверждения наличия ДНК выявлен-
ных патогенных микроорганизмов в образце. 

В литературе имеются многочисленные сооб-
щения о случаях заболеваний людей сочетанными 
формами ПОИ, вызванных ассоциациями микро-
организмов, клиническое течение которых по срав-
нению с моноинфекциями существенно тяжелее,  
а лабораторное подтверждение диагноза затрудне-
но [23, 24]. При этиологической расшифровке по-
добных случаев метагеномный подход приобретает 
особую актуальность и наглядно демонстрирует 
своё преимущество. 

В результате биоинформатической обработки 
данных MGS по вариабельным фрагментам гена 
16S рРНК определён таксономический состав ми-
кробиома, ассоциированного с клещами I. ricinus,  
D. reticulatus, R. annulatus, H. aegyptium, D. margi na­
tus, собранных в южных регионах России (рис. 2). В со-
ставе микробиома всех клещей преобладали микро-
организмы: Flavobacterium spp., Pseudomonas spp., 
Serratia spp., Aeromonas spp., Pedobacter spp., Brady­
rhizobium spp., Shingomonas spp. Возможно, часть 
этих бактерий попала в организм клещей в процес-
се их жизнедеятельности или населяет их хитино-
вый экзоскелет и пищеварительную систему, при 
этом не являясь симбионтами членистоногих [25].

Кроме того, в пулах иксодовых клещей обнару-
жены ДНК-маркеры микроорганизмов — эндосим-
бионтов клещей, в том числе Candidatus Midichloria 
mitochondrii (образцы № 4, 5), представителей родов 
Rickettsiella, Coxiella, Candidatus Coxiella mudrowiae 
(образец № 7), непатогенных и условно-патогенных 
для человека видов Francisella spp. (F. frigiditurris, 
F. philomiragia, F. persica) (оразец № 13). 

Представляется интересным, что состав бак-
териального сообщества пула иксодовых клещей 

образца № 10 на основе данных MGS участков ге-
на 16S рРНК существенно отличался от остальных 
образцов, что может быть связано с особенностями 
прокормителя клещей и видом переносчика кле-
щевых инфекций — средиземноморской черепахи.  
В небольших количествах выявлены бактерии рода 
Bradyrhizobium — симбиотические микроорганиз-
мы растений, Blastopirellula marina и Dyadobacter 
alkalitolerans — естественные обитатели солёных 
водоёмов и песчаных почв. Полученные результаты, 
представленные в табл. 3 и на рис. 2, согласуются  
с данными литературы о бактериальных патогенах, 
переносимых клещами H. aegyptium и встречаю-
щихся в крови пресмыкающихся (питоны, ящерицы 
и черепахи) [26, 27]. Опубликована информация о 
выявлении маркеров возбудителей ПОИ (боррели-
оз, клещевой риккетсиоз) в ходе исследования био-
логического материала от рептилий и клещей, сня-
тых с рептилий: R. aeschlimannii [28], B. turcica [29, 
30], B. hermsii [31], B. crocidurae [32] и B. hispanica 
[33]. Указанные данные о высокой встречаемости 
боррелий — возбудителей возвратных лихорадок 
у животных подтверждают широкое распростране-
ние этих бактериальных патогенов в ряде регионов 
и имеют почти убиквитарный характер.

Использование MGS при исследовании иксо-
довых клещей, очевидно, может быть эффективно 
для получения комплексной информации о видо-
вом спектре возбудителей ПОИ, а также эндосим-
бионтах, ассоциированных с различными видами 
иксодовых клещей, обитающих в разных регио-
нах. Как следствие — открытие новых перспектив 
в изучении видового спектра возбудителей ПОИ,  
а также подборе микроорганизмов для оценки 
специфичности существующих и разрабатываемых 
ПЦР-тест-систем, предназначенных для исследова-
ния образцов полевого материала [34]. Полученная 
в данной работе информация о видах эндосимбио-
тических микроорганизмов, выявленных в пулах 
иксодовых клещей, согласуется с ранее опублико-
ванными данными [34]. 

Необходимо учитывать ограничения метода 
при определении видовой принадлежности близко-
родственных микроорганизмов, в том числе для ря-
да видов боррелий, риккетсий на основании данных 
MGS [35, 36]. Показано, что результаты таксономи-
ческой классификации могут отличаться в зависи-
мости от используемых вариабельных регионов [37–
39]. В этом случае повышению дискриминирую щей 
способности метода способствует использование 
смеси праймеров, нацеленных на различные гипер-
вариабельные области гена 16S рРНК [40–42], что и 
было применено в настоящем исследовании.

Заключение
Нами проведён анализ таксономического со-

става микроорганизмов, а также детекция и иден-
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тификация возбудителей ПОИ в образцах методом 
MGS по участкам гена 16S pРНК, эксперимен-
тально подтверждена эффективность применения 
данного метода для выявления возбудителей ПОИ 
в пробах клинического и полевого материала. Про-
ведена детекция микроорганизмов, относящихся к 
родам Rickettsia spp., Borrelia spp., Francisella spp., 
содержащих в том числе патогенные для человека 
виды, а также видовая идентификация возбуди-
телей ПОИ с различной нагрузкой ДНК в иссле-
дуемом материале, в частности, R. aeschlimannii 
(Ct при исследовании методом ПЦР до 23,3),  
C. burnetii (Ct < 21,4), F. tularensis (Ct < 26,6), бор-
релий группы B. burgdorferi s.l. (B. valaisiana,  
Ct < 25,7), боррелий возбудителей возвратных лихо-
радок (B. turcica, B. hispanica Ct < 20,2). Исследова-
на таксономическая структура микробиома клещей 
I. ricinus, D. reticulatus, R. annulatus, H. aegyptium, 
D. marginatus, собранных в южных регионах Рос-
сии. Показано, что преобладают микроорганизмы — 
представители родов Flavobacterium, Pseudomonas, 
Serratia, Aeromonas, Pedobacter, Bradyrhizobium, 
Shingomonas. В пулах иксодовых клещей обнару-
жены ДНК-маркеры микроорганизмов — эндосим-
бионтов клещей Candidatus Midichloria mitochondrii, 
представителей родов Rickettsiella, Coxiella, непато-
генных и условно-патогенных для человека видов 
рода Francisella.

Продолжение работы в данном направлении 
позволит более точно оценить разрешающую спо-
собность метода для детекции и идентификации 
возбудителей ПОИ. Изучение закономерностей су-
ществования возбудителей ПОИ в структуре ми-
кробиома клещей является перспективным направ-
лением для дальнейших исследований.

Основное преимущество метода MGS по 
участку гена 16S рРНК при исследовании образ-
цов полевого и клинического материала заключа-
ется в возможности осуществлять одновременную 
детекцию и идентификацию всех бактерий в про-
бе, в том числе известных возбудителей ПОИ, без 
необходимости проведения нескольких диагности-
ческих тестов. Таргетное MGS может применяться 
для этиологической расшифровки при атипичном те-
чении и стёртой клинической картине заболевания, 
при микст-инфицировании несколькими возбудите-
лями ПОИ бактериальной этиологии, когда имеется 
сложность с постановкой диагноза с использованием 
традиционных лабораторных методов исследования. 
MGS также может использоваться для получения ин-
формации о таксономическом составе бактериально-
го микробиома в организме различных видов носи-
телей и переносчиков возбудителей ПОИ.
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