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Цель. Видовая идентификация возбудителя лептоспироза в материале от мелких млекопитающих без выделения 
культуры с применением методов фрагментного секвенирования.
Материалы и методы. В работе использован материал, собранный в 2023–2024 гг. в Иркутской области, Приморском 
крае, Ханты-Мансийском и Ямало-Ненецком автономных округах и Республике Бурятии. Методом полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) исследовано 555 проб почек мелких млекопитающих, в 63 (11,4 ± 1,81%) из которых была обнару-
жена ДНК патогенных лептоспир. Секвенированы 9 участков генов из трех основных международных протоколов 
мультилокусного сиквенс-типирования в 17 ПЦР-положительных пробах (27,0 ± 5,59%). Для определения вида лепто-
спир проведен анализ данных секвенирования методом выравнивания in silico в программе BioEdit 7.7.1 и сравнения 
с аллельными вариантами Leptospira spp. из базы данных PubMLST, а также c генными вариантами из GenBank с 
помощью сервиса BLAST. Проведен филогенетический анализ по фрагментам генов glmU, mreA и rrs2. 
Результаты. При сравнении секвенированных нуклеотидных последовательностей с базой данных GenBank во всех 
исследуемых образцах ДНК определился вид L. borgpetersenii с процентным соотношением 95,86–100,00%. 
Филогенетический анализ по фрагментам генов glmU, mreA и rrs2 подтвердил видовую принадлежность лептоспир в 
исследуемых образцах.
Заключение. На территориях Иркутской области, Приморского края, Ямало-Ненецкого автономного округа и 
Республики Бурятия впервые с применением метода фрагментного секвенирования в материале от мелких млекопи-
тающих без выделения культуры идентифицирован возбудитель лептоспироза L. borgpetersenii. Показана дифферен-
цирующая способность генов glmU, mreA и rrs2.
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Use of fragment sequencing for species identification 
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The aim is the species identification of the causative agent of leptospirosis in material from small mammals without culture 
isolation using fragment sequencing methods.
Materials and methods. The work uses material collected in 2023–2024 in the Irkutsk Region, Primorsky Krai, Khanty-Mansi 
and Yamalo-Nenets Autonomous Okrugs and the Republic of Buryatia. 555 small mammalian kidney samples were examined 
by PCR, of which 63 (11.4 ± 1.81%) contained DNA from pathogenic leptospira. Nine gene regions from the three main 
international protocols of multilocus sequence typing were sequenced in 17 PCR-positive samples (27.0 ± 5.59%). To determine 
the type of leptospira, the sequencing data was analyzed using the in silico alignment method in the BioEdit 7.7.1 program and 
compared with allelic variants of Leptospira spp. from the PubMLST database, as well as with gene variants from GenBank 
using the BLAST service. A phylogenetic analysis was performed on fragments of the glmU, mreA and rrs2 genes. 
Results. When comparing the sequenced nucleotide sequences with the GenBank database, the species L. borgpetersenii was 
determined in all the studied DNA samples with a percentage of 95.86–100.00%. Phylogenetic analysis of fragments of the 
glmU, mreA and rrs2 genes confirmed the specific identity of Leptospira in the studied samples.
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Л ептоспироз, который вызывают патогенные бактерии 
рода Leptospira, является одним из самых распростра-

ненных и значимых зоонозов в мире. Мелкие млекопитаю-
щие играют ключевую роль в циркуляции лептоспир в каче-
стве резервуаров и источников инфекции [1]. 

Согласно международному определителю бактерий 
Bergey’s, на основании анализа генома род Leptospira под-
разделяется на 22 вида, из них 10 патогенных (L. interrogans, 
L. kirschneri, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, 
L. kmetyi, L. alexanderi, L. alstonii, L. mayottensis), 5 промежу-
точных (L.  inadai, L. fainei, L. broomi, L. licerasiae, L. wolffii) и 
7  сапрофитических (L.  biflexa, L.  meyeri, L.  wolbashii, 
L. vanthielii, L. terpstrae, L. yanagawae, L. idonii) [2]. 

