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На примере клинического штамма R. sibirica «Баево 105/87» оценена возможность количественного определения риккет-
сий в клинических образцах от больных сибирским клещевым тифом методом полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ). Культивирование осуществляли в желточных мешках развивающихся куриных эмбрионов 
(РКЭ), из которых забирали кусочек желточного мешка или хориона. Исследовано 125 образцов. Для ПЦР-РВ использо-
ван набор реагентов «РеалБест ДНК Rickettsia species (комплект 1)». Полученные значения порогового цикла амплифи-
кации (Ct) сравнивали с результатами микроскопии препаратов мазков, окрашенных по методу Здродовского, значения 
которых разбивали на ранги: I ранг – единичные риккетсии в отдельных полях зрения, II ранг – единичные риккетсии в 
каждом поле зрения, III ранг – от 10 до 25 риккетсий в каждом поле зрения, IV ранг – от 25 до 50 риккетсий в каждом 
поле зрения. Медианное значение Ct для I ранга составило 17,6 (16,37; 18,58), для II – 16,0 (15,0; 16,41), для III – 15,0 (14,0; 
15,1), для IV – 15,0 (13,7; 14,64). Установлена значимая средней силы корреляционная связь между количеством риккет-
сий в препарате при микроскопии и значением порогового цикла в ПЦР РВ (r=-0, 4849542; p=9.968e-09). При построении 
ординальной логической регрессии получена модель с помощью, которой по значениям Ct можно определить количество 
риккетсий в образце. Представляло интерес обнаружение риккетсий в кровеносных сосудах хориона (РКЭ). В 10-ти об-
разцах для исследования забрали желточный мешок и хорион, и параллельно исследовали методом ПЦР-РВ. Применение 
современных более чувствительных молекулярно-биологических методов позволяет осуществлять количественный ана-
лиз ДНК в хорионе, при этом сохраняя объёмы наиболее ценного материала – желточного мешка.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  клещевые риккетсиозы; риккетсии; полимеразная цепная реакция в режиме реального времени.
Для цитирования: Штрек С.В., Блох А.И., Самойленко И.Е., Санников А.В., Боброва О.А., Шпынов С.Н., Рудаков Н.В. 

Валидация ПЦР в режиме реального времени для оценки количества риккетсий в исследуемом биологическом материале. 
Клиническая лабораторная диагностика. 2022; 67 (11): 668-671. DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-11-668-671
Для корреспонденции: Штрек Сергей Владимирович, канд. мед. наук, зав. лаб. зоонозных инфекций отдела ПОБЗ 
«Омский НИИ природно-очаговых инфекций»; e-mail: studi1990@mail.ru
Финансирование. Исследование выполнено в рамках отраслевой программы Роспотребнадзора.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила 29.08.2022
Принята к печати 27.09.2022
Опубликовано 14.11.2022

