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Лептоспироз относится к социально значимым 

природно-очаговым инфекциям. Лабораторная диа-

гностика лептоспироза включает бактериологиче-

ские, серологические и молекулярно-генетические 

исследования. Аналитическая чувствительность и 

специфичность разрабатываемого диагностического 

инструмента являются важным требованием для 

создания валидных тест-систем, что, в свою оче-

редь, поспособствует эффективному мониторингу и 

контролю распространения лептоспироза в популя-

циях. Представлены результаты по определению 

аналитической чувствительности и специфичности 

ПЦР-тест-системы собственной разработки для вы-

явления ДНК патогенных лептоспир вида Leptospira 

interrogans в биологических пробах и объектах внеш-

ней среды. Разработанная ПЦР-тест-система вклю-

чает комбинацию олигонуклеотидных праймеров, 

фланкирующих участок ДНК гена lipL32 L. inter-

rogans. Аналитическую чувствительность тест-

системы определяли с использованием 10-кратных 

разведений проб, контаминированных L. interrogans. 

В результате проведенного анализа установили, что 

минимальное количество ДНК в образце исследуе-

мого материала составляет 200 копии в 1 мл образ-

ца. Для определения аналитической специфичности 

образцы подвергали искусственному обсеменению 

бактериальными культурами Brucella abortus, 

Escherichia coli, Mycobacterium bovis, и L. interrogans. 

Результаты определения аналитической специфич-

ности тест-системы показали, что только в образцах, 

где присутствует ДНК L. Interrogans, прошла ампли-

фикация. Образцы с другими бактериальными кон-

таминантами дали отрицательный результат. Таким 

образом, аналитическая специфичность разрабо-

танной тест-системы для индикации патогенных леп-

тоспир методом ПЦР-РВ составила 100%. Создан-

ную тест-систему для индикации патогенных лепто-

спир методом ПЦР-РВ можно использовать в лабо-

раторной практике для прижизненного контроля жи-

вотных на лептоспироносительство, а также для ин-

дикации лептоспир в объектах внешней среды. 

 

Keywords: leptospirosis, pathogenic leptospirae, 

Leptospira interrogans, polymerase chain reaction 

(PCR), primers, specificity, sensitivity, deoxyribonucleic 

acid (DNA), environmental objects, indication. 

 

Leptospirosis belongs to socially significant natural 

focal infections. Laboratory diagnosis of leptospirosis 

includes bacteriological, serological, and molecular ge-

netic studies. The analytical sensitivity and specificity of 

the diagnostic tool being developed is an important re-

quirement for the creation of valid test systems which, in 

turn, will contribute to effective monitoring and control of 



ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ 
 

Вестник Алтайского государственного аграрного университета № 10 (252), 2025 45 
 

the spread of leptospirosis in populations. This paper 

discusses the results of determining the analytical sensi-

tivity and specificity of a PCR test system developed by 

the authors for detecting the DNA of pathogenic lepto-

spira species Leptospira interrogans in biological sam-

ples and environmental objects. The developed PCR 

test system includes a combination of oligonucleotide 

primers flanking the DNA region of the lipL32 gene of  

L. interrogans. The analytical sensitivity of the test sys-

tem was determined using 10-fold dilutions of samples 

contaminated with L. interrogans. It was found that the 

minimum amount of DNA in the sample of the test mate-

rial was 200 copies per mL of the sample. To determine 

the analytical specificity, the samples were artificially 

contaminated with bacterial cultures of Brucella abortus, 

Escherichia coli, Mycobacterium bovis, and L. interro-

gans. The results of determining the analytical specificity 

of the test system showed that only samples with L. in-

terrogans DNA underwent amplification. The samples 

with other bacterial contaminants gave a negative result. 

