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Современная лабораторная диагностика лептоспирозов базируется на комплексе методов, которые 
используют в различных комбинациях в зависимости от задач и возможностей лабораторий. При всем 
разнообразии многие из них на практике не применяются. 
Для достижения наилучших результатов необходимо усовершенствовать имеющиеся лабораторные методы 
и использовать их на практике. Особенное внимание следует уделить внедрению новых молекулярных 
технологий, которые упрощают лабораторную диагностику и расширяют ее возможности.
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Leptospirosis is a cosmopolitan natural-focal disease representing a serious problem for the majority of the countries 
in the world including the Russian Federation because this infection causes a serious economic and social damage. 
Modern laboratory diagnostics of leptospiroses is based on a complex of bacteriological, immunological and molecular-
biological methods used in various combinations depending on the problems and possibilities of the laboratories. At all 
variety, many methods are not applied in practice and the gold standard still remains the routine serological method.
Disease diagnostics is based on a set of epidemiological, epizootological, clinical and pathoanatomical data with 
obligatory laboratory verification of the diagnosis. However often laboratory verification is retrospective or in 
general absent.
For achievement of the best results in leptospirosis diagnostics, it is necessary to improve the available laboratory 
methods and to use it in practice. Especial attention should be given to introduction of new molecular technologies 
that simplify laboratory diagnostics and expand its possibilities.
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Изучение лептоспирозной инфекции, начатое 
около 90 лет назад, продолжается и в настоящее 
время, поскольку лептоспирозы играют важную роль 
в инфекционной патологии людей, а также домашних 
и промысловых животных. Во многих странах мира 
лептоспирозы причиняют серьезный экономический 
и социальный ущерб [1, 9, 10, 25, 29].

В настоящее время установлено, что лептоспи-
розы представляют собой единую нозологическую 
форму, но тяжесть заболевания, обусловленная леп-
тоспирами различных серогрупп, может существенно 
отличаться [8, 9]. Несмотря на многочисленные ис-
следования, некоторые вопросы патогенеза, имму-
ногенеза, механизмы формирования тяжелых форм 
и осложнений до сих пор остаются неизученными [8]. 
Полиморфизм клинических проявлений, сходство 
симптомов с таковыми при других бактериальных и 
вирусных инфекциях, частые проявления болезни в 
атипичной форме нередко ведут к поздней диагно-
стике и несвоевременному этиотропному лечению, 
что не удовлетворяет клиническую практику [6, 8, 
21, 30].

Диагностика лептоспироза у людей, сельскохо-
зяйственных и диких животных основывается на 
совокупности эпизоотолого-эпидемиологических, 
клинических и патологоанатомических данных с 

обязательным подтверждением диагноза лаборатор-
ными исследованиями [6, 9, 10, 21]. 

Преобладание случаев бессимптомного течения 
болезни, сложность дифференциальной диагности-
ки, отсутствие выраженных проявлений инфекции у 
животных-лептоспироносителей выдвигают лабора-
торные методы исследований на первое место в диа-
гностике лептоспироза. Лишь хорошо организованная 
лабораторная диагностика позволяет своевременно 
диагностировать лептоспирозную инфекцию, плани-
ровать и проводить эффективные противоэпизоотиче-
ские и противоэпидемические мероприятия [9, 10]. Что 
касается больных, то нередко диагноз устанавливается 
на основании клинико-эпидемиологических данных, 
а лабораторное подтверждение чаще всего носит 
ретроспективный характер или совсем отсутствует.

Современная лабораторная диагностика лепто-
спироза базируется на комплексе микробиологиче-
ских, иммунологических и молекулярно-биологиче-
ских методов [15, 21]. Их используют в различных 
комбинациях в зависимости от фазы заболевания 
и диагностических возможностей лабораторий 
(табл. 1). Постановка тех или иных реакций требует 
наличия в лаборатории специального оборудования, 
необходимого набора материалов, реагентов и об-
ученного персонала.
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Бактериологическая диагностика основана на 
методах обнаружения лептоспир в исследуемом мате-
риале путем микроскопии и (или) выделения культур. 
Она складывается из следующих этапов:

• микроскопия в темном поле;
• бактериологический метод, включающий 

изоляцию лептоспир на специальных питательных 
средах и их идентификацию;

• биологический метод;
• дифференциация выделенных культур [9].
Особенность бактериоскопического исследо-

вания – это микроскопия в темном поле препарата 
«раздавленная капля», приготовленного из проб кро-
ви, мочи, ткани паренхиматозных органов. Наличие 
тонких, гибких, подвижных серебристых нитей с изо-
гнутыми концами свидетельствует о присутствии в 
исследуемых образцах живых лептоспир [7, 9, 10, 21].