Shtrek S.V.1,2, Blokh A.I.1,2, Samoylenko I.E.1, Sannikov A.V.1,2, Bobrova O.A.1, Shpynov S.N.1,2, Rudakov N.V.1,2 
REAL-TIME PCR VALIDATION TO ESTIMATE THE NUMBER OF RICKETTSIAS IN THE BIOLOGICAL 
MATERIAL UNDER STUDY
1Omsk Research Institute of Natural Focal Infections, 644080, Omsk. Russia; 
2Omsk State Medical University, 644099, Omsk, Russia
Using the example of the clinical strain of R. sibirica «Bayevo 105/87», the possibility of quantitative determination of rickettsias 
in clinical samples from patients with Siberian tick-borne typhus by real-time polymerase chain reaction (PCR-RT) was evaluated. 
Cultivation was carried out in the yolk sacs of developing chicken embryos, from which a piece of the yolk sac or chorion was 
taken. A total of 125 samples were examined. A set of reagents “RealBest DNA Rickettsia species (kit1)” was used for PCR-RT. 
The obtained values of the threshold amplification cycle (Ct) were compared with the results of microscopy of smear preparations 
stained by the Zdrodovsky method, the values of which were divided into ranks: the I rank – single rickettsias in individual fields 
of vision, the II rank – single rickettsias in each field of vision, the III rank – from 10 to 25 rickettsias in each field of vision, the 
IV rank – from 25 to 50 rickettsias in each field of view. The median Ct value for rank I was 17.6 (16.37; 18.58), for the II – 16.0 
(15.0; 16.41), for the III – 15.0 (14.0; 15.1) and for the IV – 15.0 (13.7; 14.64). A significant average correlation was established 
between the number of rickettsias in the preparation under microscopy and the value of the threshold cycle in PCR RT (r=-0, 
4849542; p=9.968e-09). When determining the correlation between the pathomorphological characteristic and the value of the 
threshold cycle, its absence was established. The detection of rickettsias in the blood vessels of the chorion of developing chicken 
embryos was of interest. In 10 samples, the yolk sac and chorion were taken for the study, and in parallel they were examined by 
PCR-RT. The use of modern, more sensitive molecular biological methods allows for quantitative analysis of DNA in the chorion, 
while preserving the volumes of the most valuable material – the yolk sac.
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Введение. По уровню заболеваемости клещевые рик-
кетсиозы (КР) входят в тройку наиболее распространён-
ных трансмиссивных клещевых инфекций на территории 
Российской Федерации [1-5]. Система эпидемиологиче-
ского надзора за КР включает информационный поток 
о популяции инфекционного агента. Для изучения его 
видового и генотипического разнообразия необходимо 
изолировать штаммы риккетсий, циркулирующих на раз-
личных очаговых территориях [4]. Существуют три био-
логические модели для выделения и культивирования 
штаммов риккетсий от больных КР и иксодовых клещей: 
лабораторные животные (преимущественно морские 
свинки, самцы), линии чувствительных культур клеток, 
РКЭ [3-7]. В процессе культивирования важную роль 
играет количественный контроль накопления риккетсий 
в биологических материалах (подсчёт риккетсий в образ-
це). Общеприняты методы микроскопии препаратов маз-
ков риккетсий, не позволяющие, однако, дифференциро-
вать вид риккетсий [8, 9]. В данных методах присутствует 
субъективный характер, во многом зависящий от опыта 
исследователя. Имеются молекулярно-биологические ме-
тоды, позволяющие определять наличие ДНК риккетсий 
в исследуемом биологическом материале [5, 10, 11]. По-
лимеразная цепная реакция с детекцией в электрофоре-
тическом геле – качественная реакция, не позволяющая 
оценить количество копий ДНК. В РФ зарегистрирован 
наборы реагентов ПЦР-РВ для молекулярно-биологи-
ческой диагностики КР: для детекции ДНК Rickettsia 
species – «РеалБест ДНК Rickettsia species (комплект 1)» 
и для детекции ДНК R. sibirica/ R.  heilongjiangensis –  
«РеалБест ДНК Rickettsia sibirica/Rickettsia heilongjiangen-
sis (комплект 1)» (АО «Вектор-Бест», Новосибирск). Набо-
ры успешно апробированы для лабораторной диагностики 
КР [12-15]. Имеются отдельные публикации о применении 
указанных наборов для мониторинга природных очагов 
КР, которые не содержат анализа эффективности примене-
ния данных наборов для количественной оценки риккет-
сий в исследуемом биологическом материале.

Цель исследования: оценить возможность количе-
ственного определения риккетсий в клинических образцах 
от больных сибирским клещевым тифом методом ПЦР-
РВ, используя в качестве модели биологический материал, 
полученный из желточных мешков и хориона РКЭ.