Для видовой идентификации лептоспир методом полно-
геномного секвенирования необходимо выделение чистой 
культуры возбудителя из исследуемого материала, что 
представляет собой длительный и трудоемкий процесс, зна-
чительно затрудняющий изучение генетических особенно-
стей патогена [3]. В рамках эпидемиологического расследо-
вания, где важно быстрое получения результата по видовой 
принадлежности возбудителя, это практически невозможно. 
В связи с этим необходим поиск альтернативных методов, в 
т.ч. основанных на анализе фрагментов генома.

Методы фрагментного секвенирования позволяют прово-
дить идентификацию лептоспир при наличии двух или 
нескольких фрагментов генов. Данные методы перспектив-
но внедрять в лабораторную диагностику, чтобы расширять 
знания о циркулирующих возбудителях на различных терри-
ториях и получать новую информацию о геноме лептоспир. 
Описано определение вида лептоспир в материале от мел-
ких млекопитающих методом секвенирования участков 
генов lipL32, secY и rpoB [4–6]. 

В настоящей работе нами апробирован метод видовой 
идентификации патогенных лептоспир по генам междуна-
родных протоколов мультилокусного сиквенс-типирования 
(Multilocus sequence typing/MLST) в нативном материале от 
мелких млекопитающих без выделения культуры.

Цель исследования – видовая идентификация возбуди-
телей лептоспирозов в материале от мелких млекопитаю-
щих без выделения культуры с применением методов фраг-
ментного секвенирования.

Материалы и методы

В работе использован материал, собранный в 2023–
2024  гг. на территориях Иркутской области, Приморского 
края, Ханты-Мансийского и Ямало-Ненецкого автономных 
округов (ЯНАО) и Республики Бурятии. Почки 555 мелких 
млекопитающих были исследованы методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) на наличие ДНК патогенных лепто-

спир с применением тест-системы «ЛПС» производства 
ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора (Москва). Экстракцию 
ДНК осуществляли согласно требованиям МУ 1.3.2569-09 с 
помощью набора «РИБО-преп» производства ФБУН ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора (Москва). Пробы, показавшие положи-
тельный результат с пороговым циклом ≤15, были отобраны 
для фрагментного секвенирования. 

Амплифицировали 13 участков генов из трех основных 
международных схем MLST (табл. 1) [7–9]. Данные схемы 
включают в себя гены домашнего хозяйства (adk, icdA, glmU, 
pntA, mreA, secY, pfkB, sucA, tpiA и caiB), гены патогенности 
(lipL32 и lipL41) и ген rrs2, кодирующий 16sРНК. Амплифи- 
кационную смесь готовили согласно инструкции к набору 
«Синтол» из расчета на одну пробу: dNTP – 2,5 мкл; 10хПЦР 
буфер Б  – 2,5 мкл; MgCl2  – 2,5; SynTaq-полимераза  – 0,3; 
ddH2O – до 25 мкл и праймеры в разведении 10 пМ по 1 мкл. 
К готовой реакционной смеси добавляли 5 мкл исследуемой 
ДНК.

Conclusion. In the territories of the Irkutsk Region, Primorsky Krai, Yamalo-Nenets Autonomous Okrug and the Republic of 
Buryatia, the causative agent of leptospirosis L. borgpetersenii was identified for the first time using the method of fragment 
sequencing in material from small mammals without culture isolation. The differentiating ability of the glmU, mreA and rrs2 
genes has been shown.
Key words: leptospira, native material, species identification, fragment sequencing, phylogenetics, MLST
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Таблица 1. Фрагменты генов, которые применяли в работе
Table 1. Fragments of genes that were used in the work