Отрицательные результаты бактериоскопии не 
дают основания для исключения диагноза. Нередко от-
бор проб для лабораторного исследования проводится 
на фоне антибиотикотерапии, в связи с чем диагности-
ческая эффективность этого метода резко снижается. 
Не исключены и ошибки при бактериоскопическом 
методе исследования, которые связаны с дефектами 
покровного стекла, плохим освещением препарата, 
наличием в препарате нитей фибрина, стром эритро-
цитов или других извитых форм микроорганизмов [10, 
21]. Для повышения диагностической эффективности 
прямой бактериоскопии, ее необходимо сочетать с 
такими серологическими методами, как метод флюо-
ресцирующих антител, люминесцентная микроскопия.

Лептоспиры слабо окрашиваются анилиновыми 
красителями, в связи с чем для их обнаружения в орга-

нах и тканях используют окраску мазков-отпечатков 
по Романовскому – Гимза или импрегнацию серебром 
гистологических срезов по Вартину – Стерри. Приме-
нение этих приемов открывает дополнительные воз-
можности обнаружения возбудителя в органах и тка-
нях, а также позволяет оценить клеточную реакцию 
на их присутствие. Выявление лептоспир в тканях 
используется при подтверждении лептоспирозной 
природы заболеваний с летальными исходами [10].

Параллельно с бактериоскопическим методом 
используют бактериологический метод. Исследу-
емый материал (кровь, спинномозговая жидкость 
– СМЖ, моча) в количестве 5 капель засевают в 
3–5 пробирок с питательной средой. Эту процедуру 
желательно проводить «у постели больного», потому 
что лептоспиры быстро погибают вне организма. 
Поскольку лептоспиры очень требовательны к ка-
чественному составу питательной среды, следует 
использовать лабораторную посуду из нейтрального 
или химического стекла. Новые и бывшие в употре-
блении пробирки обрабатываются 1–2%-м раствором 
соляной кислоты по определенной методике [21].

Для культивирования лептоспир используют 
специальные питательные среды. В зависимости 
от состава их подразделяют на:

1. Среды с нормальной кроличьей сывороткой 
(Ферворта – Вольфа, Стюарта, Кортхофа, Флетчера, 
Терских, ВГНКИ). В них содержатся высокие концен-
трации биологического витамина В12, что способ-
ствует росту лептоспир. Эти среды могут использо-
ваться для изоляции возбудителя из клинических 
образцов и объектов окружающей среды, а также 
для хранения лептоспир и получения антигенов для 
постановки РМА. 

Таблица 1 
Методы лабораторной диагностики лептоспирозов

Метод исследования Мишень Период болезни Специфичность метода Диагностические 
препараты, среды 

Бактериологический метод  Возбудитель Первая неделя 
(лептоспиремия)  Патогенные лептоспиры Применяются,  

зарегистрированы  

РМА  АТ Вторая неделя –  
до нескольких месяцев  Серогрупповая  Применяются 

Перекрестная РМА  Возбудитель При выделении культуры  Серогрупповая  Применяются 

ИФА, ИХА  АТ (Ig G) Конец 2-й недели –  
до нескольких месяцев  Патогенные лептоспиры Применяются,  

не зарегистрированы 

ИФА, ИХА  АТ (Ig M) Острый период  Патогенные лептоспиры Применяются,  
не зарегистрированы 

ПЦР в реальном времени  16 S рРНК Первая неделя  Патогенные лептоспиры Применяются,  
не зарегистрированы  

Гнёздовая ПЦР  LipL32 Первая неделя  Патогенные лептоспиры Применяются в 
ветеринарии 

МФА, ИФА, ИХА  
Магноиммуносорбция  
Латекс-агглютинация  

АГ Первая неделя 
(лептоспиремия)  Зависит от задач  Разработка  

РМА с панелью  
моноклональных антител АГ Идентификация культуры Серовариант 

Нидерланды, 
Референс-центр ВОЗ 
по лептоспирозам 

Мультилокусное  
секвенирование (MLST)  Геномная ДНК Идентификация культуры Видовая (геномный вид) Международный 

ресурс mlst.net 
Прямое белковое 
профилирование на масс-
спектрометре Microflex LT 

Клеточные белки Идентификация культуры Видовая (геномный вид) Применяется  
в Иркутском НИПЧИ 

Мультиплексная лигазная 
реакция с гибридизацией Геномная ДНК (SNP) Идентификация культуры Видовая (геномный вид) Разработка 
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2. Среды, содержащие жирные кислоты и альбу-
мин (Эллингхаузена – МакКалоха – Джонсона – Хар-
риса (EMJH), Эллиса, альбуминовая среда ГНКИ). В них 
длинноцепочечные жирные кислоты используются в 
качестве источника питания, а сывороточный альбу-
мин – как детоксикант. Среды используются для изо-
ляции культур и получения биомассы для проведения 
молекулярно-биологических исследований.

3. Среды, свободные от белка (Шенберга, син-
тетическая безбелковая среда). В этих средах длин-
ноцепочечные жирные кислоты для детоксикации 
подвергают воздействию древесного угля. 