Материал и методы. Использован лиофильно вы-
сушенный клинически значимый штамм R. sibirica «Ба-
ево 105/87», выделенный в 1987 г., и используемый для 
получения диагностических препаратов для выявления 

антител к R. sibirica у больных сибирским клещевым 
тифом людей. Культивирование осуществляли в желточ-
ных мешках 5-6-ти дневных РКЭ, которые вскрывали на 
5-7 день после заражения, забирали кусочек желточного 
мешка или хориона, содержащего кровеносный сосуд для 
экстракции ДНК. Исследовано 125 образцов (6-7 пассаж).

Полимеразная цепная реакция в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ). Использован набор реагентов для 
выявления ДНК Rickettsia spp. «РеалБест ДНК Rickettsia 
species (комплект 1)» (Кат. № D-5391). Результаты ПЦР-
РВ представлены в виде значений порогового цикла 
амплификации (Ct), в образцах, где рост сигнала отсут-
ствовал, пороговое значение цикла приняли за 40.

Для исключения контаминации проверена стериль-
ность образцов. Отсутствие контаминации контролиро-
вали путём высева в сахарный бульон, который инкуби-
ровали в термостате при 37о С. Проводился ежедневный 
мониторинг роста с окончательным учётом результатов 
через 96 часов. Во всех образцах отмечено отсутствие 
роста посторонней микрофлоры.

Микроскопия препаратов мазков, окрашенных по 
методу Здродовского. Заражённые РКЭ вскрывали и го-
товили препарат-мазок из стенки желточного мешка на 
обезжиренных предметных стёклах. В полях зрения пре-
парата подсчитывали количество риккетсий, значения ко-
торых разбивали на ранги, где I ранг соответствовал еди-
ничным риккетсиям в отдельных полях зрения (табл. 1).

Описание патоморфологической характеристики 
желточного мешка РКЭ. При воспроизведении рик-
кетсиозной инфекции на РКЭ, для желточных мешков 
характерны следующие патоморфологические призна-
ки: средний или небольшой размер, выраженный сосу-
дистый рисунок.

Для описания полученных данных применены стан-
дартные приёмы описательной статистики по схеме Me 
(Q1; Q3), 

где: Me – медиана вариационного ряда, Q1 и Q3 – 
нижний и верхний квартили вариационного ряда соот-
ветственно. 

Проведена оценка корреляционных связей методом 
Пирсона. Построена ординальная логическая регрессия, 
обратная логит-трансформация выполнена по стандарт-
ной формуле:

              logit(Y)
P(Y) = ––––––––– .
            1−logit(Y)
Обработка данных выполнялась в программе R.4.0.3.
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Т а б л и ц а  1
Распределение по рангам в зависимости от количества  

риккетсий в препаратах мазках окрашенных по Здродовскому

Ранг Количество риккетсий  
в препарате

Количество исследованных 
желточных мешков

I Единичные риккетсии  
в отдельных полях зрения

16

II Единичные риккетсии  
в каждом поле зрения

57

III От 10 до 25 риккетсий  
в каждом поле зрения

42

IV От 25 до 50 риккетсий  
в каждом поле зрения

10

Распределение значений порогового цикла в группах, содержащих различное количество риккетсий по данным микроскопии.

Результаты. При определении корреляционной свя-
зи между патоморфологической характеристикой и зна-
чением порогового цикла, установлено её отсутствие. В 
83% желточные мешки имели малый размер. Распределе-
ние по характеру рисунка стенки желточного мешка сле-
дующее: в 49% – умеренно выраженный сосудистый ри-
сунок, в 28% – слабовыраженный, в 23% – выраженный.

Представлял интерес обнаружение риккетсий в кро-
веносных сосудах хориона РКЭ. В 10-ти образцах для 
исследования забрали желточный мешок и хорион, и 
параллельно исследовали методом ПЦР-РВ. Медиана 
порогового цикла при исследовании желточного меш-
ка – 16,85 (15,43; 18,48), хориона – 18,50 (17,00; 19,48).  
В одном из образцов желточного мешка выявлен отрица-
тельный результат (при расчёте медианы не учитывался), 
при исследовании хориона результат положительный (Ct 
18,50). Проблема может быть связана с взятием матери-
ала, так как не всегда удаётся точно взять ту часть жел-
точного мешка, в которой находится кровеносный сосуд.