№ Фрагмент 
гена / 
Gene 

fragment

Праймеры / Primers Размер 
фрагмента для 

MLST, п.н. /
Fragment size 
for MLST, bp

1 glmU F:GGGCTGGAAAAGGTACACAA
R:ACGCAAGCTCCTTTTGAATC

444

2 pntA F:TAGGAAARATGAAACCRGGAAC 
R:AAGAAGCAAGATCCACAAYTAC

525

3 sucA F:TCATTCCACTTYTAGATACGAT
R:TCTTTTTTGAATTTTTGACG

640

4 tpiA F:TTGCAGGAAACTGGAAAATGAAT
R:GTTTTACRGAACCHCCGTAGAGAAT

639

5 pfkB F:CGGAGAGTTTTATAARAAGGACAT
R:AGAACACCCGCCGCAAAACAAT

432

6 mreA F:GGCTCGCTCTYGACGGAAA 
R:TCCRTAACTCATAAAMGACAAAGG

435

7 caiB F:CAACTTGCGGAYATAGGAGGAG
R:ATTATGTTCCCCGTGAYTCG

402

8 adk F:GGGCTGGAAAAGGTACACAA
R:ACGCAAGCTCCTTTTGAATC

531

9 icdA F:GGGACGAGATGACCAGGAT 
R:CTTTTTTGAGATCCGCAGCTTT

674

10 secY F:ATGCCGATCATTTTTGCTTC
R:CCGTCCCTTAATTTTAGACTTCTTC

501

11 lipL32 F:ATCTCCGTTGCACTCTTTGC 
R:ACCATCATCATCATCGTCCA

450

12 lipL41 F:TAGGAAATTGCGCAGCTACA 
R:GCATCGAGAGGAATTAACATCA

493

13 rrs2 F:CATGCAAGTCAAGCGGAGTA
R:AGTTGAGCCCGCAGTTTTC

450
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Comparison and optimization of methods for the assessment of antagonistic activity of next-generation probiotic strains

Для визуального учета результатов ПЦР с продуктами 
амплификации проводили горизонтальный гель-
электрофорез в 1,5%-й агарозе с окрашиванием бромидом 
этидия. Далее с образцами, отобранными на этапе гель-
электрофореза, ставили сиквенсную реакцию по Сэнгеру на 
генетическом анализаторе ABI 3500 с набором реагентов 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems™).

Для определения вида лептоспир проводился анализ 
полученных последовательностей методом выравнивания in 
silico в программе BioEdit 7.7.1 и сравнения с аллельными 
вариантами Leptospira spp. из базы данных PubMLST [10], а 
также на платформе https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi с 
помощью сервиса Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). 

Филогенетический анализ проводили методом макси-
мального правдоподобия (модель GTR в программе MEGA 
версия 11.0.13) [11–13]. Для сравнения использовали образ-
цы из базы данных PubMLST id: 2, 3, 5, 10, 20, 23, 35, 89, 90, 
94, 95, 118, 119, 122, 124, 184, 255, 327, 338, 419, 475, 480, 
481, 482, 483, 693, 697, 921, 1082, 1228, 1972, 1988, 1989, 
1990.

Статистическая обработка полученных результатов прове-
дена стандартными методами вариационной статистики [14].

Результаты и обсуждение

Всего за 2023–2024 гг. методом ПЦР исследовано 
555  проб почек мелких млекопитающих, из которых в 63 
(11,4 ± 1,81%) была обнаружена ДНК патогенных лептоспир. 
Для фрагментного секвенирования отобраны 17 ПЦР-
положительных проб (27,0 ± 5,59%) от бурозубки (Sorex spp. 

L., 1758) и восточно-азиатской мыши (Apodemus peninsulae 
Thomas, 1907) из Иркутской области, 13 полевых мышей 
(Apodemus agrarius Pallas, 1771) из Приморского края, буро-
зубки средней (Sorex caecutiens Laxmann, 1788) из 
Республики Бурятия и домовой мыши (Mus musculus L., 
1758) из ЯНАО. Получены 64 нуклеотидные последователь-
ности, из которых 60 депонированы в национальную базу 
VGARus под номерами: irkn016161–016165, irkn016167-
16174, irkn017640-017654, irkn018015-018048.

