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Аннотация. Метод полимеразной цепной реакции широко применяется в изучении различных аспек-
тов лейшманиозов. Для диагностики заболевания, скрининговых исследований и идентификации 
возбудителя возможно использовать различные биологические материалы. Видовая идентификация 
лейшманий важна не только для выбора препаратов для лечения, но и для эпидемиологических ис-
следований, чтобы определить меры профилактики.
Annotation. The method of polymerase chain reaction is widely used in studying of various aspects of leishmani-
asis. For the diagnosis of disease, screening research and identifi cation of the causative agent a variety of biologi-
cal materials may be used. The species identifi cation of Leishmania is important not only for a choice of drugs 
for the treatment of disease, but for epidemiological studies, for identifi cation of diff erent ways of preventing it.
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Лейшманиозы — трансмиссивные паразитарные 
болезни человека и животных, вызываемые про-
стейшими рода Leishmania, которые передаются 
кровососущими двукрылыми насекомыми — мо-
скитами рода Phlebotomus в Старом Свете и моски-
тами рода Lutzomyia в Новом Свете. Лейшманиозы 
широко распространены в тропическом, субтропи-
ческом и частично в умеренном поясах всех конти-
нентов, за исключением Австралии. 

Риску заражения ежегодно подвергается около 
350 млн человек. Лейшманиозы зарегистрированы 
в 88 странах, регулярные сообщения о случаях за-
болевания людей лейшманиозами поступают из 33 
стран. Потенциально опасной по лейшманиозам 
территорией России является Северный Кавказ. В 

настоящее время в России регистрируются только 
завозные случаи.

Лейшмании вызывают широкий спектр болез-
ней, которые определяются видом паразита и ста-
тусом организма хозяина. Признаки лейшманиозов 
могут быть переменчивы, поэтому обнаружение и 
видовое определение паразита крайне важны для 
выбора лечения и для эпидемиологических иссле-
дований, чтобы определить меры профилактики, а 
также для установления сроков исчезновения пара-
зитов при лечении [21]. Все виды Leishmania, пато-
генные для человека, морфологически практически 
не различимы и идентификация традиционным 
прямым обнаружением паразитов при микроско-
пировании или культивировании невозможна. Ча-
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сто виды Leishmania идентифицируют на основании 
их географического распределения и клинических 
проявлений болезни. Однако географическое про-
исхождение — неадекватный критерий в неэнде-
мичных областях, так же как в эндемичных обла-
стях, где циркулирует несколько видов Leishmania. 
Идентификация видов, основанная только на кли-
нических симптомах, может быть проблематичной, 
так как несколько видов вызывают и кожную и кож-
но-слизистую болезнь (L. braziliensis, L. aethiopica), 
в то время как другие вызывают и висцеральную, и 
кожную болезнь (например, L. donovani комплекс), 
а также могут иметь сходные клинические проявле-
ния с другими заболеваниями.

Метод ПЦР применим для прямой диагностики 
и идентификации паразита различных клинических 
проявлений лейшманиоза. С 1989 г. опубликовано 
более 400 статей, посвященных диагностике лейш-
маниозов, в которых описаны протоколы исследо-
ваний, строение генома лейшманий, результаты 
обследований [28]. 

Несмотря на многообещающие достоинства, 
применение ПЦР лимитирована укомплектованно-
стью лаборатории, требуется специализированное 
оборудование на всех этапах — выделения ДНК, 
амплификации и обнаружения продукта реакции.

ПЦР диагностика может быть низкотехнологич-
ной (минимум оборудования), средней (обычная 
ПЦР лаборатория — с большим набором лабора-
торного оборудования) и высокотехнологичной 
(ПЦР в реальном времени — продукты ПЦР ана-
лизируются во время их амплификации в закрытых 
пробирках, исключая контаминацию). Высокотех-
нологичные методики требуют одной единственной 
установки. Преимущество ПЦР «в реальном време-
ни» — это быстрота и высокая пропускная способ-
ность, но такое оборудование сравнительно дорого 
и рабочие затраты остаются высокими [10].

