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Современные особенности изоляции и идентификации патогенных лептоспир  
в Сибири и на дальнем Востоке
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в последнее время изоляция культур патогенных лептоспир в российской Федерации – крайне редкое явление. 
цель работы – обобщить опыт иркутского противочумного института по выделению и идентификации культур 
лептоспир с 2011 г. материалы и методы. методом пцр и в реакции микроскопической агглютинации (рма) ис-
следован материал от восьми лиц с подозрением на лептоспироз и от 942 мелких млекопитающих (мм), бактери-
ологическим методом – от людей и 260 мм. для идентификации культур использовали бактериологический тем-
пературный тест, рма, пцр, мультилокусное сиквенс-типирование  (MLST) и MALDI-TOF масс-спектрометрию 
(MS) с оригинальной базой белковых профилей лептоспир. в цнии эпидемиологии роспотребнадзора получены 
полные геномы шести штаммов. результаты и обсуждение. у людей на фоне приема антибиотиков не удалось 
изолировать лептоспиры, несмотря на положительные результаты пцр и рма. от мм выделено четыре культу-
ры Leptospira borgpetersenii серогруппы Javanica и три L. kirschneri (Grippotyphosa). результаты идентификации 
методами MLST по схеме № 1 и MALDI-TOF MS идентичны. MLST in silico показало однотипность двух штам-
мов серогруппы Grippotyphosa из приморья и хабаровска с профилем сиквенс-типов (ST) 110:100:94. у четырех 
штаммов серогруппы Javanica по схеме № 1 определяется ST 146, а по схемам № 2–3 выявлены уникальные 
одиночные нуклеотидные полиморфизмы. таким образом, в 2012–2016 гг. в сибири и на дальнем востоке изо-
лировано семь культур патогенных лептоспир от носителей в природных очагах при их инфицированности от 
12,0 до 48,9 %. Штаммы серогруппы Javanica отличаются особенностями MLST-профиля и более длительно при-
спосабливаются к питательным средам, чем штаммы серогруппы Grippotyphosa.
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Abstract. Recently, pathogenic Leptospira culture isolation is an extremely rare phenomenon in Russia. The aim 
of our work was to synthesize the lessons learned at the Irkutsk Anti-Plague Institute from Leptospira culture isolation 
and identification since 2011. Materials and methods. Material from eight individuals with suspected leptospirosis and 
from 942 small mammals (SM) was examined using PCR and microscopic agglutination test (MAT), from humans and 
260 SM, applying bacteriological method. Bacteriological temperature test, MAT, PCR, MLST and MALDI-TOF mass 
spectrometry with the original Leptospira protein profiles base were used to identify cultures. Six complete genomes were 
generated at the Central Research Institute of Epidemiology of the Rospotrebnadzor. Results and discussion. Leptospira 
have not been isolated from humans against the background of taking antibiotics, despite the positive PCR and MAT 
results. Four cultures of Leptospira borgpetersenii of the Javanica serogroup and three L. kirschneri (Grippotyphosa) 
have been isolated from SM. The results of identification using MLST scheme No. 1 and MALDI-TOF MS are identical. 
MLST in silico has shown the uniformity of two Grippotyphosa serogroup strains from Primorie and Khabarovsk with 
a sequence-type (ST) profile 110:100:94. ST146 is determined in four Javanica serogroup strains  according to scheme 
No. 1, and unique single nucleotide polymorphisms are detected according to schemes No. 2–3. Thus, in Siberia and the 
Far East, between 2012 and 2016, seven pathogenic Leptospira cultures were isolated from carriers in natural foci; car-
rier infection rate being12.0–48.9 %. Javanica serogroup strains differ in the MLST profile characteristics and adapt to 
nutrient media for a longer time than Grippotyphosa serogroup strains. 
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лептоспирозы – группа заболеваний, общих для 
человека и животных, отличающихся по клиническо-
му течению и устойчивости возбудителя во внешней 
среде в зависимости от его вида и серовара [1].

в связи с трудностью выделения первые культу-
ры лептоспир от человека были получены с исполь-
зованием биологического метода в 1914–1915 гг., 
почти через 30 лет после описания заболевания. 
в ссср первая культура от больного получена в 
1928 г. в эти же годы доказана роль мелких млеко-
питающих (мм) как источников инфекции: в 1915–
1916 гг. опубликованы данные по выделению возбу-
дителя в японии от полевки, серой и черной крысы, 
в 1929 г. – в россии от серой крысы [2, 3].