Thus, the analytical specificity of the developed test sys-

tem for the indication of pathogenic leptospira by  

RT-PCR made 100%. The created test system for the 

diagnosis of pathogenic leptospirae by RT-PCR may be 

used in laboratory practice for the lifetime control of ani-

mals for leptospira transmission as well as for the indica-

tion of leptospirae in environmental objects. 
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Введение 

Лептоспироз представляет собой одну из 

наиболее распространенных зооантропонозных 

болезней во всем мире, возбудителями которого 

являются патогенные лептоспиры, входящие в 

род Leptospira, который включает в себя 13 ви-

дов. Известно более 300 серологических вари-

антов возбудителей лептоспироза [1]. Широкому 
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распространению лептоспироза способствует 

наличие большого числа резервуарных хозяев 

данных возбудителей среди диких (грызуны, 

насекомоядные) и сельскохозяйственных жи-

вотных [2]. У резервуарных хозяев лептоспироз 

протекает бессимптомно, возбудители размно-

жаются в почках и выделяются с мочой в окру-

жающую среду, представляя опасность воспри-

имчивым животным [3]. Клиническая картина 

лептоспироза включает лихорадку, мышечные 

боли, признаки поражения печени и почек, цен-

тральной нервной системы, также возможны 

патологии легких и желудочно-кишечного тракта 

[4]. 

Неспецифические клинические признаки 

осложняют диагностику лептоспироза. Ввиду 

этого лабораторные исследования имеют ре-

шающее значение при постановке диагноза. Ла-

бораторная диагностика лептоспироза включает 

реакцию микроагглютинации, темнопольную 

микроскопию, а также бактериологические и мо-

лекулярно-генетические исследования [5]. 

Молекулярно-генетические методы открыли 

новые возможности в эпидемиолого-эпизоото-

логических исследованиях. С помощью данных 

методов можно провести индикацию генетиче-

ского материала лептоспир в клинических об-

разцах, а также генотипирование выделенного 

штамма [6, 7]. Полимеразная цепная реакция в 

режиме реального времени (ПЦР-РВ) представ-

ляет собой метод, при котором осуществляются 

одновременно амплификация и измерение ко-

личества искомой ДНК [8]. На основе данного 

метода разработаны способы индикации возбу-

дителей многих инфекционных болезней, в том 

числе и лептоспироза. Необходимым этапом 

при разработке диагностических ПЦР тест-

систем является определение их чувствитель-

ности и специфичности, что подразумевает со-

бой валидацию разрабатываемых диагностиче-

ских наборов.  

Цель исследования – проверка разработан-

ной ПЦР-тест-системы для индикации ДНК пато-

генных лептоспир на аналитическую чувстви-

тельность и специфичность. 

Объекты и методы 

В работе использовали культуру L. interro-

gans серовара Icterohaemorragiae, выращенную 

на жидкой питательной среде с добавлением 

кроличьей сыворотки и витамина В12. Концен-

трацию микробных клеток в культуре определя-

ли согласно стандарту мутности, прописанной в 

Общей фармакопейной статье ОФС 

1.7.2.0008.15 [9].  

Для апробации разработанной тест-системы 

для индикации патогенных лептоспир методом 

ПЦР-РВ использовали образцы крови, мочи и 

молока, полученные от клинически здоровых 

особей крупного рогатого скота, а также объекты 

внешней среды: бутилированную воду и почву. 

Все образцы предварительно исследовали на 

наличие ДНК L. Interrogans, как было опублико-

вано ранее [10, 11]. 

Для определения аналитической чувстви-

тельности ПЦР-РВ тест-системы для индикации 

патогенных лептоспир искусственное обсемене-

ние образцов лептоспирами осуществляли сле-

дующим образом: на 500 мкл образца добавля-

ли лизирующий буфер с использованием ком-

мерческого набора «ДНК-сорб В» (ФБУН ЦНИИ 

Эпидемиологии Роспотребнадзора) в объеме 

400 мкл и 100 мкл культуры L. interrogans с раз-

личной микробной концентрацией: шесть 10-

кратных разведений, с первоначальной концен-

трацией лептоспир 2х108 колониеобразующих 

единиц (КОЕ) / 1 мл согласно стандарту мутно-

сти Государственного научно-исследователь-

ского института стандартизации и контроля био-

логических препаратов (ГИСК).  

При определении аналитической специфич-

ности искусственную контаминацию образцов 

проводили следующим образом. Отдельно к 

каждой исследуемой пробе добавляли по 100 

мкл инактивированных культур Brucella abortus 

(штамм 82), Escherichia coli (штамм Nissle 1917), 

Mycobacterium bovis (штамм BCG) и L. interro-

gans. Объем материала для выделения ДНК 

составил 1 мл (500 мкл исследуемого образца, 

100 мкл бактериальные культуры и 400 мкл ли-

зирующего буфера «ДНК-сорб В»).  



ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ 
 

Вестник Алтайского государственного аграрного университета № 10 (252), 2025 47 
 

Инактивацию исследуемых образцов прово-

дили на твердотельном термостате «Гном» 

(ДНК-технология, Россия) посредством инкуби-

рования при температуре плюс 70ºС в течение 

15 мин. 

Экстракцию ДНК из исследуемых образцов 

проводили с использованием коммерческого 

набора «ДНК-сорб В» (ФБУН ЦНИИ Эпидемио-

логии Роспотребнадзора) согласно инструкции 

производителя.  

Созданные олигонуклеотидные праймеры 

для разработанной ПЦР-тест-системы были 

синтезированы по заказу в фирме ЗАО «Евро-

ген» (Россия). Программа ПЦР была представ-

лена таким образом: предварительная денату-

рация: 95ºС – 5 мин., денатурация, отжиг прай-

меров с элонгацией: 95ºС – 15 с, 58,3ºС – 30 с в 

40 повторностях. Детекция продуктов ПЦР была 

проведена на стадии гибридизации праймеров 

по каналу ROX. Результаты ПЦР-РВ оценивали 

с помощью анализа значений пороговых циклов 

Ct (cycle threshold), при которых относительные 

единицы флуоресценции (Relative fluorescence 

unite, RFU) пересекают пороговую линию.  

 

Результаты исследований и их обсуждение 

ПЦР является высокочувствительным лабо-

раторным методом диагностики лептоспироза, 

который выявляет специфический фрагмент 

генома возбудителей лептоспироза, а также да-

ет возможность дифференцировать патогенных 

видов лептоспир от сапрофитов [12].  

В данной работе представлены результаты 

по определению аналитической чувствительно-

сти и специфичности ПЦР-РВ тест-системы для 

выявления ДНК патогенных лептоспир вида  

L. interrogans в биологических пробах, а также 

объектах внешней среды. Разработанная  

ПЦР-РВ тест-система включает в себя комбина-

цию олигонуклеотидных праймеров, фланкиру-

ющих участок ДНК гена lipL32 L. interrogans. За-

ранее во всех исследуемых образцах методом 

ПЦР-РВ было установлено отсутствие ДНК  

L. interrogans. 

Для определения аналитической чувстви-

тельности разработанной тест-системы для ин-

дикации патогенных лептоспир сделали серию 

десятикратных разведений культуры L. inter-

rogans серовар Icterohaemorragiae: 10-1, 10-2,  

10-3, 10-4, 10-5 и 10-6, которые использовали для 

контаминации каждого исследуемого образца. 

Результаты ПЦР-РВ с биологическими образца-

ми и материалами из внешней среды в разных 

разведениях представлены в таблице 1.  

Из данных таблицы 1 следует, что во всех 

использованных разведениях исследуемых об-

разцов разработанная тест-система для индика-

ции патогенных лептоспир показала функцио-

нальность. Аналитическая чувствительность, 

которая подразумевает собой минимальное ко-

личество ДНК в образце биологического мате-

риала, составила 200 копии ДНК в 1 мл образца. 

С целью определения аналитической специ-

фичности ПЦР-РВ тест-системы для индикации 

патогенных лептоспир использовали инактиви-

рованные культуры B. abortus, E. coli, M. bovis, и 

L. interrogans. Результаты ПЦР-РВ представле-

ны в таблице 2. 

Таблица 1 

Результаты определения аналитической чувствительности ПЦР-РВ тест-системы  

для индикации патогенных лептоспир  

 

Разведения образцов 
Кровь Молоко Моча Вода Почва 

Значения порогового цикла Ct 

10-1 25,79 26,01 24,03 23,85 27,34 

10-2 29,01 32,94 29,97 28,01 32,16 

10-3 31,03 35,08 33,18 34,78 35,72 

10-4 34,85 36,28 35,45 35,61 37,11 

10-5 37,24 38,01 36,79 36,54 38,47 

10-6 38,95 39,12 37,93 37,59 39,78 
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Таблица 2 

Результаты определения аналитической специфичности ПЦР-РВ тест-системы  

для индикации патогенных лептоспир  

 

Образцы 

Бактериальные культуры 

L. interrogans B. abortus E. coli M. bovis 

Пороговые циклы Ct 

Кровь 19,72 N/A N/A N/A 

Моча 18,91 N/A N/A N/A 

Молоко 21,15 N/A N/A N/A 

Вода 18,25 N/A N/A N/A 

Почва 21,06 N/A N/A N/A 

Примечание. N/A – не определено (no amplification). 

