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Получение рекомбинантных антигенов лептоспир 
с целью создания иммуноферментной  
тест-системы для диагностики лептоспироза

 
Резюме

Методом генной инженерии получены рекомбинантные белки лептоспир.

Установлена их высокая антигенная активность и специфичность. На основе этих белков сконструирована иммуноферментная 

тест-система для обнаружения IgG-антител к лептоспирам.
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Abstract

Species-specific recombinant proteins of leptospira are genetically engineered by the method of gene manipulation. Their high activity 

and antigenic specificity are established. On the basis of these proteins an immunoassay test kit for detecting JgG to Leptospira is 

constructed.
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Введение 
Лептоспироз является широко распространен-

ной и социально значимой зооантропонозной ин-
фекцией. Полиморфизм клинических проявлений 
лептоспироза и отсутствие патогномоничных сим-
птомов болезни приводят к поздней диагностике, 
нерациональному лечению, что становится одной 
из причин высокой летальности при этой инфекции 
[1 – 3]. Относительно низкие показатели регистри-
руемой заболеваемости людей, несопоставимые с 
множественностью потенциальных источников ин-
фекции, в большинстве стран мира, включая Рос-
сию, обусловлены неудовлетворительным состоя-
нием лабораторной диагностики [4].

В значительной степени трудности серологиче-
ской диагностики лептоспироза вызваны тем, что, 
как правило, она осуществляется с помощью реак-
ции микроагглютинации (РМА), признанной Между-
народным обществом лептоспирологов основным 
тестом для диагностики этой инфекции [5]. Для по-
становки РМА необходимо поддерживать в лабора-
торных условиях стандартный набор живых культур 
лептоспир. Культивирование лептоспир осущест-
вляется лишь в специализированных лаборатори-
ях, поскольку это связано с большими трудностями. 
Кроме того, стандартизация учета результатов РМА 
весьма затруднительна, так как они оценивают-

ся визуально с помощью микроскопа. Сказанное 
аргументирует разработку лептоспирозных диа-
гностических систем со стандартными способами 
оценки результатов анализа, применение которых 
будет возможно практически в любой серологиче-
ской лаборатории. Одним из перспективных под-
ходов к решению этой задачи является получение 
на основе современных методов генной инжене-
рии родоспецифичных рекомбинантных антиге-
нов лептоспир для конструирования на их основе 
диагностических тест-систем. Анализ литературных 
данных показал, что наиболее перспективными в 
данном отношении могут быть гены lipL32, lipL41 и 
lipL45 [6, 7].

Цель данной работы  –  получение родоспе-
цифических белков лептоспир, пригодных для кон-
струирования иммуноферментной тест-системы для 
диагностики лептоспироза.

Материалы и методы
В работе были использованы патогенные леп-

тоспиры серогрупп Icterohaemorrhagiae, Canicola, 
Grippotyphosa из коллекции НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. Пастера.

ДНК из лептоспир были выделены стандартным 
методом c использованием протеиназы К и фенол-
хлороформной экстракции [8]. Гены lipL32, lipL41, 
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lipL45, ompL1, кодирующие соответствующие ли-
попротеины, и порин ОmpL1, локализованные во 
внешней мембране лептоспир, были амплифици-
рованы с использованием праймеров, подобран-
ных на основании депонированных в GenВank по-
следовательностей.

С помощью методов генной инженерии были 
сконструированы рекомбинантные белки, для чего 
полученные нуклеотидные последовательности в 
составе экспрессионных векторов были трансфор-
мированы в штамм-продуцент (E. coli BL21 (DE3)). 
Чистота полученных рекомбинантных белков оце-
нивалась с помощью электрофореза в полиакрела-
мидном геле в денатурирующих условиях [9].