Из 13 фрагментов генов в ПЦР амплифицировались 9 в 
разных образцах ДНК. ПЦР не прошла с праймерами к 
участкам генов sucA, adk, tpiA, icdA. В большинстве случаев 
удавалось отсеквенировать фрагменты генов mreA 
(70,6  ±  11,05% из 17 образцов ДНК), rrs2, secY, glmU 
(64,7 ± 11,59%), lipL41 (53,0 ± 12,11%) и lipL32 (76,5 ± 10,29%). 
Длина полученных нуклеотидных последовательностей 
представлена в табл. 2. При сравнении полученных нуклео-
тидных последовательностей в BLAST у всех исследуемых 
образцов определился вид L. borgpetersenii с процентным 
соотношением 95,86–100,00%.

С фрагментами генов, полученных из ПЦР-положительных 
проб почек мелких млекопитающих, проведен филогенети-
ческий анализ. В данной работе представлен анализ фраг-
ментов генов glmU, mreA и rrs2, которые перекрывали раз-
мер аллелей, предложенных для MLST, и имели до трех 
одиночных нуклеотидных полиморфизмов внутри анализи-
руемого участка гена (табл. 1). 

Из 11 фрагментов glmU два (образцы 1 Yanao и 1 UU) 
полностью совпали с последовательностями аллелей 24 и 
26 по 1-й и 2-й схеме MLST, у 4 (образцы 7 РК, 11 РК, 12 РК, 
17 РК) обнаружены инсерции/делеции. Еще у 4 фрагментов 

Таблица 2. Длина полученных нуклеотидных последовательностей
Table 2. The length of the obtained nucleotide sequences

№ Образец / 
Sample

glmU mreA caiB pfkB pntA lipL32 lipL41 rrs2 secY

1 7 PK 531 662 – – – 408 515 468 476

2 11 PK 531 632 – – – 355 498 471 476

3 12 PK 531 685 – – – 374 451 480 476

4 17 PK 530 673 – – – 377 465 474 476

5 21 PK 444 1506 – – 525 – – 1318 –

6 23 PK 444 1506 – – – 421 – – –

7 25 PK 444 1506 402 532 – 421 – – 1381

8 26 PK – 1505 – – – – – – –

9 29 PK – – 402 – – 421 483 1318 1381

10 32 PK 444 1506 402 532 525 443 – 1318 1381

11 36 PK – – – – – 421 – 1318 1381

12 37 PK – 1506 – – 525 – – – –

13 40 PK 444 – – – – – – – –

14 48 I – – – – – 399 245 481 –

15 72 I – – – – – 407 423 461 491

16 1 UU 533 1615 – – 413 398 425 482 489

17 1Yanao 533 1661 – – – 443 483 – 476

Всего
секвенировано фрагментов / 
Total fragments sequenced

11 12 3 2 4 13 9 11 11
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(образцы 21 РК, 23 РК, 25 РК, 40 PK) обнаружено по 1 нукле-
отидной замене, у 24 PK – 2 замены. Из 12 фрагментов mreA 
два (1 UU и 1 Yanao) полностью совпали с аллелями 26 и 36 
по первым двум схемам MLST, 8 фрагментов (образцы 7 РК, 
12 РК, 17 РК, 21 РК, 23 РК, 25 РК, 32 РК, 37 РК) имеют по 
2  SNP  – в позиции 195 гуанин заменил аденин и тимин  – 
цитозин в положении 433. У фрагмента 26 РК выявлены 
инсерции/делеции и по 1-й схеме определился аллель 27. В 
11 фрагментах гена rrs2 установлен аллель 20 у всех образ-
цов, из которых у 7 (образцы 11 РК, 12 РК, 17 РК, 21 РК, 29 
РК, 32 РК, 36 РК) обнаружена 1 нуклеотидная замена цито-
зина на тимин в позиции 343. Наличие нуклеотидных поли-
морфизмов в полученных фрагментах, скорее всего, указы-
вает на погрешности при секвенировании, связанные с 
выделением ДНК из нативной пробы почки, что не исключа-
ет наличие мутаций у исходного возбудителя. 