патогенные лептоспиры требовательны к пита-
тельным средам, отличаются медленным ростом (от 
пяти дней до трех месяцев) и чувствительны к лю-
бым внешним факторам, для них губительно высу-
шивание, воздействие низких и высоких температур, 
солнечного света, уФ-облучения, дезинфектантов и 
других химических веществ, посторонней микро-
флоры. все это делает изоляцию и культивирование 
лептоспир крайне сложной задачей, требующей от-
дельной подготовки бактериологов и приготовления 
специальных питательных сред [4].

пик выделения культур лептоспир в россии 
пришелся на 50–60-е гг. прошлого века в связи с 
бурным развитием животноводства и ростом забо-
леваемости людей и животных [2, 3]. к сожалению, 
из-за сложностей культивирования и хранения боль-
шинство штаммов утрачено, в том числе коллекция 
иркутского противочумного института. в настоящее 
время изоляция патогенных лептоспир – очень ред-
кое явление [5].

идентификация культур лептоспир представляет 
не меньше трудностей, чем их изоляция. даже после 
укоренения геносистематики лептоспир основным 
таксоном остается серовар [6], определение которо-
го требует наличия большого набора референтных 
штаммов, типовых сывороток или моноклональных 
антител, имеющихся в наличии только в междуна-
родном референс-центре в нидерландах [7].

природные очаги лептоспирозов распро-
странены повсеместно, в сибири и на дальнем 
востоке эндемичны по лептоспирозу приморский и 
хабаровский края, где высокие показатели заболевае-
мости населения лептоспирозами наблюдались до 
конца XX в. [8].

цель работы – обобщить опыт выделения и 
идентификации культур лептоспир иркутским про-
тивочумным институтом в 2011–2023 гг.

материалы и методы

все работы проводились в соответствии 
с требованиями биологической безопасности 
сп 1.3.2322-08 и сп 1.3.3118-13, транспортировка 
исследуемого материала – сп 1.2.036-95 (заменены 
на санпин 3.3686-21). весь материал исследован 
в пцр и реакции микроскопической агглютинации 
(рма). кровь и/или мочу от трех больных лепто-
спирозом засевали на питательные среды непосред-
ственно «у постели больного», от двух больных с 
подозрением на лептоспироз и трех контактных с 
больными животными лиц – сразу после поступле-
ния в лабораторию института. сделано 26 посевов 
от восьми человек.

данные по отлову и исследованию мелких 
млекопитающих в природных очагах приведены в 
табл. 1. бактериологическое исследование проводи-
ли в основном с материалом от зверьков, пойманных 
живыми. всего сделан 741 посев от 260 мм.

отлов мм проводили в соответствии с 
му 3.1.1029-01 (заменен на мр 3.1.0211-20) и 
мр 3.1.7.0250-21, использовали давилки геро, кону-
сы, канавки, капканы и живоловки. в приморском 
крае силами общества охотников и рыболовов про-
изводился отстрел ондатры. в иркутске и в 2011 г. в 
эхирит-булагатском районе мм отлавливали живы-
ми и доставляли в лабораторию института, где произ-
водили вскрытие, отбор проб и посев почек на пита-
тельные среды. в 2012 г. в эхирит-булагатском рай-
оне мм отлавливали всеми способами с постоянной 
проверкой орудий лова, вскрытие и посевы на пита-
тельные среды проводили в полевых условиях, затем 
материал доставляли в институт. в приморском крае 
посевы проводили также в полевых условиях, ин-
кубировали в термостате лаборатории Фбуз цгиэ 
в приморском крае или спасской городской боль-
ницы, доставляли в лабораторию приморской 
противочумной станции автотранспортом, затем в 
институт – авиатранспортом в термоконтейнерах. 
в хабаровском крае мм отлавливали в живоловки 
и доставляли в лабораторию хабаровской противо-
чумной станции, где осуществляли вскрытие, посев 
почек и мочи из мочевого пузыря, если он был на-
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полнен, первичную инкубацию посевов в термоста-
те, затем доставляли в институт авиатранспортом.

при работе с нуклеиновыми кислотами (нк) 
руководствовались му 1.3.2569-09. для постанов-
ки пцр почки мм размораживали непосредственно 
перед исследованием и готовили суспензии на гомо-
генизаторе Tissue Lyser LT (Qiagen). экстракцию нк 
для пцр осуществляли с помощью набора «рибо-
преп», детекцию – методом пцр в реальном време-
ни с тест-системой «амплисенс® Leptospira-FL» или 
тест-системой «лпс» для выявления патогенных 
лептоспир методом полимеразной цепной реакции 
(Фбун цнии эпидемиологии роспотребнадзора) 
на амплификаторе Rotor-Gene Q (Qiagen). 

