
25ДЕРМАТОЛОГІЯ ТА ВЕНЕРОЛОГІЯ —№ 3 (61) — 2013

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПОЛУГНЕЗДНОЙ 
ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ 
РЕАКЦИИ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ДНК 
TREPONEMA PALLIDUM  
У БОЛЬНЫХ СИФИЛИСОМ

О.А. Сокол1, А.П. Белозоров1, Е.И. Милютина1, Т.В. Частий1, 
О.А. Демедецкая1, Г.И. Мавров1, С.В. Унучко1, Т.В. Губенко1, 
Г.М. Бондаренко1, Г.А. Дунаева2, Э.Л. Баркалова3, 
И.В. Свистунов3, В.Г. Радионов4, А.В. Шатилов4 

ГУ „Институт дерматологи и венерологии НАМН Украины”1 
Харьковская медицинская академия последипломного образования2 

Донецкий кожно-венерологический диспансер3 
Луганский государственный медицинский университет4

Резюме. Цель роботы - апробация полугнездной тест-системы для выявления ДНК 
Treponema pallidum в клинических образцах. Методом полимеразной цепной реакции 
исследованы 86 клинических образцов крови, плазмы крови, соскобов, спинномозговой 
жидкости, полученные у 65 больных сифилисом. Изучена возможность выявления 
ДНК Тreponema pallidum у больных сифилисом с помощью полугнездной ПЦР с вы-
сокоспецифичными праймерами к участкам гена ДНК-полимеразы I polA. Показа-
но, что разработанный метод характеризуется высокой чувствительностью. ДНК 
Treponema pallidum была выявлена в 66,7% образцов периферической крови, а также 
в 100% образцов соскобов из первичного аффекта при первичном сифилисе и в 50% 
образцов плазмы крови при вторичном сифилисе. 
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ВВЕДЕНИЕ

Полимеразную  цепную  реакцию  (ПЦР) 
начали  применять  для  выявления  ДНК 
Treponema pallidum у больных сифилисом с 
начала 90-х годов прошлого столетия, к на-
стоящему  времени  накоплен  определенный 
опыт  ее использования. Выпускаются  стан-
дартизированные ПЦР-системы для опреде-
ления ДНК Treponema pallidum с детекцией 
продуктов  реакции  по  конечной  точке  или 
в реальном времени. Классический вариант 
ПЦР с детекцией  ампликонов  электрофоре-
зом в геле агарозы позволяет выявить 10-50 
копий ДНК Treponema pallidum  в исследуе-
мом образце [1]; по данным ряда других авто-

ров чувствительность для разных систем мо-
жет быть значительно ниже - от 100 до 1000 
копий ДНК в образце  [2,4]. Вариант ПЦР в 
реальном  времени  характеризуется  более 
высокой  чувствительностью,  метод  Taqman 
может выявлять порядка 10 копий в образце. 
Liu H. и др. [9] увеличили чувствительность 
ПЦР-определения  ДНК  Treponema pallidum 
до 1-2 копий ДНК в образце за счет исполь-
зования меченных флуорохромом праймеров 
с  детекцией  ампликонов  на  флуориметре 
ABI  310  Prism  Genetic  Analyser.  Наиболее 
высокие показатели чувствительности были 
получены  для  обратно-транскрипционной 
ПЦР - 10-3 организмов в образце для иссле-
дования [9], однако эти показатели не удает-
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ся получить при исследовании клинических 
образцов,  по-видимому,  в  связи  с  быстрым 
разрушением РНК.

Одним  из  наиболее  чувствительных  и 
сравнительно  простых  вариантов  ПЦР  яв-
ляется  гнездная  (вложенная)  ПЦР,  которая 
включает  дополнительный  тур  амплифика-
ции  с  внутренними  праймерами,  компле-
ментарными  фрагментам  ампликона,  обра-
зующегося  в  первом  туре.  Использование 
дополнительного  тура  позволяет  стабильно 
получать чувствительность исследования на 
уровне  одиночных  копий  ДНК  в  исследуе-
мом образце.

Литературные  данные  о  применении 
гнездной ПЦР для выявления ДНК Treponema 
pallidum  в  клинических  образцах,  получен-
ных  у  больных  сифилисом  сравнительно 
немногочисленны.  Одна  из  первых  работ  с 
использованием  этого  метода  принадлежит 
Noordhoek G.T. и др., обнаруживших с помо-
щью гнездной ПЦР ДНК Treponema pallidum 
в спинномозговой жидкости у 24% больных 
нейросифилисом  [6]. У некоторых больных 
ДНК  Treponema pallidum  обнаруживали  в 
спинномозговой  жидкости  через  несколько 
лет после терапии антибиотиками.