Разработаны полужидкие и плотные питательные 
среды, но для лабораторных исследований чаще 
используют жидкие питательные среды. Культуры 
лептоспир в жидких средах бесцветны, не имеют 
запаха, при обильном росте в пробирке наблюдаются 
опалесцирующие «муаровые» волны [21]. Поэтому 
для выявления роста лептоспир через 10 дней от 
момента посева из каждой пробирки готовят мазок 
«раздавленная капля» и микроскопируют в темном 
поле. Наибольший рост отмечается у поверхности 
среды.

При посевах лептоспир в полужидкий агар на 
1–3 см ниже его поверхности образуются плоские 
диски роста или отдельно расположенные колонии. 
На полужидких средах культуры сохраняются дольше, 
однако для реакции агглютинации такие культуры 
не пригодны.

Плотные среды применяют для культивирования 
штаммов лептоспир, используемых в различных 
тестах, а также с целью клонирования лептоспир 
из смешанных культур. В зависимости от объема 
посевного материала рост может быть диффузным (в 
толще агара) или в виде субповерхностных колоний. 
Из многочисленных плотных питательных сред для 
культивирования лептоспир наиболее эффективны 
среды Кокса, В.С. Киктенко, С.Н. Канарейкиной и др. 
[9, 10].

Приготовленные среды должны отвечать опре-
деленным требованиям:

• отсутствие в сыворотке крови животных-
доноров специфических антител к лептоспирам;

• применение химических веществ только марки 
«химически чистые», дистиллированной, бидистил-
лированной или деминерализованной воды;

• стерильность и полная прозрачность готовой 
среды, отсутствие посторонних частиц, кристаллов 
солей и т. д.; 

• нейтральная или слабощелочная реакция сре-
ды (оптимум 7,2–7,6), хотя имеются и серогрупповые 
особенности [9, 21];

• содержание всех необходимых компонентов 
для роста и сохранения основных свойств лептоспир.

Лептоспиры являются аэробами и утилизируют 
длинные цепи жирных кислот в качестве источников 
углерода и энергии, вдобавок к длинноцепочечным 
жирным кислотам для их роста требуются витамины 
В1, В12 и соли аммония [9, 10, 21]. Лептоспиры утили-
зируют пуриновые, но не пиримидиновые основания, 
поэтому они резистентны к антибактериальной ак-
тивности аналога пиримидина 5-флуроурацила. Это 

соединение используют как добавку к селективной 
среде (в концентрации 100 мкг/мл) для изоляции леп-
тоспир из контаминированных источников [10, 21, 30].

В зависимости от биологических особенностей 
штамма и условий культивирования срок сохранения 
жизнеспособности культур, как правило, не превы-
шает 3–6 месяцев. Для сохранения живых культур 
рекомендуется производить пересевы не реже 1 раза 
в месяц на свежеприготовленные питательные среды.

Рост отдельных серогрупп (Hebdomadis, Javanica) 
на обычных сывороточных средах скудный. Это свя-
зано с «индивидуальными требованиями» отдельных 
серогрупп к составу питательных сред [9].

Одним из признаков нормального развития леп-
тоспир является активная подвижность. В одной и той 
же популяции короткие особи более подвижны, чем 
длинные. По величине и степени подвижности леп-
тоспир нельзя сравнивать вирулентность различных 
штаммов, хотя культуры одного и того же штамма 
тем вирулентнее, чем больше мелких и подвижных 
лептоспир в определенном объеме среды. Срок 
утраты вирулентности весьма различен не только 
для отдельных серогрупп, но и для штаммов [9, 10].

К недостаткам бактериологического метода от-
носятся длительное время культивирования, а также 
ряд технических сложностей выделения лептоспир:

• влияние на рост лептоспир химического соста-
ва стекла, из которого делают пробирки; 

• необходимость очень тщательной (по особым 
правилам), обработки и мытья посуды; 

• необходимость предварительного обследо-
вания кроликов, от которых берут сыворотку для 
приготовления сред;

• точное соблюдение последовательности и ре-
цепта приготовления сред;

• точное соблюдение методики посева;
• тщательное наблюдение за ростом на протяже-

нии не менее 3 месяцев.
При культивировании лептоспир необходимо 

исключать возможность загрязнения посторон-
ней микрофлорой, поскольку жизнедеятельность 
других микроорганизмов приводит к образованию 
токсических продуктов, изменению рН среды и, 
как следствие, подавляет рост и приводит к гибели 
микроорганизмов [9].

Классическая идентификация выделенных 
культур лептоспир. Лептоспиры относятся к 
медленнорастущим микроорганизмам, поэтому вы-
деление культуры имеет значение только для ретро-
спективного подтверждения клинического диагноза, 
но, безусловно, необходимо для идентификации и 
изучения биологических свойств возбудителей, цир-
кулирующих в различных очагах лептоспирозов [14, 
21]. Выявление патогенных лептоспир в крови или в 
другом исследуемом материале абсолютно точно го-
ворит о лептоспирозной этиологии заболевания [30]. 