бактериологические и серологические иссле-
дования на лептоспироз выполняли в соответствии 
с му 3.1.1128-02. материал от людей, корковое ве-
щество почек и мочу мм засевали слепым спосо-
бом в пробирки со средами Ферворта – вольфа и 
EMJH (Becton Dickinson). посевы инкубировали при 
28 °с и просматривали в темном поле микроскопа 
«микмед-6 вар. сд» (ломо, санкт-петербург) с 
окуляром 10х и объективом 20х один раз в неделю 
в течение двух-трех месяцев. морских свинок 150–

200 г и хомячков 25–40 г заражали внутрибрюшин-
но 1,5–2 мл материала, выдерживали 21 день и про-
изводили посев коркового слоя почек. кроме того, 
у морских свинок через 1–3 часа после заражения 
засевали кровь из сердца. всего поставлено 88 био-
проб. для удаления посторонней микрофлоры ис-
пользовали метод фильтрации через шприц-насадки 
с диаметром пор фильтров 0,2 мкм.

выделенные культуры лептоспир идентифици-
ровали по патогенности с помощью культурального 
температурного теста и пцр, до серогруппы – мето-
дом рма с «набором сывороток групповых агглюти-
нирующих лептоспирозных» (Фгуп «армавирская 
биофабрика»). для определения вида лептоспир 
применяли масс-спектрометрическое прямое бел-
ковое профилирование (MALDI-TOF MS) и мульти-
локусное сиквенс-типирование (MLST). подготовку 
образцов проводили после предварительного кон-
центрирования культур центрифугированием при 
12100–17000 g в течение 5–15 мин для MALDI-TOF 
MS – по протоколу для изолированных колоний [9] 
с использованием набора «MALDI-TOF проба» 
(нпо «литех»), MLST – в соответствии с общепри-
нятой методикой [10]. масс-спектрометрическую 

Таблица 1 / Table 1

результаты исследований проб от мелких млекопитающих 
Results of studies of small mammals samples

территория отлова мм
Territory of trapping  
small mammals (SM)

период отлова мм
Period of trapping SM

всего мм / положительные  
в пцр, %

Total number of SM /  
PCR positive, %

количество мм /  
количество посевов 

Number of SM / 
number of sown objects 

дата регистрации культур
Date of culture registration

иркутская область,   
эхирит-булагатский район
Irkutsk Region, 
Ekhirit-Bulagatsky District

2011, сентябрь, октябрь
2011, September, October

28 / 39,3±9,2 12 / 48
не выделены
Not isolated

2012, октябрь
2012, October

68 / 24,3±5,1 10 / 36
не выделены
Not isolated

иркутск, 
микрорайон ново-ленино,  
болотно-озерный комплекс 
Irkutsk,  
Novo-Lenino microdistrict,  
Marsh-lake complex

