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Аннотация. Лептоспироз является одним из наиболее распространенных природно-
очаговых инфекций, а разработка высокочувствительных экспресс-способов ее диагнос-
тики имеют актуальность. Цель исследования – изучение чувствительности, специфичнос-
ти ПЦР-РВ для индикации патогенных лептоспир, а также оптимизация условий постановки
реакции. Были разработаны олигонуклеотидные праймеры и зонд для амплификации локу-
са гена LipL32 – возбудителя лептоспироза методом ПЦР-РВ. Результаты определения чув-
ствительности ПЦР-РВ для индикации патогенных лептоспир показали, что в разведениях
ДНК возбудителя лептоспироза 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 и 10-5 зарегистрировано накопление спе-
цифических продуктов реакции. Максимальное разведение ДНК, при котором зафиксиро-
ван положительный результат реакции, составило 10-5, что примерно равнялось 500 бакте-
риальных клеток в 1 мл исследуемого материала. С использованием разработанных прай-
меров и протокола ПЦР-РВ проведена индикация ДНК основных серогрупп патогенных леп-
тоспир, что показывает высокую внутривидовую специфичность праймеров. Также подтвер-
ждена межвидовая специфичность праймеров при постановке ПЦР-РВ с образцами ДНК
возбудителя лептоспироза и других видов микроорганизмов. Оптимизацией ПЦР-РВ по тем-
пературе отжига праймеров установлено, что при температуре 58,3°С происходит специфи-
ческий отжиг праймеров на ДНК-матрицу на 8 и 9 циклах реакции. Исходя из этого, опти-
мальной для отжига праймеров выбрана температура 58,3°С. С целью оптимизации време-
ни амплификации продолжительность денатурации ДНК при температуре 95°С было сокра-
щено от 30 до 15 сек, что дало возможность сократить время прохождения реакции от 1 ч 18
мин до 1 ч 07 мин, при этом не снижая чувствительность анализа.
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ция в режиме реального времени.
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Abstract. Leptospirosis is one of the most common natural-focal infections and the development
of highly sensitive express methods for its diagnosis is rather relevant. The aim of the research
was to study the sensitivity and specificity of RT-PCR to indicate pathogenic leptospirae, as well as
to optimize the conditions for setting up the reaction. Oligonucleotide primers and a probe for the
amplification of the LipL32 gene locus, the leptospirosis pathogen, by the RT-PCR method were
developed. The results of determining the sensitivity of RT-PCR for the indication of pathogenic
leptospirae showed that in dilutions of DNA of the leptospirosis pathogen of 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 and
10-5, accumulation of specific reaction products was recorded. The maximum DNA dilution at which
a positive reaction result was recorded was 10-5 which was approximately equal to 500 bacterial
cells in 1 ml of the test material. Using the developed primers and the RT-PCR protocol, DNA
indication of the main serogroups of pathogenic leptospirae was carried out, which demonstrated
high intraspecific peculiarity of the primers. Interspecific peculiarity of the primers was also confirmed
when performing RT-PCR with DNA samples of the leptospirosis pathogen and other types of
microorganisms. Optimization of RT-PCR by the annealing temperature of the primers showed
that at a temperature of 58.3°C, specific annealing of the primers on the DNA matrix occured in the
8th and 9th reaction cycles. Based on this, the optimal temperature for primer annealing has become
58.3°C. In order to optimize the amplification time, the duration of DNA denaturation at a temperature
of 95°C was reduced from 30 to 15 sec, which made it possible to reduce the reaction time from 1
hour 18 minutes to 1 hour 07 minutes without reducing the sensitivity of the analysis.

Keywords: leptospirosis, pathogenic leptospirae, real-time polymerase chain reaction.

Введение. Лептоспироз представля-
ет собой зооантропонозную болезнь, ко-
торая лидирует по широте распространен-
ности и наличию природно-антропургичес-
ких очагов. Этому способствует наличие
большого количества резервуарных хозя-
ев и восприимчивых к возбудителям леп-
тоспироза животных [1].

Возбудителями болезни являются бак-
терии рода Leptospira, основной харак-
терной особенностью которых является
большой генотипический и фенотипичес-
кий полиморфизм. По данным литерату-
ры известно, что в настоящее время су-
ществуют 8 патогенных, 6 промежуточных
и 5 сапрофитных видов [2].