Классическая идентификация состоит из 
следующих этапов:

1. Дифференциация патогенных и сапрофитиче-
ских лептоспир.

2. Установление серогрупповой принадлежности.
3. Определение серовара.
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Дифференциация патогенных и сапрофити
ческих лептоспир проводится по биологическим и 
культурально-биохимическим свойствам. Для этого 
используют температурный и бикарбонатный тесты, 
а также резистентность к 8-азагуанину. Вследствие 
того, что лептоспиры являются медленно растущи-
ми организмами, недостатком этих тестов является 
длительность их постановки (от 7 до 21 дня). Для 
экспресс-дифференциации в настоящее время реко-
мендуется применять определение участков генов 
патогенных лептоспир методом ПЦР.

Идентификацию до серогруппы проводят с по-
мощью коммерческих наборов типовых сывороток 
или методом перекрестной РМА, для постановки 
которой необходимо располагать гипериммунными 
специфическими сыворотками к эталонным штам-
мам лептоспир. Серогруппы не имеют официального 
таксономического статуса, основным таксоном лепто-
спир является серовар (серологическая классифика-
ция) [26]. Однако в связи с недоступностью методов 
идентификации до серовара, она не обязательна, 
при подтверждении диагноза достаточно указать 
серогруппу возбудителя [15].

Для определения серовара используют: абсорбци-
онный тест перекрестной агглютинации; факторный 
анализ сыворотки; типирование с использованием 
панелей моноклональных антител, которые выпу-
скает только один институт мира – Институт тропи-
ческих болезней (Нидерланды, Референс-центр ВОЗ 
по лептоспирозам). В связи с тем, что методы вну-
тривидовой дифференциации лептоспир достаточно 
сложны и трудоемки, выделенные от людей, живот-
ных или объектов окружающей среды культуры пато-
генных лептоспир в обязательном порядке в течение 
одного месяца направляются для подтверждения 
и расширенной идентификации в Референс-центр 
по мониторингу возбудителей природно-очаговых 
инфекций и Центр по лептоспирозам ФГБУ ФНИЦЭМ 
им. академика Н.Ф. Гамалеи Минздрава РФ [15, 21]. 

Для выделения культуры из исследуемого матери-
ала более эффективным является метод постановки 
биопроб. Биологический метод в диагностике лепто-
спирозов используют в учреждениях, имеющих специ-
ализированные помещения для работы с животными. 
Заражение животных материалом подозрительным 
на наличие лептоспир можно использовать с целью:

• выделения культур лептоспир из контаминиро-
ванного посторонней микрофлорой материала (ткани 
органов, моча, вода открытых водоемов, почва и т. д.);

• очистки культур патогенных лептоспир от по-
сторонней микрофлоры;

• определения вирулентности штаммов лепто-
спир;

• моделирования инфекционного процесса.
Универсальной лабораторной модели для диа-

гностики и изучения лептоспирозов не существует, 
поскольку восприимчивость животных к заражению 
лептоспирами различных серогрупп варьирует в за-
висимости от их видовой принадлежности [9, 21]. При 
равных условиях молодые особи более восприимчивы 
к инфекции, чем взрослые животные того же вида. Сим-
птомы и тяжесть заболевания у них более выражена.

Для иктерогеморрагического лептоспироза лабо-
раторной моделью служат молодые морские свинки 
4–5-недельного возраста весом 150–200 г. Инфекци-
онный процесс у них протекает с клиническими про-
явлениями и патологоанатомическими изменениями, 
типичными для лептоспироза. К лептоспирам других 
серологических групп морские свинки менее воспри-
имчивы и чувствительны. Без тяжелых клинических 
проявлений и часто без гибели лабораторных живот-
ных протекают лептоспирозы Pomona, Hebdomadis, 
Bataviae. К заражению лептоспирами серогруппы 
Grippotyphosa морские свинки относительно рези-
стентны, поэтому для этой серогруппы используют 
золотистых хомячков в 20–25-дневном возрасте, ве-
сом 18–25 г. При заражении хомячков вирулентными 
штаммами серогрупп Icterohaemorrhagiae, Canicola, 
Sejroe, Grippotyphosa, Pomona наблюдается картина 
желтушной формы лептоспироза [9].

Предлагаются и другие виды биопробных живот-
ных: суслики, щенки в возрасте до 4 недель, крольча-
та-сосунки в возрасте 15–30 дней, хлопковые крысы, 
крысовидные хомяки, песчанки, шиншиллы. Однако 
применение многих из перечисленных животных 
ограничено, во-первых, из-за возможной спонтанной 
зараженности лептоспирами или возбудителями 
других болезней, во-вторых, вследствие малой до-
ступности и дороговизны [9].