Первоначально система видоидентификации с 
помощью ПЦР разрабатывалась на основе выяв-
ления видоспецифичной ДНК с праймерами, ком-
плементарными этой ДНК, что предполагало пред-
варительное клонирование и секвенирование ДНК. 
У разных праймеров разная специфичность, так как 
каждая пара праймеров направлена на разные по-
следовательности, которых от 200–300 до 104 копий 
на клетку [21]. В очагах удобно собрать клинические 
образцы (красный костный мозг, лимфатические 
узлы, кровь и кожные соскобы на предметных сте-
клах, фильтровальной бумаге), они хорошо сохра-
няются и могут быть доставлены в диагностическую 
лабораторию [9, 33, 34]. 

Идентификация возбудителей лейшманиозов 
становится все более актуальной в связи с новы-
ми аспектами их эпидемиологии и изменениями 
в паразитарных системах в результате антропоген-
ной трансформации естественных биоценозов [2]. 

Развитие метода ПЦР идентификации привело к 
использованию универсальных праймеров, позво-
ляющих без знания ДНК-последовательности ам-
плифицировать повторяющиеся видоспецифичные 
последовательности ДНК [29]. Каждый вид лейш-
маний — L. major, L. gerbilli, L. turanica — харак-
теризуется своим, качественно различным ПЦР-
паттерном [1]. 

В настоящее время изоэнзимный анализ — «зо-
лотой стандарт» для дифференцирования видов 
Leishmania. Однако эта техника сложна, трудоемка, 
требует предшествующего культивирования в про-
бирке, и только некоторые лаборатории мира могут 
выполнить этот анализ. Широко используется си-
стема Монпелье (MON), которая основана на ана-
лизе 15 ферментов [31]. Система Лондонской школы 
гигиены и тропической медицины (LON) основа-
на на анализе электрофоретической подвижности 
13 ферментов [20]. Альтернативно используют ме-
тод мультилокусного микросателитного типирова-
ния [16]. Используя панель из 14 микросателлитных 
маркеров, был проанализирован 141 штамм L. in-
fantum из Испании, Португалии и Греции, из них 
107 штаммов были определены как MON-1 [19]. 
В 2009 г. идентифицировали возбудителя от боль-
ных ВЛ из Узбекистана и Таджикистана как само-
стоятельный кластер MON-1 [5]. Восемь штаммов 
лейшманий, выделенных от собак в Узбекистане, 
были идентичны идентифицированным от людей в 
изучаемой области [18].

Непосредственно из клинических образцов воз-
можно изолировать ДНК и идентифицировать, а 
также обнаружить популяционные отличия [12]. 
Положение на генетическом дереве 21 штамма 
L. donovani показало корреляцию между генотипами 
и географическим происхождением штаммов [34].

Метод ПЦР-RFLP внутренней транскрибируе-
мой области (ITS) может обнаружить штаммовые 
специфичные вариации. У разных видов лейшма-
ний наблюдаются различные уровни генетических 
вариаций (L. tropica > L. aethiopica > L. major > 
L. donovani) [37]. Лейшманий стремительно эволю-
ционировали в ITS рибосомальных оперонах, кото-
рые разделялись генами, кодирующими ssu (малую 
субъединицу) рРНК и 5.8S рРНК (ITS1), 5.8S РНК 
и lsu (большую субъединицу) рРНК (ITS2). Размер 
полиморфных амплифицируемых ITS областей был 
определен у нескольких видов лейшманий. Наи-
больший продукт ≈ 1150 п.н. обнаружен у L. major, 
в то время как у комплексов L. braziliens и L. mexi-
cana наименьший ≈ 960 п.н. [23]. Последующий ре-
стрикционный анализ амплифицируемых областей 
позволяет идентифицировать даже неизвестный 
изолят на уровне вида, обнаружить межвидовые 
различия. Таким способом обнаружили различия в 
ITS1 у 64 изолятов L.donovani из эндемичных очагов 
Судана [12]. Идентифицировали 29 штаммов «ком-
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плекса L. tropica» из различных географических об-
ластей Старого Света [36]. 

Идентифицировали все виды Leishmania ре-
стрикцией (с энзимом Hae III) продуктов амплифи-
кации ITS1, используя клинические образцы, а так-
же коллекционные неокрашенные и окрашенные 
по Романовкому–Гимзе мазки [9, 33, 34, 35]. После 
этих публикаций провели подобные исследования с 
рядом модификаций [12]. 

В сложных, нетипичных случаях диагноз можно 
поставить только по данным ПЦР [8, 24]. ПЦР по-
казала хорошие результаты диагностики лейшма-
ниозов и у ВИЧ+-пациентов [13].