Патогенные лептоспиры поражают
большое количество сельскохозяйствен-
ных животных во многих странах мира,
также представляют опасность и для лю-
дей. Наряду с туберкулезом и бруцелле-

зом лептоспироз относится к эпидемиоло-
гически значимым болезням, причиняю-
щим огромный экономический ущерб.
В России у сельскохозяйственных и мел-
ких домашних животных наиболее часто
встречаются следующие серогруппы па-
тогенных лептоспир: Pomona, Tarassovi,
Grippotyphosa, Sejroe, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Canicola. В природ-
ных очагах циркулируют серогруппы
Grippotyphosa, Pomona, Sejroe, Javanica,
Icterohaemorrhagiae, Bataviae, Australis,
Autumnalis [3]. Эпизоотическая ситуация
по лептоспирозу сельскохозяйственных
животных в России характеризуется как
эндемичная. Среди сельскохозяйствен-
ных животных лептоспироз наиболее ча-
сто встречается у крупного рогатого ско-
та (КРС) и лошадей [4].

Инфекция, вызванная патогенными
лептоспирами, клинически проявляется
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желтухой, нарушениями нервной системы,
патологиями репродуктивного тракта.
Однако у многих животных часто регист-
рируются бессимптомные формы [5].
Лептоспирозу, как и другим инфекцион-
ным болезням, не характерны патогномо-
ничные симптомы, что, в свою очередь,
в условиях хозяйства приводит к поздней
диагностике, нерациональным лечебным
подходам, развитию эпизоотической ситу-
ации [6, 7].

Основу мер борьбы и профилактики
инфекционных болезней, в том числе и
лептоспироза, составляет лабораторная
диагностика и иммунопрофилактика [8].
Применение высокочувствительных экс-
пресс-лабораторных тестов дает возмож-
ность вести эпизоотологический надзор
на территориях с наличием природных
очагов, тем самым прогнозируя и контро-
лируя эпизоотическую ситуацию [9].

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
используется как для индикации, так и для
идентификации патогенных лептоспир, а
также является способом экспресс-диаг-
ностики [10]. На ранних сроках заболева-
ния, а также при циркуляции возбудителей
в крови, ПЦР показывает высокую диаг-
ностическую эффективность [11, 12].
В отличие от серологических тестов, для
ПЦР-анализа можно использовать раз-
ные патологические материалы: кровь,
мочу, внутриглазную жидкость, биоптаты
различных внутренних органов и т.д. [13].
В качестве генетических маркеров для
ПЦР-индикации патогенных лептоспир
используют гены lipL32, lfb1, ompL1 [14],
которые кодируют липопротеин L32, фиб-
ронектин-связывающий протеин и транс-
мембранный белок соответственно. Ген
lipL32 является фактором патогенности,
отсутствует у сапрофитных представите-
лей рода Leptospira. Использование дан-
ного гена как маркерного локуса дает воз-
можность провести дифференциацию
патогенных лептоспир от сапрофитов и
тем самым повысить специфичность
ПЦР-анализа [15]. Однако кроме выбора
наиболее специфичного генетического
маркера и подбора праймеров, суще-
ственное значение имеет оптимизация

условий проведения ПЦР. Усовершен-
ствование параметров реакции дает воз-
можность повысить чувствительность и
специфичность анализа, минимизирует
риск появления ложноположительных и
ложноотрицательных результатов.

Исходя из этого, целью данной рабо-
ты являлась оптимизация полимеразной
цепной реакции в режиме реального вре-
мени (ПЦР-РВ) для индикации патогенных
лептоспир, а также определение ее чув-
ствительности и специфичности.

Материал и методы. Бактериаль-
ная культура. В работе использованы
культуры серогрупп Australis, Autumnalis,
Ballum, Bataviae, Canicola, Cynopteri,
Grippotyphosa, Hebdomadis,
Icterohaemorragiae, Javanica, Mini,
Pomona, Pyroegenes, Sejroe, Tarassovi
вида Leptospira interrogans, полученные
из Государственной коллекции микроор-
ганизмов ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ».
Инактивацию культур лептоспир осуще-
ствляли в лизирующем буфере при тем-
пературе плюс 70°С в течение 20 мин с
использованием термостата ТТ-1 («ДНК-
технология», Россия). Для оценки межви-
довой специфичности разработанных
праймеров использовали образцы ДНК
микроорганизмов L. interrogans (серог-
руппа Grippotyphosa), Bacillus subtilis,
Eschericia coli, Moraxella bovis, и Proteus
vulgaris, полученные из Государственной
коллекции микроорганизмов ФГБНУ
«ФЦТРБ-ВНИВИ». Концентрацию бакте-
риальных клеток при определении чув-
ствительности ПЦР-РВ в лизате культуры
L. interrogans определяли по стандарту
мутности [16].

Дизайн праймеров. В качестве гене-
тической мишени был выбран ген lipL32,
конструирование праймеров и флуорес-
центно-меченого олигонуклеотидного зон-
да осуществляли с помощью программы
Vector NTI 9.1 (Invitrogen Corporation, Кар-
лсбад, США). При разработке праймеров
были учтены следующие принципы: нали-
чие минимальных вторичных структур и
димеров, отсутствие остатка гуанина на
3’ конце флуоресцентно-меченого зонда,
отличие температур плавления прямого
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и обратного праймеров не более 1 °С [17].
Выделение ДНК. Для экстракции ДНК из

культур лептоспир использовали набор
«РИБО-преп» производства ФБУН ЦНИИ
эпидемиологии Роспотребнадзора (Россия).