2012, июль, август
2012, July, August

25 / 12,0±6,5 25 / 100 12 Dec 2012

2013, июль, август
2013, July, August

22 / 31,8±9,9 22 / 88
не выделены
Not isolated

2014, июль, август
2014, July, August

27 / 22,2±8,0 27 / 108 01 Dec 2014

2015, июль, август
2015, July, August

14 / 28,6±12,1 14 / 56
не выделены
Not isolated

2022, июль
2022, July

18 / 33,3±11,1 18 / 36
не выделены
Not isolated

приморский край, 
спасский район
Primorsk Territory,  
Spassky District

2014, сентябрь, октябрь
2014, September, October

328 / 38,4±2,7 44 / 97 18 Dec 2014

2016, октябрь
2016, October

88 / 48,9±5,3 15 / 30 27 Oct 2016

хабаровск, пригород
Khabarovsk,  suburbs

2015, июль
2015, July

64 / 40,6±6,1 15 / 30 19 Aug 2015

еврейская автономная область
Jewish Autonomous Region

2015, июль
2015, July

64 / 21,9±5,2 30 / 49
не выделены
Not isolated

приморский край
Primorsk Territory

2016, июль, август
2016, July, August

71 / 12,7±4,0 13 / 28
не выделены
Not isolated

иркутская область
Irkutsk Region

2022, август
2022, August

125 / 18,4±3,5 15 / 35
не выделены
Not isolated
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идентификацию культур лептоспир осуществля-
ли на приборе Microflex LT (Bruker Daltonics) с ис-
пользованием программ Flex Control 3.3. и MALDI 
Biotyper 3.0, а также оригинальной базы рефе-
ренсных спектров лептоспир [11]. MLST по схеме 
№ 1 [10] ставили с использованием набора для ам-
плификации днк и синтезированных праймеров 
(зао «синтол»), Exonuclease I 20 ед/мкл, FaspAP 
Thermosensitive Alkaline Phosphatase 1 ед/мкл (Thermo 
Scientific), набора реагентов BigDye® Terminator v1.1 
(или 3.1) Cycle Sequencing Kit, амлификатора 
Termal Cycler 2720 (Applied Biosystems), секвенато-
ра ABI Prism 3500 XL (Applied Biosystems/Hitachi). 
полученные нуклеотидные последовательности об-
рабатывали в программе VectorNTI (Invitrogen Corp.) 
и загружали на онлайн-платформу http://pubmlst.
org/leptospira/, где определялся сиквенс-тип и вид 
микроорганизма [12]. полногеномную днк выде-
ляли с помощью набора DNeasy Blood & Tissue Kit 
(Qiagen). подготовка библиотек, секвенирование и 
сборка полных геномов проведены в Фбун цнии 
эпидемиологии роспотребнадзора. проведено MLST 
in silico [12]. статистическая обработка результатов 
заключалась в вычислении средних значений и их 
ошибок.

результаты и обсуждение

у больных лептоспирозом, несмотря на выявле-
ние специфических участков нк лептоспир в образ-
цах мочи и крови, антител к лептоспирам серогрупп 
Icterohaemorrhagiae и Tarassovi, изолировать культу-
ры лептоспир не удалось, вероятнее всего, из-за того, 
что обследование проводилось после начала лечения 
противомикробными препаратами. в 2021 г. у боль-
ного с подозрением на лептоспироз в посеве мочи 
через месяц инкубации были обнаружены подвиж-
ные спирохеты с характерной морфологией, пцр 
с культурой дала положительный результат, но при 
дальнейших пересевах рост лептоспир прекратил-
ся, культура не была идентифицирована. в 2022 г. 
у владельца собаки, умершей предположительно от 
лептоспироза, в моче при микроскопии обнаружены 
микроорганизмы, сходные по морфологии с лепто-
спирами, но пцр показала отсутствие специфиче-
ских нк, при пересевах на питательные среды спи-
рохеты не обнаружены.

более успешными были попытки выделить 
культуры лептоспир от мм в природных биотопах 
(табл. 1). впервые в черте г. иркутска в 2012 г. выде-
лены две культуры на территории болотно-озерного 
комплекса микрорайона ново-ленино. единичные 
лептоспиры в посевах обнаружены через месяц ин-
кубации, для идентификации культур потребовалось 
несколько пассажей на животных и питательных 
средах для достижения достаточной концентрации 
микробных клеток, выделение культур зарегистриро-
вано через четыре месяца после первичного посева. 
при других попытках изоляции культур в иркутске 

выделить еще одну культуру удалось только в 2014 г. 
в посевах материала из эхирит-булагатского района 
наблюдали единичные лептоспиры, но дальнейшие 
пассажи не дали результатов, у биопробных живот-
ных выявлены антитела к лептоспирам серогруппы 
Icterohaemorrhagiae.

в 2014 г. через две недели инкубации в посевах 
от пяти мм, отловленных в приморском крае, об-
наружены единичные спирохеты с характерной мор-
фологией и подвижностью. выделение двух культур 
зарегистрировано через 2,5 месяца после первично-
го посева как через биопробу, так и прямым посевом 
на питательные среды. обе культуры выделены в 
той же местности, что и в 1980–90-е гг. [13], в точке 
отлова мм в окрестностях села степное спасского 
района. интересно, что в 2016 г. культура лептоспир 
снова изолирована в этом же месте. в одном пер-
вичном посеве мочи от пцр-позитивного мм из 
хабаровского края сразу по прибытии в институт 
обнаружили чистую культуру лептоспир, ее иденти-
фикация заняла около месяца. лептоспиры были об-
наружены в материале еще от двух мм, но культуру 
выделить не удалось.

в 2022 г. в первичном посеве от мм из 
тулунского района обнаружены специфические нк 
и сходные по морфологии с лептоспирами микро-
организмы на фоне обильного роста посторонней 
микрофлоры. культуру лептоспир не удалось очи-
стить двойным пассажем на биопробных животных 
и фильтрацией через стерилизующие фильтры.