Филогенетическое дерево максимального правдоподобия, 
построенное по фрагментам гена glmU 11 образцов: 9  из 
Приморского края и 2 из ЯНАО и Республики Бурятии, пред-
ставлено на рис. 1. Образцы 12 PK и 7 PK отличаются от 
других образцов из Приморского края и образуют отдельную 
филогенетическую группу. Все исследуемые образцы рас-
пределились вместе с образцами из базы данных PubMLST 
вида L. borgpetersenii, что подтверждает их идентификацию в 
сервисе BLAST. Для сравнения добавлены фрагменты гена 
glmU других видов лептоспир, которые распространены в 
России (L.  kirshneri и L.  interrogans), и загруженные в базу 
данных PubMLST наши изоляты (id – 475, 1988, 1989, 1990). 
Нуклеотидная последовательность гена glmU образца из 
ЯНАО распределилась в группу вместе с изолированным 

Рис. 1. Филогенетическое дерево максимального правдоподо-
бия с бутстреп-валидацией 500 построено на основании полу-
ченных нуклеотидных последовательной фрагментов гена 
glmU (7 РК, 11 РК, 12 РК, 17 РК, 21 РК, 23 РК, 25 РК, 32 РК, 40 РК, 
1 UU, 1 Yanao) и фрагментов из группы сравнения, которые 
имеют обозначения: id PubMLST / серогруппа / вид / территори-
альная принадлежность. 
Fig. 1. The maximum likelihood phylogenetic tree with 500 bootstrap 
validation is based on the obtained nucleotide sequence fragments 
of the glmU gene (7 PK, 11 PK, 12 PK, 17 PK, 21 PK, 23 PK, 25 PK, 
32 PK, 40 PK, 1 UU and 1 Yanao) and fragments from the comparison 
group, which have the following designations: PubMLST id / 
serogroup / type / territorial affiliation.

Рис. 2. Филогенетическое дерево максимального правдоподо-
бия с бутстреп-валидацией 500, построенное на основании 
полученных нуклеотидных последовательностей фрагментов 
гена mreA (7 РК, 11 РК, 12 РК, 17 РК, 21 РК, 23 РК, 25 РК, 32 РК, 
37 РК, 1 UU, 1 Yanao) и фрагментов из группы сравнения, кото-
рые имеют обозначения: id PubMLST / серогруппа / вид / терри-
ториальная принадлежность. 
Fig. 2. Phylogenetic maximum likelihood tree with 500 bootstrap 
validation, based on the obtained nucleotide sequences fragments 
of the mreA gene (7 PK, 11 PK, 12 PK, 17 PK, 21 PK, 23 PK, 25 PK, 
32 PK, 37 PK, 1 UU, 1 Yanao) and fragments from the comparison 
group, which have the following designations: PubMLST id / 
serogroup / type / territorial affiliation.

Рис. 3. Филогенетическое дерево максимального правдоподо-
бия с бутстреп-валидацией 500, построенное на основании 
полученных нуклеотидных последовательностей фрагментов 
гена rrs2 (11 РК, 12 РК, 17 РК, 21 РК, 29 РК, 32 РК, 36 РК, 1 UU, 48 
I, 72 I) и фрагментов из группы сравнения, которые имеют обо-
значения: id PubMLST / серогруппа / вид / территориальная при-
надлежность. \
Fig. 3. Phylogenetic maximum likelihood tree with 500 bootstrap 
validation, based on the obtained nucleotide sequences fragments 
of the rrs2 gene (11 PK, 12 PK, 17 PK, 21 PK, 29 PK, 32 PK, 36 PK, 1 
UU, 48 I, 72 I) and fragments from the comparison group, which have 
the following designations: PubMLST id / serogroup / type / 
territorial affiliation.
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нами в Иркутской области штаммом (id 475). Две четко сфор-
мированные клады разделились на образцы, относящиеся к 
L.  borgpetersenii, и изоляты других видов  – L.  kirschneri и 
L.  interrogans. Важно отметить, что внутри клады 
L. borgpetersenii все образцы разделились не только террито-
риально, но и по серогруппам – Javanica, Sejroe, Pyrogenes. 