Материалом для исследования в биологическом 
опыте служат: кровь, моча, СМЖ, ткани органов людей 
и животных, подозрительных на зараженность лепто-
спирами, а также вода, пищевые продукты и другие 
объекты окружающей среды. Исследуемый материал 
вводят животным внутрибрюшинно, подкожно, вну-
тривенно, через скарифицированную кожу и слизистые 
оболочки. Доза заражения зависит от размера экспе-
риментального животного: морские свинки, кролики, 
суслики – 1,5–2 мл, мелкие грызуны – 0,5–1 мл [9].

Клиническая картина и патологоанатомические 
изменения у различных животных сходны, особенно 
при тяжелом течение болезни. Инкубационный пери-
од в среднем составляет от 2 до 7 дней. Впоследствии у 
животных поднимается температура до 40–41 °С, они 
отказываются от корма, наблюдается снижение веса, 
активности, инъекция сосудов склер, шерсть живот-
ных взъерошена. Далее на фоне резкого истощения 
появляется желтушность склер и видимых слизистых, 
затем кожи на ушах и подушечках лапок, отмечается 
выпадение волос. Животные гибнут через 12–48 часов 
после появления желтухи на фоне гипотермии [9].

При вскрытии павших животных обнаруживается 
выраженная желтушность кожи, подкожной клетчат-
ки, слизистых и всех органов, увеличение лимфати-
ческих узлов, геморрагические высыпания на коже и 
во внутренних органах, коже и подкожной клетчатке. 
Типичны крупноточечные кровоизлияния в легких на 
общем ишемическом фоне («крылья бабочки»). От-
мечаются некротические очаги (в виде мелких белых 
пятен) в печени и в корковом слое почек (разрушение 
извитых канальцев и гломерул). Впоследствии раз-
вивается некротический нефрозо-нефрит, который 
является причиной анурии и уремии, что и приводит 
к гибели лабораторного животного [9].
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Возможно выздоровление экспериментального 
животного, если в ходе опыта использовали недо-
статочно инфицирующую дозу, слабо вирулентный 
штамм, или если у животного выражена высокая 
индивидуальная резистентность. В таких случаях 
инфекционный процесс протекает без желтухи и 
геморрагий, а животные становятся носителями леп-
тоспир (бактерии размножаются в извитых канальцах 
почек и выделяются во внешнюю среду с мочой) до 
нескольких месяцев.

За подопытными животными, не погибшими от 
инфекции, наблюдают в течение месяца с момента 
заражения, после чего их умерщвляют с учетом тре-
бований биоэтики. Производят посевы из коркового 
слоя почек. Из сердца берут кровь (нативную или на 
фильтровальную бумагу) для исследования на нали-
чие специфических антител. При недостаточной виру-
лентности лептоспир прибегают к пассированию от 
животного к животному, для этого используют кровь, 
брюшной экссудат, взвесь из тканей органов [9].

В полевых условиях в качестве биопроб можно 
использовать диких грызунов, которых не менее 
15 дней выдерживают в карантине с обязательным 
2–3-кратным исследованием крови на наличие анти-
тел, а мочи – на носительство лептоспир [9].

Кроме того, метод биологических проб на практи-
ке может быть применен для выделения возбудителя 
лептоспироза из увлажненной почвы, воды и ила во-
доемов в местах предполагаемого заражения людей 
и животных. При исследовании отобранных проб 
целесообразно проводить измерение рН, поскольку 
в среде с большими отклонениями от оптимума 
лептоспиры не выживают (оптимум 7,2–7,4) [9, 12]. 

СЕРОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА

Ведущее место в лабораторной диагностике 
лептоспирозов принадлежит серологическим 
мето дам. С их помощью выявляют специфические 
антитела (АТ) в крови больных и переболевших, 
а также обнаруживают антигены лептоспир в 
биологических жидкостях. «Золотым стандартом» 
серологической диагностики лептоспироза считается 
реакция агглютинации-лизиса с живыми культурами 
лептоспир, которую разработали в 1927 г. Schuffner 
и Mochtax [3, 5, 7, 21, 30]. В настоящее время, по 
рекомендации ВОЗ, применяют ее модификацию – 
реакцию микроагглютинации (РМА) с набором 
эталонных культур.

На территории Российской Федерации рекомен-
дован стандартный набор типовых диагностических 
штаммов, который включает 15 представителей 
10 серогрупп патогенных лептоспир [21]. Междуна-
родный набор дополнительно содержит штаммы се-
рогрупп лептоспир, ранее не выделявшихся в России. 

Специфические антитела в крови больных обнару-
живаются через 7–10 дней после заражения. Обычно 
к концу второй недели болезни титр антител повы-
шается в 15–40 раз и выше и сохраняется в течение 
несколько недель. Помимо сроков заболевания необ-
ходимо учитывать применение антибиотиков, глюко-
кортикостероидов и специфического гаммаглобулина, 
которые могут тормозить выработку агглютининов. 