Антигенные свойства рекомбинантных белков 
Lp1, Lp3, Lp5, Lp7 (химерные антигены, содержа-
щие иммунореактивные эпитопы ОmpL1, LipL41, 
LipL32, LipL45 соответственно) и их комбиниро-
ванная рецептура были изучены в иммунофер-
ментной тест-системе для выявления антител к 
лептоспирам. В качестве конъюгатов в этой систе-
ме применяли мышиные моноклональные антитела 
к тяжелым цепям IgG человека, конъюгированные 
c пероксидазой хрена (SA1-35470, Pierce). Резуль-
таты ИФА представляли в относительных единицах 
К

с
 (коэффициент сыворотки), рассчитываемого как 

отношение ОП исследуемой сыворотки к ОП отри-
цательного контроля. Интерпретация результатов 
ИФА: К

с 
< 1,1 – специфические антитела к белкам 

лептоспир не обнаружены; К
с 
≥ 1,1 – специфиче-

ские антитела к белкам лептоспир обнаружены.
Иммуноферментному анализу были подвергнуты 

сыворотки крови практически здоровых доноров 
(87 проб), пациентов с заболеванием нелептоспи-
розной этиологии (сифилис – 20 проб) и сыворот-
ки, полученные от 138 больных с лабораторно (по 
данным РМА) подтвержденным лептоспирозом, 
хранящиеся в коллекции сывороток в лаборатории 
зооантропонозных инфекций НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. Пастера, а также сыворот-
ки лиц, у которых клиническое течение болезни и 
эпидемиологический анамнез позволили предполо-
жить лептоспирозную инфекцию (84 пробы).

Постановку и учет результатов РМА выполняли 
по стандартной методике с набором живых культур 
лептоспир 13 серогрупп [10].

Результаты и обсуждение
Установлено, что полученные рекомбинантные 

белки вступали в специфические взаимоотноше-
ния с сыворотками, содержащими антитела к леп-
тоспирам, относящимся к следующим сероварам: 
Icterohaemorrhagiae, Canicola и Grippotyphosa.

Антигенная активность полученных белков зна-
чительно различалась. Так, частота обнаружения 
IgG к белку Lp5 в сыворотках больных лептоспи-
розом была значительно выше (56,0%), чем к дру-
гим рекомбинантным белкам, на протяжении всех 
периодов болезни и реконвалесценции. Реком-
бинантный белок Lp1 несколько уступал по анти-

генной активности белку Lp5. Доля сывороток, в 
которых были обнаружены IgG к этому белку, со-
ставляла 29,7%. Белки Lp3 и Lp7 выявляли IgG 
лишь на ранних этапах болезни – до 4-й недели 
включительно.

Параллельное применение рекомбинантных 
белков позволяет обнаруживать антитела к леп-
тоспирам у большего количества больных в срав-
нении с одним, даже наиболее активным в анти-
генном отношении белком Lp5, что обосновывает 
целесообразность создания комплексной рецепту-
ры диагностической системы.

В первой серии опытов при исследовании 
138  сывороток крови людей, больных лептоспи-
розом и содержащих, по данным РМА, антитела 
к лептоспирам Icterohaemorrhagiae, Canicola и 
Grippotyphosa, антитела в ИФА с предлагаемым 
комбинированным иммуносорбентом были выяв-
лены в 114 пробах (82,6%). Установлено, что доля 
положительных результатов, полученных с помо-
щью ИФА, была выше в сыворотках, содержащих 
более высокие титры антител в РМА. Так, среди 
сывороток, содержащих антитела, по данным РМА, 
в разведении 1:100 доля положительных результа-
тов ИФА составила 37,5%, в разведении 1:200  – 
62,9%, 1:400 – 71,4%, 1:800 – 77,8%, а в разведе-
нии 1:1600 – 95,7%.

Во второй серии опытов с целью проверки 
специфичности предлагаемого иммуносорбента 
были исследованы сыворотки доноров и пациен-
тов с заболеванием нелептоспирозной этиологии, 
не содержащие, по данным РМА, антител к лепто-
спирам. В сыворотках этих лиц с помощью ИФА 
антитела к лептоспирам также не были обнаруже-
ны (К

с 
< 1,1).