Применение ПЦР эффективно для выделенной 
ДНК из гистологических и постоянных препаратов 
на предметном стекле. Достоверность анализов не 
изменялась даже после нескольких лет коллекцио-
нирования, что имеет большое значение для ретро-
спективного изучения статистически значимых об-
разцов [4].

Метод ПЦР показал хорошие результаты при срав-
нении разных методов диагностики: чувствительность 
микроскопии — от 55 до 90%; культурального мето-
да — от 55 до 76%, серологических методов — от 63 до 
85%, специфичность — 82,5–100%; чувствительность 
ПЦР — от 85,2 до 98,5%, специфичность — 100% [6, 
11, 22, 26]. Разная чувствительность ПЦР объясняется 
несколькими факторами: применением разных прай-
меров, разными способами выделения ДНК (приме-
нение разнообразных коммерческих наборов разных 
производителей), материалом исследования. 

Сбор периферической крови менее травматичен, 
чем получение пунктата костного мозга, селезенки 
или лимфатического узла, но паразитемия в таком 
образце ниже, и кровь может содержать ингибито-
ры ПЦР [29]. Кровь, собранная из пальца, может 
использоваться для скрининговых исследований 
людей [23]. В Узбекистане подобное скрининговое 
исследование показало высокий процент (43,6%) 
ПЦР-положительных детей без клинических сим-
птомов ВЛ [3].

Предел обнаружения ДНК L. infantum составля-
ет 200 пг на реакцию. В образцах крови возможно 
обнаружить минимум 0,5 паразитов на реакцию 
[12]. В лаборатории ИМП и ТМ им. Е.И. Марци-
новского адаптирован режим реакции, позволя-
ющий обнаружить ДНК одной клетки паразита в 
препарате [3].

В отношении бессимптомного лейшманиоза со-
бак ПЦР является также перспективным методом 
[14]. При диагностике ВЛ у собак наблюдалась раз-
ная чувствительность образцов, собранных от одно-
го животного [32]. Для скрининговых исследований 
собак более показательна ПЦР с пунктатом лимфа-
тических узлов, чем с периферической кровью [27]. 

У собак ПЦР конъюктивальной жидкости глаз 
показывает хорошую чувствительность (92%) и 

специфичность (100%) в обнаружении ВЛ. Эти 
образцы легко собрать [26]. Паразиты могут до-
стигнуть глаз только с кровеносным током — уди-
вительно то, что только 17% образцов сыворотки 
крови в то же самое время были положительны 
[30]. 

Уровни зараженности москитов лейшманиями 
в очагах ВЛ очень низки (0,01–1%) даже в энде-
мичных областях. Методом ПЦР в москитах были 
идентифицированы следующие ДНК Leishmania: 
L. major в P. papatasi [25], L. infantum в P. major [7], 
Ph. perfi liewi и Ph. syriacus [15] и L. donovani в P. argen-
tipes в Старом Свете; L. mexicana в Lu. ayacuchensis и 
Lu. ovallesi, L. amazonensis в Lu. longipalpis, L. infantum 
chagasi в Lu. longipalpis и Lu. almerioi, L. peruviana в 
Lu. peruensis, L. (V). naiffi   в Lu. tortura и L. (V). bra-
ziliensis в Lu. ovallesi, Lu. gomezi и Lu. neivai в Новом 
Свете [17]. 

Дальнейшее развитие ПЦР должно быть направ-
лено на упрощение в использовании и повышении 
рентабельности, особенно в отдаленных бедных 
районах, где лейшманиоз является эндемичным 
[28]. Главная проблема — стандартизация и опти-
мизация реакции [11]. Рекомендовано использовать 
контроль выделения, стандартный положительный 
контроль, внутренние лабораторные контроли, ду-
блирование реакций и участие в программе внеш-
него контроля качества [28].

Наиболее перспективными направлениями в 
изучении лейшманиозов методом ПЦР являются 
следующие: совершенствование диагностики за-
болевания, определение видовой принадлежности 
возбудителей, особенности эпидемиологии и эпи-
зоотологии очагов, выявление возбудителей лейш-
маниозов в организме переносчиков — москитов, 
выявление механизмов устойчивости к лекарствен-
ным препаратам, разработка новых менее токсич-
ных лекарственных препаратов для лечения и, воз-
можно, химиопрофилактики. 
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