Постановка ПЦР-РВ. Реакцию амп-
лификации проводили на детектирующем
амплификаторе BIO-RAD CFX96 (BIO

RAD, США). Реакционную смесь готови-
ли с использованием набора «ПЦР-микс»
( «Синтол», Россия), олигонуклеотиды син-
тезированы в ЗАО «Евроген» (Москва,
Россия). Состав реакционной смеси и
температурно-временные условия амп-
лификации представлены в таблице 1.

Таблица 1 – Состав реакционной смеси для выявления патогенных лептоспир методом
ПЦР-РВ

Компоненты Количество на один образец, мкл 
2,5-кратная реакционная смесь 8,0 
25 мМ раствор магния хлорида 1,0 

Taq-полимераза (5 ед / мкл) 0,5 
lipl32FPin2 0,5 
lipl32RPin2 0,5 

lipl32Z2 0,5 
деионизированная вода 4,0 

матричная ДНК 5,0 
общий объем 20,0 

Температурно-временной режим Количество циклов 

95 ºС – 5 мин 1 
95 ºС – 30 сек 40 

58,3 ºС – 30 сек 

 
Детекция результатов амплификации

проводилась по каналу ROX в режиме ре-
ального времени.

Результаты исследования. В каче-
стве маркерного локуса был выбран ген
lipL32. С помощью биоинформационного
анализа был определен наиболее консер-
вативный участок, для амплификации ко-

торого сконструированы олигонуклеоти-
ды. По расчетным данным программы
Vector NTI температура плавления разра-
ботанных праймеров и флуоресцентно-
меченного зонда составила 55,1 и 61,6°С
соответственно. Основные характеристи-
ки разработанных праймеров представ-
лены в таблице 2.

Таблица 2 – Характеристики использованных праймеров и флуоресцентно-меченого
зонда

Название 
праймера 

Позиция в целевой 
нуклеотидной 

последовательности 
(GenBank: 

AF181553.1) 

Нуклеотидная 
последовательность  

5’  3’ 

Расчетная 
температура 

отжига, ºС 

Прямой 
праймер 

113 -135 tcttttgttctgagcgaggacac 55,1 

Обратный 
праймер 

264 - 285 acggcaggaatccaaacataga 55,1 

Флуоресцентно-
меченный зонд 

140 - 165 
ROX-

ccagggacaaacgaaaccgtaaaaac-
RTQ2 

61,6 

 
С целью определения чувствительно-

сти ПЦР-РВ для индикации возбудителей
лептоспироза в качестве ДНК-матрицы

использованы образцы ДНК, полученные
от L. interrogans (серогруппа
Grippotyphosa) в разведениях 10 1, 10-2,
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10-3, 10-4 и 10-5 с первоначальной концен-
трацией бактериальных клеток 1 х 107 в 1
мл лизата. Для экстракции ДНК применя-
ли лизат культуры L. interrogans в объе-
ме 50 мкл с концентрацией бактериаль-
ных клеток 5 х 106. В таблице 3 представ-

лены минимальные пороговые величины
Сt и накопление флуоресцентного сигна-
ла – 1400 Relative fluorescence units (от-
носительные единицы флуоресценции RFU)
в ПЦР-РВ при использовании ДНК возбуди-
теля лептоспироза в разных разведениях.

Таблица 3 – Результаты определения чувствительности ПЦР РВ для индикации
патогенных лептоспир

Разведение 
ДНК 

Наименьшая пороговая 
величина Сt 

Графическое изображение результатов 
ПЦР-РВ 

10-1 33,1 

 

10-2 32,8 
10-3 31,5 
10-4 33,4 

10-5 34,4 

 
Результаты определения чувстви-

тельности ПЦР-РВ для индикации пато-
генных лептоспир показали, что во всех
разведениях ДНК возбудителя лептоспи-
роза зарегистрировано накопление флуо-
ресцентного сигнала. Максимальное раз-
ведение ДНК, при котором зафиксирован
положительный результат реакции, равня-
лось 10-5, что количественно выражает-
ся примерно 500 бактериальных клеток в
1 мл образца.

С целью определения внутривидовой
специфичности разработанных прайме-
ров была проведена ПЦР-РВ с образца-
ми ДНК лептоспир серогрупп Australis,
Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola,
Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis,
Icterohaemorragiae, Javanica, Mini,
Pomona, Pyroegenes, Sejroe и Tarassovi.
Результаты реакции представлены на
рисунке 1.