В филогенетическом дереве по фрагментам гена mreA все 
образцы расположились в одной группе, кроме трех  – по 
одному из Приморского края (26 PK), Республики Бурятия 
(1  UU) и ЯНАО (1 Yanao). Они распределились в группу с 
выделенным нами штаммом из Иркутской области (id 475) и 
изолятом из Италии (id 10) (рис. 2). Все исследуемые образцы 
распределились в кладу вместе с L. borgpetersenii серогруппы 
Javanica, вторая клада включает в себя две группы образцов, 
объединенные по видам L.  interrogans и L. kirschneri, так же 
как и в филогенетическом дереве по гену glmU. 

Филогенетическое дерево, построенное на основании 
нуклеотидных последовательностей фрагментов гена rrs2, 
также образовало две клады – образцы вида L. borgpetersenii 
и видов L.  interrogans, L.  kirschneri (рис. 3). Данное дерево 
выглядит более консервативным и не образует группы в 
зависимости от серогрупп. Образцы из Приморского края 
образовали отдельную группу от образцов из Иркутской 
области и Республики Бурятия.

Заключение

На территориях Иркутской области, Приморского края, 
ЯНАО и Республики Бурятия впервые с применением мето-
дов фрагментного секвенирования идентифицирован воз-
будитель лептоспироза без выделения культуры из нативно-
го материала от мелких млекопитающих. Установлено, что 
во всех отобранных пробах образцы ДНК принадлежат виду 
L.  borgpetersenii. Это свидетельствует о широком распро-
странении возбудителя данного вида на исследуемых терри-
ториях. Для филогенетического анализа показана диффе-
ренцирующая способность генов glmU, mreA и rrs2. 
Выявление нуклеотидных полиморфизмов во фрагментах 
исследуемых генов у образцов ДНК лептоспир из 
Приморского края, ЯНАО и Республики Бурятия, скорее 
всего, обусловлено погрешностями метода, но не исключает 
формирования независимых генетических линий внутри 
вида L.  borgpetersenii на этих территориях. Данный вопрос 
требует дальнейшего изучения.
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Укрепление биобезопасности России

Правительство РФ распорядилось направить Роспотребнадзору в 2026 году 409,1 млн рублей из бюджета на два объекта 
капитального строительства, которые среди прочего будут заниматься изучением опасных инфекций. 

Финансирование пойдет по федеральному проекту «Санитарный щит страны – безопасность для здоровья (предупреж-
дение, выявление, реагирование». В Воронеже будет построена лаборатория высокого уровня биологической безопасности 
для оперативной расшифровки и изучения опасных и неизвестных инфекций. Второй объект – комплекс зданий в 
Симферополе. 

Проект «Санитарный щит страны – безопасность для здоровья (предупреждение, выявление, реагирование» был запу-
щен в июле 2021 года в рамках реализации № 492-ФЗ «О биологической безопасности в РФ». Основной его целью являет-
ся развитие системы защиты населения от биологических и санитарно-эпидемиологических угроз, а основная задача – соз-
дание эффективного барьера для эпидемий внутри страны, в ближнем и дальнем зарубежье.

 В цели проекта входит создание сети лабораторий высокого уровня биологической безопасности для оперативной рас-
шифровки и изучения вспышек опасных и неизвестных инфекций. На реализацию тематических мероприятий в 2026 году 
выделяется более 2,2 млрд рублей, а общее финансирование федерального проекта составляет 12 млрд рублей.

Режим доступа: https://microbius.ru/news/na-stroitelstvo-ob-ektov-biologicheskoy-bezopasnosti-strany-napravyat-409-mln-rubley

Н о в о с т и  н а у к и