В РМА также можно исследовать пробы крови 
больных людей или животных, высушенные на филь-
тровальной бумаге. В этом случае кровь в количестве 
2 капель (каждая размером 15–20 мм) наносят на 
фильтровальную бумагу (1,5 × 1,5 см) и высушивают 
на воздухе при комнатной температуре. Для поста-
новки реакции фильтровальную бумагу расстригают 
и опускают на дно лунки полистиролового планшета, 
добавляют 1,0 мл физиологического раствора. Полу-
ченный раствор служит основным разведением 1 : 10. 
Исследовать высушенный материал необходимо в срок, 
не превышающий 1 месяца с момента взятия крови при 
условии хранения его при комнатной температуре и в 
течение 6 месяцев – при условии хранения его в запа-
янном полиэтиленовом пакете в холодильнике при 4 °С.

С исследуемым материалом предварительно 
ставят ориентировочную реакцию РМА. Материал от 
грызунов исследуют в разведении 1 : 10, от людей для 
исключения феномена прозоны – в двух разведениях – 
1 : 10 и 1 : 100. При положительной реакции материал 
оттитровывают с двукратным шагом для развернутой 
РМА. Для постановки РМА используют 6–14-дневные 
культуры лептоспир с хорошей подвижностью, без 
спонтанной агглютинации и посторонних примесей, 
с концентрацией, соответствующей 50–100 клеток в 
поле зрения микроскопа. Учет реакции проводят ми-
кроскопированием препаратов в темном поле полуко-
личественным методом. Агглютинация проявляется в 
склеивании лептоспир и образовании конгломератов 
в виде «паучков», «бантиков», «кос». Свободные концы 
лептоспир сохраняют подвижность. Диагностически 
положительной считается агглютинация лептоспир 
на 3 и 2 креста (при отсутствии агглютинации в 
контроле) в любом разведении сыворотки. Каждую 
сыворотку исследуют референтными штаммами, 
определенных серогрупп патогенных лептоспир, 
циркулирующих в данной местности. 

РМА обладает высокой чувствительностью и 
специфичностью. Важнейшими факторами, опреде-
ляющими специфичность РМА, являются чистота и 
идентичность антигенов. Последнюю контролируют 
в лабораториях не реже 2 раз в год с применением 
гипериммунных кроличьих антисывороток или моно-
клональных антител. РМА ретроспективна; по полу-
ченным результатам невозможно дифференцировать 
острое заболевание от перенесенного несколько лет 
назад. Однако РМА позволяет определить серогруппу 
возбудителя, что важно для проведения эпидеми-
ологического расследования и целенаправленного 
поиска источника инфекции.

Основными недостатками РМА при лептоспирозе 
являются: 

• значительные затраты времени и труда на ее 
постановку;

• необходимость применения большого количе-
ства антигенов лептоспир разных серогрупп; 

• вариабельность качества используемых живых 
лептоспирозных антигенов; 

• потенциальная опасность заражения специ-
алистов, проводящих серологическое исследование; 

• субъективность оценки результатов; возмож-
ность перекрестных реакций; 



ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2015, ¹ 3 (103)

90                     Обзоры

• технические сложности при одномоментном 
исследовании большого количества образцов.

Реакция макроагглютинации на стекле 
(слайдагглютинация) используется для предвари-
тельного тестирования сывороток больных с подозре-
нием на лептоспирозную инфекцию и массового скри-
нинга. Техника постановки реакции проста, поэтому 
она может быть использована в лабораториях любого 
уровня оснащенности. Для постановки применяют ро-
доспецифические антигены, например, слайд-антиген 
Лепто БАСА (ФГБУ ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи).

Реакция агглютинации латексных или 
полимерных частиц по чувствительности уступа-
ет РМА, но проще в постановке и позволяет полу-
чить результат в более короткий срок. Кроме того, 
агглютинины выявляются в более ранние сроки и 
в более высоком титре, чем в РМА. В качестве носи-
теля наружных мембранных антигенов лептоспир 
используют латексные частицы или частицы поли-
DL-лактид-полиэтиленгликоля. 

Реакцию связывания комплемента (РСК) 
редко используют для серологической диагностики 
лептоспироза. Комплементсвязывающие антите-
ла появляются у инфицированных серогруппами 
Icterohaemorrhagiae и Canicola животных через 4 дня 
после заражения, а через 9–10 недель они исчезают. 
Тест не позволяет дифференцировать серовары леп-
тоспир [12].

С целью ранней диагностики лептоспирозов и се-
рологического скрининга также используются более 
простые тесты с родоспецифическими антигенами 
лептоспир (иммуноферментный анализ и др.)