О  важности  диагностического  приме-
нения  гнездной  ПЦР  свидетельствует  ра-
бота Talha E.  и др.  [7],  обнаруживших ДНК 
Treponema pallidum в 5,7% образцов, получен-
ных у больных серонегативным сифилисом, 
часто наблюдаемом у ВИЧ-инфицированных.

Выявление  ДНК  Treponema pallidum  с 
помощью гнездной и обратно-транскрипци-
онной ПЦР на  представительной  группе  из 
292 больных различными формами сифили-
са было проведено Родионовой Е.Н. и др. [1]. 
Аналитическая  чувствительность  разрабо-
танной методики составила 400 копий ДНК 
Treponema pallidum в мл (1-2 копии в иссле-
дуемом образце).

Приведенные данные литературы свиде-
тельствуют  о  перспективности  применения 
гнездного варианта ПЦР для выявления ДНК 
Treponema pallidum  у  больных  сифилисом. 
Учитывая необходимость оптимизации мно-
гих элементов этого высокочувствительного 
метода в ГУ «Институт дерматологии и ве-

нерологии НАМН» была разработана полу-
гнездная  тест-система  для  выявления  ДНК 
Treponema pallidum в клинических образцах. 
В  тест-системе  использованы  высоко  спец-
ифичные для ДНК Тreponema рallidum прай-
меры к участку гена ДНК-полимеразы I polA, 
предложенные Liu H. и др. [9].

В настоящем сообщении приводятся ре-
зультаты  апробации  разработанной  тест-
системы  на  клиническом  материале,  полу-
ченном  у  больных  различными  формами 
сифилиса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследованы  86  клинических  образцов 
крови, плазмы крови, соскобов, спинномоз-
говой жидкости,  полученные  у  65  больных 
сифилисом до начала этиотропной терапии. 
Из них 4 больных с первичным сифилисом, 
4 – с вторичным сифилисом, 1 – с третичным 
сифилисом, 6 – с ранним скрытым сифили-
сом,  14  –  с  поздним  скрытым  сифилисом, 
33 – с нейросифилисом, 3 – со скрытым си-
филисом  с  неустановленным  сроком  зара-
жения.  Клинические  образцы  исследовали 
сразу или хранили при температуре –20°С до 
исследования.  Выделение  ДНК  Treponema 
рallidum из клинических образцов проводи-
ли гуанидиновым методом [3,10].

Для  амплификации  использова-
ли  2  пары  праймеров  к  фрагменту  гена 
ДНК-полимеразы  I  polA,  предложен-
ные  Liu  H.  и  др.  [9]:  прямой  праймер  F1 
TGCGCGTGTGCGAATGGTGTGGTC 
(1759  –  1783  нп);  обратный  праймер  R1 
CACAGTGCTCAAAAACGCCTGCACG 
(2111  –  2135  нп);  прямой  праймер  F2, 
CGTCTGGTCGATGTGCAAATGAGTG 
(1539  –  1563  нп);  обратный  праймер  R2 
TGCACATGTACACTGAGTTGACTCGG 
(1908 – 1933 нп). Использовались сочетания 
праймеров: F1-R1, F2-R2, F1-R2, F2-R1.

Амплификация проводилась в 25 мкл ре-
акционной  смеси  с  0,5  ед  Taq-полимеразы 
(Сибэнзим). Первый тур амплификации про-
водили  с  использованием  горячего  старта. 
Температурный  режим  амплификации  пер-
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вого тура: начальный этап 95°C 2 мин, 65°C 
40  сек,  72°C  40  сек,  следующие  40  циклов 
при 95°C 25  сек,  65°C 25  сек,  72°C 40  сек, 
заключительная инкубация при 72°C в тече-
ние 4 мин. Температурный режим амплифи-
кации второго тура: начальный этап 95°C 2 
мин, 65°C 40 сек, 72°C 40 сек, следующие 40 
циклов при 95°C 25  сек,  65°C 25  сек,  72°C 
40 сек, заключительная инкубация при 72°C 
в течение 4 мин. Детекция ампликона прово-
дилась электрофорезом в 1,8%-ном геле ага-
розы с бромистым этидием.