в изученных природных очагах у мм опре-
делялись антитела к лептоспирам серогрупп 
Autumnalis, Australis, Bataviae, Grippotyphosa, 
Icterohaemorrhagiae, Hebdomadis, Javanicа, Sejroe, 
Tarassovi.

результаты идентификации выделенных от мм 
в сибири и на дальнем востоке в 2012–2016 гг. куль-
тур лептоспир представлены в табл. 2. всего выде-
лено четыре культуры L. borgpetersenii серогруп-
пы Javanica и три – L. kirschneri (Grippotyphosa). 
процесс изоляции и идентификации культур зани-
мал от трех недель до четырех месяцев (табл. 1) в за-
висимости от присутствия посторонней микрофло-
ры и скорости адаптации лептоспир к питательным 
средам. результаты идентификации методами MLST 
по схеме № 1 и MALDI-TOF белкового профилиро-
вания полностью идентичны. MLST in silico по трем 
схемам показало однотипность двух штаммов серо-
группы Grippotyphosa из приморья и хабаровска с 
профилем сиквенс-типов (ST) 110:100:94. у четырех 
штаммов серогруппы Javanica ST 146 определяется 
только по схеме № 1, а по схемам № 2–3 выявлены 
уникальные одиночные нуклеотидные полиморфиз-
мы в различных локусах, которые полностью совпа-
дают у выделенных в г. иркутске штаммов и имеют 
отличия у штамма из приморья.

таким образом, культуры лептоспир от мм в 
природных очагах лептоспирозов изолированы как 
на высокоэндемичных территориях (приморский 
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и хабаровский края), так и на территории с низкой 
эндемичностью (г. иркутск). от людей культуру вы-
делить не удалось, скорее всего, из-за раннего при-
менения антибиотиков и позднего направления на 
лабораторное обследование.

всего изолировано семь культур патогенных 
лептоспир от мм при их общей инфицированности 
по результатам пцр от (12,0±6,5) до (48,9±5,3) %. 
мм целесообразно отлавливать живыми, чтобы 
максимально сохранить жизнеспособность лепто-
спир. кроме того, для успешной изоляции культур 
необходимо обеспечивать условия стерильности при 
посевах. использование биопроб дает возможность 
избавиться от посторонней микрофлоры, накопить 
и подготовить культуры лептоспир для адаптации к 
питательным средам.

успешность выделения культур лептоспир мо-
жет зависеть и от серогруппы возбудителя. известно, 
что лучше всего к условиям окружающей среды  
приспосабливаются лептоспиры серогруппы Grip po-
typhosa, которые наиболее часто удается изолировать 
от мм в природных очагах на территории российской 
Федерации [14]. патогенные лептоспиры других се-
рогрупп, и особенно Iсterohaemorrhagiae, более тре-
бовательны к условиям культивирования [15], поэто-
му о доминирующей в очаге серогруппе возбудите-
ля необходимо судить не только по изолирован ным 
культурам, но и по результатам рма. 

выделенные штаммы серогруппы Javanica от-
личаются особенностями MLST-профиля и более 

длительно приспосабливаются к питательным сре-
дам, чем штаммы серогруппы Grippotyphosa.
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Таблица 2 / Table 2

характеристика культур лептоспир, выделенных от носителей в природных очагах
Characterization of Leptospira cultures isolated from carriers in natural foci

место выделения
Site of isolation

год 
Year

серогруппа 
Serogroup

MLST [12] MALDI-TOF MS [9]
№ штамма* 
Strain No.*

полный геном
The complete genome
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Irkutsk,  
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KU955322, KU955323, KU955324, 
KU975042, KU975043, KU975044, 

KU975045; PubMLST ID 580;  
New ST Scheme 2-3

Leptospira 
borgpetersenii

и1
(4-и)

GenBank CP102682.1–
CP102683.1

2012 Javanica
ST 146 Scheme 1

New ST Scheme 2-3
Leptospira 

borgpetersenii
и2

(5-и)
GenBank CP102680.1–
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–
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2016 Grippotyphosa
ST 110 Scheme 1
ST 100 Scheme 2
ST 94 Scheme 3
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и7

(64-пк)
GenBank CP112976.1–
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хабаровск 
Khabarovsk 

2015 Grippotyphosa
ST 110 Scheme 1
ST 100 Scheme 2
ST 94 Scheme 3

Leptospira kirschneri
и6

(804-Khv)
GenBank CP125672.1–

CP125673.1

примечание :  * номер штамма в коллекции иркутского противочумного института, в скобках – оригинальное название.

No te :  * strain number in the collection of the Irkutsk Anti-Plague Institute, original name – in parentheses. 
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