Иммуноферментный анализ (ИФА) – метод, в 
котором в качестве маркера используют ферменты. 
Благодаря простоте и высокой чувствительности, 
твердофазные иммуноферментные системы удобны 
для выявления иммунных комплексов. Применение 
в ИФА моноклональных антител позволяет повы-
сить качество исследований, поскольку моноклоны 
обладают высокой специфичностью и одинаковой аф-
финностью. Преимущество этого теста состоит в том, 
что он позволяет дифференцировать свежий и давний 
случаи инфекции за счет обнаружения типов антител 
(IgM и IgG). Этот метод позволяет одномоментно ис-
следовать большое количество образцов. Основной 
недостаток ИФА в том, что он требует местной стан-
дартизации для выяснения обрыва титра, поскольку 
у инфицированных лиц IgM могут поддерживаться на 
низких уровнях в течение ряда лет. 

Метод флуоресцирующих антител (МФА) 
предназначен для выявления лептоспир независимо 
от серогрупповой принадлежности в различном па-
тологическом материале (кровь, паренхиматозные 
органы, транссудат, СМЖ, моча больных и павших 
животных) и объектов окружающей среды (вода, по-
чва) [12]. Исследование проводится с использованием 
лептоспирозных сывороток в комплексе с антивидо-
вой флуоресцирующей сывороткой. Подготовленные 
соответствующим образом мазки просматривают на 
люминесцентном микроскопе. Окрашенные флуорес-
цирующим глобулином лептоспиры имеют зеленова-
тое равномерное свечение всей поверхности микроба 

в отличие от контурного сияющего свечения других 
видов микроорганизмов. Диагноз устанавливают по 
морфологии лептоспир и интенсивности свечения, 
оцениваемого по системе трех крестов. Наряду с 
МФА в индикации лептоспир применяется и непря-
мой метод флуоресцирующих антител (НМФА), при 
постановке которого используются антивидовой 
лептоспирозный флуоресцирующий глобулин.

МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

В последние годы развитие лабораторной диагно-
стики инфекционных болезней идет в направлении 
разработки молекулярно-биологических методов. 
Для детекции и анализа ДНК лептоспир в настоящее 
время применяются полимеразная цепная реакция 
(ПЦР), анализ полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (ПДРФ), мультилокусное секвенирова-
ние. С разработкой современных молекулярно-гене-
тических технологий в настоящее время появилась 
генетическая классификация, которая не совпадает с 
серологической, штаммы одного сероварианта могут 
принадлежать к разным видам лептоспир. В новом 
определителе Берджи 2010 г. на основании анализа 
ДНК и 16S рРНК род Leptospira подразделяется на 
19 видов, из них 8 патогенных, 6 промежуточных и 
5 сапрофитических [8, 26].

Метод ПЦР используется как для индикации и 
идентификации лептоспир, так и для экспресс-диа-
гностики лептоспироза [3, 5, 10, 17, 18, 19, 20, 21, 24]. 
В качестве исследуемого клинического материала 
используют пробы крови, мочи, СМЖ, кусочки парен-
химатозных органов, почва, вода, ил, контаминиро-
ванные лептоспирами [10].

Наиболее специфичными участками ДНК для 
лептоспир являются гены, кодирующие липопротеин 
наружной мембраны лептоспир Lip L32 и 16S РНК 
патогенных геновидов возбудителя [5, 7, 12, 18, 21].

В настоящее время можно констатировать за-
мещение стандартной ПЦР с электрофоретической 
детекцией модификациями с флуоресцентной реги-
страцией накопления ДНК, преимущество которой 
заключается в высокой чувствительности и спец-
ифической детекции продуктов реакции в реальном 
времени с количественной оценкой. Однако ПЦР с 
электрофоретической детекцией все же необходима 
для наработки фрагментов ДНК с целью их дальней-
шего детального исследования: клонирования, опре-
деления нуклеотидной последовательности [13, 16].

ПЦР-анализ характеризуется высокой специфич-
ностью, чувствительностью и высокой диагностиче-
ской эффективностью на первой неделе заболевания 
(начиная с 1-х суток), даже на фоне антибиотикотера-
пии [17]. В этой связи его можно рекомендовать как 
метод ранней экспресс-диагностики лептоспироза [5, 
10, 14, 18]. При тяжелом течении инфекции на фоне 
отсроченного синтеза специфических антител ПЦР 
может быть отнесена к методам выбора для быстрого 
лабораторного подтверждения клинического диагно-
за. Необходимо учесть, что отрицательный результат 
ПЦР-анализа не является основанием для прекраще-
ния диагностического поиска, так как день начала бо-
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лезни не всегда точно известен [21]. Диагностическая 
эффективность лабораторных исследований при леп-
тоспирозах может быть значительно повышена за счет 
параллельного использования серологического теста 
(РМА) и ПЦР вне зависимости от фазы заболевания.