 
А Б 

 

 
Рисунок 1. Результаты ПЦР-РВ с образцами ДНК патогенный лептоспир в разведениях

10-2 и 10-3: А - серогруппы Autumnalis, Australis, Bataviae, Canicola, Grippotyphosa, Javanica,
Pomona и Sejroe; Б – серогруппы Ballum, Cynoptery, Hebdomadis, Icterohaemorragiae,

Mini, Pyroegenes и Tarassovi

Из рисунка видно, что во всех образ-
цах ДНК, использованных 15 серогрупп
патогенных лептоспир, зарегистрирован
положительный результат, что свидетель-

ствует от том, что разработанные прай-
меры имеют высокую внутривидовую спе-
цифичность.

Результаты ПЦР-РВ с использовани-
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ем образцов ДНК L. interrogans и гетеро-
генных микроорганизмов показали, что
амплификация прошла только с ДНК
L. interrogans. Следовательно, разрабо-
танные праймеры специфичны только
для возбудителя лептоспироза.

С целью повышения эффективности
прохождения ПЦР была проведена опти-
мизация реакции по температуре отжига
праймеров, используя температурный
градиент от 50 до 60°С. Результаты оп-
ределения оптимальной температуры от-
жига праймеров показали, что при темпе-
ратуре 58,3°С при разведении образцов
ДНК 10-2 и 10-3 зарегистрированы наибо-
лее низкие пороговые величины Сt – 8,35
и 9,08 соответственно. Это свидетельству-
ет о том, что при данной температуре на 8

и 9 циклах реакции праймеры специфичес-
ки отжигаются ДНК-матрицей и происходит
синтез продуктов амплификации. Следо-
вательно, оптимальная температура отжи-
га праймеров составила 58,3°С.

Продолжительность ПЦР-РВ для вы-
явления возбудителей лептоспироза со-
ставила 1 ч 18 мин. С целью оптимизации
времени реакции были применены следу-
ющие условия амплификации: 95°С –
5 мин; 95°С – 15 сек (вместо 30 сек);
58,3°С – 30 сек. Для постановки ПЦР-РВ
были использованы образцы ДНК
L. interrogans серогруппы Grippotyphosa
в разведениях 10-2 и 10-3 Результаты оп-
тимизации времени ПЦР-РВ представле-
ны в таблице 4.

 Таблица 4 – Результаты оптимизации ПЦР-РВ по времени прохождения реакции

До оптимизации После оптимизации 

Продолжительность 
реакции 

Сt при разведениях 
ДНК 

Продолжительность 
реакции 

 

Сt при разведениях 
ДНК 

10-2 10-3 10-2 10-3 
1 ч 18 мин 29,3 32,3 1 ч 07 мин 29,6 31,1 

Графическое изображение результатов ПЦР-РВ 
До оптимизации После оптимизации 

  

 
Продолжительность реакции после

оптимизации времени составила 1 ч 07
мин. В то же время была отмечена незна-
чительная разница между минимальными
пороговыми величинами до и после со-
кращения времени реакции: при разведе-
нии ДНК 10-2 – 29,3 и 29,6; 10-3 – 32,3 и
31,1.  Однако незначительное варьирова-
ние минимальных пороговых показателей
не должно снижать чувствительность ре-
акции.

Заключение. В настоящем исследо-
вании определена чувствительность и
специфичность ПЦР-РВ для индикации

патогенных лептоспир, проведена опти-
мизация условий постановки реакции по
температуре отжига праймеров, усовер-
шенствовано время амплификации. Ре-
зультаты определения чувствительности
ПЦР-РВ для выявления возбудителей
лептоспироза показали, что максималь-
ное разведение образцов ДНК патоген-
ных лептоспир, при котором проходила
амплификация, составило 10-5, то есть
примерно 500 бактериальных клеток в
1 мл материала. Также установлено, что
сконструированные праймеры обладают
высокой внутривидовой и межвидовой
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специфичностью, что подтверждается
выявлением ДНК основных серогрупп
L. interrogans с использованием разрабо-
танных праймеров в ПЦР-РВ и отсутстви-
ем неспецифического отжига праймеров
при использовании в качестве матрицы
образцов ДНК других видов микроорга-
низмов. Оптимизацией температуры от-
жига праймеров было определено, что
при температуре 58,3°С происходит спе-
цифический отжиг олигонуклеотидов в

ДНК-матрицу на 8 и 9 циклах, следова-
тельно, оптимальная температура отжи-
га праймеров составляет 58,3°С. Резуль-
таты усовершенствования времени по-
становки ПЦР-РВ показали, что сокраще-
ние времени денатурации ДНК на втором
цикле от 30 до 15 сек не снижает чувстви-
тельность реакции, при этом сокращает-
ся время анализа от 1 ч 18 мин до 1 ч 07
мин.
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