Характеристика распределений всех значений порого-
вого цикла в различных группах отображена в диаграмме 
размаха (см. рисунок). Медианное значение Ct в первой 
группе с единичными риккетсиями в отдельных полях 

зрения, составило 17,6 (16,37; 18,58). Медианное значе-
ние Ct в группе с единичными риккетсиями в каждом по-
ле зрения, составило 16,0 (15,0; 16,41). Медианное зна-
чение Ct в группе, где в каждом поле зрения от 10-ти до 
25-ти риккетсий, составило 15,0 (14,0; 15,1). Медианное 
значение Ct в группе, где в каждом поле зрения от 25-ти 
до 50-ти риккетсий, составило 15,0 (13,7; 14,64).

Установлена значимая средней силы корреляционная 
связь между количеством риккетсий в препарате при 
микроскопии и значением порогового цикла в ПЦР РВ 
(r=-0, 4849542; p=9.968e-09).

При построении ординальной логической регрессии 
получена следующая модель:

{ logit(P(Y≤1))=−10.3202+0.4963Ct;
logit(P(Y≤2))=−7.5193+0.4963Ct;
logit(P(Y≤3))=−5.1413+0.4963Ct.

Фактические результаты сопоставлены с результа-
тами, полученными при использовании полученной моде-
ли (табл. 2). Из 125 образцов, совпало 65: в I ранге совпало 
4 образца, во II – 38 образцов, в III – 23 образца, в IV ранге 
нет совпадений, что обусловлено малыми различиями по 
Ct между III и IV рангами. Точность полученной моде-
ли составляет 52,0%. Аналогичным образом рассчитаны 
верхние и нижние значения Ct для предполагаемых рангов.

Выводы:
1. Отсутствует корреляционная связь между патомор-

фологической характеристикой заражённого желточно-
го мешка и значением порогового цикла. Концентрация 
риккетсий в образце не влияют на размер и сосудистый 
рисунок желточного мешка.

2. Применение современных более чувствительных 
молекулярно-биологических методов позволяет осу-
ществлять количественный анализ ДНК в хорионе, при 
этом сохраняя объёмы наиболее ценного материала – 
желточного мешка. Уменьшение количества манипуля-
ций с материалом снижает риск контаминации.
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3. Доказана значимая средней силы корреляционная 
связь между значением порогового цикла амплифика-
ции в ПЦР-РВ и количеством риккетсий в препаратах-
мазках, окрашенных по методу Здродовского. С исполь-
зованием полученной модели для подсчёта бактерий в 
образце по значениям Ct, определены границы рангов.

4. Разработанный подход позволяет проводить коли-
чественную оценку риккетсий в клинических образцах 
от больных сибирским клещевым тифом с использова-
нием тест-системы «РеалБест ДНК Rickettsia species». 
Использование комплекса методов, основанных на мо-
лекулярной индикации и микроскопии перспективно 
для совершенствования методики изоляции от больных 
КР и иксодовых клещей и культивирования штаммов 
риккетсий на различных биологических моделях.
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Т а б л и ц а  2
Сопоставление фактического ранга образцов с предсказанным 
рангом, рассчитанным при использовании полученной модели, 

интервалы значений Ct для каждого ранга

Предсказанный ранг

Фактиче-
ский ранг

1 2 3 4

1  4* 11 1 0

2 2 38* 17 0

3 0 19 23* 0

4 0 5 5 0

Интервалы  
значений Ct

>20.54 15.00-20.53 10.78-14.99 <10.77

Примечание . * – Количество результатов, совпавших при факти-
ческом исследовании и рассчитанные при использовании получен-
ной модели.