В качестве положительного контроля ис-
пользовали ДНК Treponema pallidum штамм 
Никольса.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В методе Liu H. и др. праймеры исполь-
зовались  для  амплификации  двух  частично 
перекрывающихся  фрагментов  гена  ДНК-
полимеразы I polA [9]. В настоящем исследо-
вании  эти же праймеры применили для не-
скольких схем полугнездной амплификации 
(рис. 1), были выделены диагностический и 
контрольные  (верифицирующие)  варианты 
исследования. Последние были необходимы 
для  исключения  ложноположительных  ре-
зультатов, связанных с контаминацией.

В диагностическом исследовании  в  пер-
вом  туре  праймерами  F2-R2  амплифици-
ровали фрагмент ДНК размером 395 нп,  во 
втором  туре  амплификации  использовали 
пару праймеров F1-R2,  при  этом образовы-
вался ампликон размером 175 нп. Несмотря 
на сравнительно небольшие размеры ампли-
кона второго тура амплификации, он был хо-
рошо различим при электрофорезе в агарозе 
(рис. 2). В образцах, содержащих значитель-
ное количество ДНК, можно было видеть два 
ампликона, соответствующие первому и вто-
рому турам амплификации.

Для  контрольного  (верифицирующего) 
варианта  ПЦР  в  первом  туре  использовали 
пару  праймеров  F2-R1  (ампликон  размером 
597  нп),  а  во  втором  туре  праймеры  F1-R1 
(ампликон размером 377 нп).

Использован  еще  один  вариант  полу-
гнездной  ПЦР-системы,  в  первом  туре  ко-
торого  используются  праймеры  F1-R1  (ам-
пликон  размером  377  нп),  во  втором  туре 
используются  праймеры  F1-R2  (ампликон 
размером 175 нп). Однако  этот  вариант  по-
становки часто давал отрицательные резуль-
таты.  Возможно,  это  было  связано  с  тем, 
что  пара  праймеров  F1-R1  характеризуется 
меньшей  эффективностью  амплификации, 
чем праймеры F2-R2 [1,9].

Рисунок 1 – Схема вариантов амплификации фрагмента гена ДНК-полимеразы I polA. 
1 – диагностический вариант, праймеры первого тура F2-R2, второго тура – F1-R2. 2 – 

альтернативный вариант ПЦР, праймеры первого тура F1-R1, второго тура – F1-R2. 3 – 
верифицирующий вариант, праймеры первого тура F2-R1, второго тура – F1-R1.
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На  рисунке  2  приводится  пример  элек-
трофореграммы  диагностической  ПЦР  с 

использованием  системы  праймеров  F2-R2  
и F1-R2.

  1     2     3     4     5     6     7     8    

Рисунок 2 – Электрофореграмма продуктов амплификации участка гена ДНК-полимеразы 
I polA T.pallidum в образцах спинномозговой жидкости больных нейросифилисом.

Примечание: трек 1 - отрицательный контроль; трек 2 - отрицательный образец спин-
номозговой жидкости; трек 3 - отрицательный образец спинномозговой жидкости; трек 
4 – положительный образец спинномозговой жидкости; трек 5 – положительный образец 
спинномозговой жидкости; трек 6 - отрицательный образец спинномозговой жидкости; 
трек 7 – положительный контрольный образец (штамм Никольса); трек 8 - положитель-
ный контрольный образец (штамм Никольса).

Результаты применения разработанного метода приведены в таблице 1.
Таблица 1

Результаты полимеразной цепной реакции  
в зависимости от стадии сифилиса и типа клинического образца

Стадия сифилиса

Количество клинических образцов, положительных по polA,  
по отношению к общему количеству полученных образцов

кровь плазма соскобы спинномозговая 
жидкость

Первичный 
сифилис 2/3 (66,7%) 0/2 (0%) 2/2 (100%) -

Вторичный 
сифилис 1/3 (33,3%) 1/2 (50,0%) - -

Ранний скрытый 
сифилис 0/1 (0%) 1/6 (16,7%) - 1/2 (50,0%)

Поздний скрытый 
сифилис 0/1 (0%) 1/12 (8,3%) - 1/5 (20,0%)

Третичный 
сифилис - 0/1 (0%) - -

Нейросифилис 0/4 (0%) 2/5 (40,0%) - 5/31 (16,1%)
Скрытый 
сифилис с 
неустановленным 
сроком заражения

1/3 (33,3%) - - 0/3 (0%)

В общем 4/15 (26,7%) 5/28 (17,9%) 2/2 (100%) 7/41 (17,1%)