В третьей серии опытов параллельно в 
РМА и ИФА были исследованы 84 сыворотки от  
73-х человек с лихорадочным заболеванием не-
ясной этиологии, клиническое течение болезни ко-
торых и эпидемиологический анамнез позволили 
предположить лептоспирозную инфекцию. С по-
мощью РМА в сыворотках крови 13 больных (21 
проба) обнаружены антитела к лептоспирам: у 11 
больных – к L. icterohaemorrhagiae, у 2-х больных – 
к L. canicola в титрах 1:100 (6 проб), 1:200 (9 проб), 
1:400 (5  проб), 1:800 (1 проба). IgG к лептоспи-
рам с помощью ИФА были выявлены у 12 больных 
(17 сывороток).

Анализ полученных данных показал, что резуль-
таты применения обеих реакций совпали при ис-
следовании сывороток 56 больных (76,7%) и раз-
личались у 17 пациентов (23,3%). У 4-х больных 
(7 сывороток) антитела выявлены в обоих тестах, а 
у 52-х пациентов (57 сывороток) обе реакции были 
отрицательными. У 8 больных, сыворотки которых 
были негативны в РМА, с помощью ИФА выявлены 
IgG. Анализ историй болезни этих больных свиде-
тельствует о высокой вероятности лептоспирозной 
этиологии болезни по крайней мере у 6 из них. Так, 
у больного К. на пятый день болезни выявлены IgG 
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к лептоспирам (К
с 
= 6,1), а на десятый день боль-

ной скончался. При этом патолого-анатомические 
данные подтверждают лептоспирозную инфекцию. 
У больного П., клиническое течение болезни кото-
рого было типично для лептоспирозной инфекции, 
со второй недели от начала заболевания было про-
ведено (в течение 21-го дня) трехкратное иссле-
дование сыворотки крови в РМА, давшее отрица-
тельные результаты. Напротив, применение ИФА 
в этих же сыворотках позволило выявить IgG к 
лептоспирам (К

с 
= 4,2; 4,9; 4,1). Мы полагаем, что 

этот случай стал примером достаточно распростра-
ненного случая, описанного разными авторами, 
когда у больных лептоспирозом людей антитела с 
помощью РМА не выявляются в течение длительно-
го периода болезни [11].

Из 9 больных, в сыворотках крови которых не 
были выявлены IgG к лептоспирам, а в РМА они 
определялись, клиническая картина соответство-
вала лептоспирозной природе болезни только у 
4-х пациентов. У остальных 5 больных клинические 
и лабораторные данные свидетельствовали о дру-
гой этиологии, например о гепатите В. Вероятно, 
выявленные в РМА антитела у этих больных были 
результатом заражения лептоспирами в прошлом, 

поскольку известно, что у инфицированных дан-
ным возбудителем они могут сохраняться несколь-
ко лет [12, 13].

Из 14 больных с диагнозом, установленным 
на основании клинико-эпидемиологических и 
патолого-анатомических данных и подтвержден-
ным одним или двумя используемыми в работе 
серологическими тестами, антитела к лептоспи-
рам с помощью РМА были выявлены у 8 па-
циентов. Применение ИФА для выявления IgG  
к этому возбудителю позволило обнаружить их  
у 10 больных. Оба теста выявляли антитела при-
мерно в одинаковые сроки начиная с середи-
ны второй недели болезни до 2,5  месяца (срок  
наблюдения).

Выводы
1.	 Получены родоспецифические рекомбинантные 

белки лептоспир.
2.	 Установлена достаточно высокая антигенная 

активность и специфичность полученных реком-
бинантных белков лептоспир.

3.	 Обоснована перспективность разработки на ос-
нове рекомбинантных белков лептоспир диа-
гностических препаратов.
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