 

Из данных таблицы 2 следует, что положи-

тельный результат ПЦР-РВ был в образцах, об-

семенённых только L. interrogans. В образцах, 

где отсутствуют лептоспиры и присутствуют ге-

терогенная ДНК (генетический материал B. abor-

tus, E. coli, M. bovis, геномная ДНК крупного ро-

гатого скота в биологических образцах), ПЦР-РВ 

показала отрицательный результат. Следова-

тельно, аналитическая специфичность разрабо-

танной ПЦР-РВ тест-системы для индикации 

патогенных лептоспир составила 100%. 

 

Заключение 

Проведена оценка аналитической чувстви-

тельности и специфичности тест-системы для 

выявления ДНК патогенных лептоспир вида  

L. interrogans с использованием искусственно 

контаминированных лептоспирами и другими 

микроорганизмами, не относящимися к роду 

Leptospira, биологических образцов и объектов 

внешней среды. Результаты исследования по-

казали, что аналитическая чувствительность 

ПЦР-РВ тест-системы составила примерно  

200 копий ДНК L. interrogans в 1 мл анализируе-

мого образца, аналитическая специфичность – 

100%. Созданную тест-систему для индикации 

патогенных лептоспир методом ПЦР-РВ можно 

использовать в лабораторной практике для при-

жизненного контроля животных на лептоспиро-

носительство, а также для индикации лептоспир 

в объектах внешней среды. 
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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ ДЕТЕРМИНИРОВАНИЕ В РАЗВИТИИ ПАТОЛОГИЧЕСКОГО ПРОЦЕССА  

ИНФЕКЦИОННОГО КЕРАТОКОНЪЮНКТИВИТА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

 

GENETIC DETERMINATION IN PATHOLOGICAL PROCESS DEVELOPMENT  

OF INFECTIOUS BOVINE KERATOCONJUNCTIVITIS 

Ключевые слова: инфекционный кератоконъ-

юнктивит, Moraxella bovis, Moraxella bovoculi, гере-

форд, ангус, шароле. 

 

В развитии патологического процесса, который 

вызывает инфекционный кератоконъюнктивит круп-

ного рогатого скота, значительную роль играют осо-

бенности генома, обуславливающие патогенность 

возбудителей Moraxella bovis и Moraxella bovoculi. 

Ведущую роль в развитии инфекционного процесса 

играет цитотоксин, на основе которого возможна 

разработка мер специфической иммунологической 

профилактики. Области генома с участками, отвеча-

ющими за патогенность, тесно связаны с антибиоти-

кочувствительностью и отличаются различным 

набором белков, отвечающих за развитие инфекци-

онного процесса. Анализ влияния генетических ха-

рактеристик скота на устойчивость к развитию ин-

фекционного кератоконъюнктивита показал, что 

наиболее уязвимым является скот породы гере-

форд. Проведённые исследования открывают пер-

спективы для изучения возможности селекции с уча-

стием более устойчивых пород к этому заболеванию. 

Установлена генетически обусловленная взаимо-

связь некоторых инфекционных (пододерматит, ин-

фекционные болезни респираторного тракта) и инва-

зионных (яйца гельминтов и клещей) патологий с 

развитием и проявлением инфекционного керато-

конъюнктивита. Анализ генома клинических изолятов 

M. bovis и M. Bovoculi, выделенных в Уругвае, позво-

лил установить генетические основы фимбриального 

синтеза и факторов вирулентности, что наблюдалось 

в 94%-ном покрытии с эталонными геномами обоих 

видов и более 80%-ное сходство с ними. Результаты 

исследований указывают на необходимость даль-

нейшего изучения роли этих факторов вирулентно-

сти в патогенезе ИКК КРС и возможности их исполь-

зования в качестве компонентов вакцин. Результаты 

исследований показывают весомую роль генетиче-

ских факторов предрасположенности к заболевае-

мости как у скота, так и генетические особенности у 

возбудителя, которые определяют выработку опре-

делённых факторов патогенности.  

 