ВОЗ предлагает следующие молекулярно-генети-
ческие методы для характеристики лептоспир [30]:

• ПЦР с произвольным праймером (AP-PCR) или 
дактилоскопия произвольно амплифицированного 
полиморфной ДНК (RAPD);

• анализ с использованием эндонуклеаз рестрик-
ции (REA);

• анализ полиморфизма длины рестрикционных 
фрагментов (RFLP);

• анализ полиморфизма длины амплифициро-
ванного фрагмента (AFLP);

• гель-электрофорез в пульсирующем поле 
(PFGE);

• анализ секвенирования ДНК.
Для определения видовой идентификации и вну-

тривидового типирования Leptospira spp. в настоящее 
время применяется мультилокусное секвенирова-
ние [23]. Это молекулярный анализ предварительно 
отобранного, клонированного и протестированного 
более простыми методами фрагмента ДНК. В процессе 
секвенирования получают формальное описание пер-
вичной структуры линейной макромолекулы в виде 
последовательности мономеров в текстовом форма-
те. В итоге получают последовательности участков 
генов, целых генов, тотальной мРНК и даже полных 
геномов микроорганизмов. Полученные результаты 
сравнивают с данными, хранящимися в базах NCBI и 
Leptospira.mlst.net.

Перспективная методика видовой идентифи-
кации представителей рода Leptospira – MALDI-TOF 
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time 
Of Flight – времяпролетная с матрично-активиро-
ванной лазерной десорбцией/ионизацией) масс
спектрометрия [27], которая может быть успешно 
использована в повседневной практике для быстрой 
и надежной идентификации микроорганизмов [11]. 
Этот метод отличается высокой чувствительностью, 
скоростью и низкой стоимостью расходных материа-
лов. Для диагностики лептоспирозов этот метод окон-
чательно не разработан, прежде всего, потому что 
лептоспиры растут только на специальных жидких 
питательных средах, выделение культуры очень дли-
тельно и трудоемко. Для анализа белковых спектров 
рекомендуется использовать семидневные культуры 
лептоспир, выращенные при 28 °С на среде EMJH и 
сконцентрированные центрифугированием [2, 27].

Для видовой идентификации лептоспир пред-
ложена мультиплексная лигазная реакция с 
гибридизацией (Multiplex Ligase Probe Amplification 
– MLPA), основанная на технологии check-points с 
определением до 25 нуклеотидных замен (SNP) в 
формате ДНК-микрочипа [22]. Существует более 
простой вариант MLPA в формате ПЦР в реальном 
времени (CHECK-MDR REAL-TIME PCR), где несколько 
фрагментированных лигазными ферментами участ-
ков генов бактерий одновременно нарабатываются 
в полимеразной реакции и детектируются.

Для молекулярного типирования лептоспироз-
ных изолятов в целях эпидемиологического анали-
за и изучения географического распространения 
применяют ПДРФ – анализ полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов [28].

Суть метода состоит в сравнении различных 
паттернов сегментации (полос), полученных в про-
цессе обработки ферментами ДНК возбудителей. ПДРФ 
включает экстракцию ДНК из однородной популяции 
микроорганизмов, расщепление ДНК рестриктазами 
и электрофорез расщеплённой ДНК в агарозном геле, 
для более полного анализа проводят блоттинг по 
Southern на нитроцеллюлозных мембранах и гибри-
дизацию с использованием специфического зонда. 
Рестрикционный анализ – достаточно чувствительный 
метод. Полученные фрагменты высоко специфичны по 
своей молекулярной характеристике для каждого типа 
лептоспир. Сравнивая рестрикционные карты различ-
ных штаммов, возможно дифференцировать их на мо-
лекулярном уровне. ПДРФ, как и пульс-электрофорез 
(PFGE), является наиболее чувствительным методом 
для типирования, но длителен, трудоемок и требует 
больших количеств тотальной ДНК для анализа. Более 
доступны основанные на ПЦР методы, в том числе 
ПЦР-ПДРФ, основанный на рестрикционном анализе 
амплифицированных фрагментов ДНК [4, 28].

При всем разнообразии разработанных методов 
лабораторной диагностики лептоспироза многие из 
них на практике не применяются. Бактериологиче-
ский анализ довольно сложен, трудоемок и далеко 
не всегда успешен. Для изоляции чистых культур 
наиболее эффективен метод биопробы, однако он 
технически выполним исключительно в лаборато-
риях, имеющих специализированные помещения для 
работы с животными. Метод микроскопии в темном 
поле сравнительно прост и дает наиболее быстрый 
результат, но при малом количестве бактерий в ис-
следуемом материале он не информативен. Сероло-
гические методы на обнаружение АТ ретроспективны, 
их применение возможно лишь со второй недели за-
болевания. Метод ПЦР хорошо зарекомендовал себя 
на практике, но имеющиеся высокочувствительные 
тест-системы до сих пор не сертифицированы.

Для достижения наилучших результатов в диа-
гностике лептоспироза необходимо усовершенство-
вать имеющиеся на вооружении лабораторные мето-
ды. Особенное внимание следует уделить внедрению 
новых молекулярно-генетических технологий, что 
значительно упрощает лабораторную диагностику 
и расширяет ее возможности.
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