Несмотря  на  сравнительно  небольшое 
количество  обследованных  больных  в  от-
дельных  группах  полученные  результаты 

позволяют  дать  предварительную  оценку 
разработанного метода.
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В  целом  ДНК  Treponema рallidum  была 
обнаружена в 18 из 86, или в 20,9% образцов. 
Чаще всего положительные результаты отме-
чались при первичном сифилисе,  составляя 
66,7% для периферической крови и 100% для 
соскобов  из  первичного  аффекта.  При  вто-
ричном  сифилисе  количество  положитель-
ных  результатов  ДНК  Treponema рallidum 
составило 33,3% для периферической крови 
и 50% для плазмы крови. У больных ранним 
скрытым сифилисом положительные резуль-
таты были получены в 16,7% образцах плаз-
мы крови и в 50% образцов спинномозговой 
жидкости.  При  позднем  скрытом  сифилисе 
ДНК  Treponema рallidum  была  обнаруже-
на в 8,3% образцов плазмы и 20% образцов 
спинномозговой жидкости. При нейросифи-
лисе  количество  положительных  образцов 
плазмы  крови  составляло  40%,  количество 
положительных  образцов  спинномозговой 
жидкости  -  16%.  При  скрытом  сифилисе  з 
неустановленным сроком заражения количе-
ство  положительных  образцов  перифериче-
ской крови составляет 33,3%.

Полученные  в  настоящем  исследовании 
показатели, в основном, совпадают с данны-
ми литературы,  отражая  общую  тенденцию 

к снижению вероятности обнаружения ДНК 
Treponema pallidum в клинических образцах 
с  увеличением  длительности  заболевания. 
При  некоторых  формах  сифилиса  частота 
определения ДНК была несколько ниже, чем 
сообщают в литературе. Родионова Е.Н и др. 
выявляли  ДНК  Treponema pallidum  у  70% 
больных  вторичным  сифилисом  и  16,3  % 
больных скрытым сифилисом [1]. Особенно 
высокие  показатели  были  получены  Саstro 
R. и др. [8], обнаружившими ДНК Treponema 
pallidum у 71% больных при вторичном и в 
34% случаев при латентном сифилисе, одна-
ко  эти данные не  были пока подтверждены 
другими исследователями.

ВЫВОДЫ

Полученные  нами  результаты позволяют 
считать,  что  разработанный  метод  характе-
ризуется  высокой  чувствительностью  и  по-
зволяет определять ДНК Treponema pallidum 
в крови и спинномозговой жидкости у доста-
точно  большого  числа  больных,  однако  для 
его более полной характеристики необходимо 
исследование более представительных групп 
больных различными формами сифилиса.
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Резюме. Мета роботи - апробація 
полугніздної тест-системи для вияв-
лення ДНК Treponema pallidum в клі-
нічних зразках. Методом полімераз-
ної ланцюгової реакції досліджені 86 
клінічних зразків крови, плазми крови, 
зішкрябів, спинномозкової рідини, які 
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Abstract. The aim of this study was 
to investigate the possibility of using 
nested- polymerase chain reaction for 
detection of Treponema pallidum in pa-
tients with syphilis. The new nested-PCR 
test system for detection of Trepone-
ma pallidum in clinical samples was 
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були отримані від 65 хворих на сифіліс. 
Вивчено можливість виявлення ДНК 
Тreponema pallidum у хворих на сифі-
ліс за допомогою полугніздної ПЛР з 
високо специфічними праймерами до 
ділянок гена ДНК-полімерази I polA. 
Показано, що розроблений метод ха-
рактеризується високою чутливістю. 
ДНК Treponema pallidum була виявле-
на в 66,7% зразків периферичної кро-
ві, а також в 100% зразків зішкрябів 
з первинного афекту при первинному 
сифілісі та в 50% зразків плазми крові 
при вторинному сифілісі.

Ключові слова: полімеразна ланцюгова ре-
акція, Treponema pallidum, кров, спинномоз-
кова рідина

developed. 86 clinical samples of blood, 
blood plasma, swabs, cerebrospinal fluid 
obtained from 65 patients with syphilis 
were studied of using PCR. PCR primers 
were used based on unique regions of the 
DNA polymerase I gene polA. The de-
veloped method is highly sensitive. DNA 
of Treponema pallidum was detected in 
primary syphilis in 66,7% of peripheral 
blood samples and 100% of the samples 
of scrapings from the primary lesions, 
and in 50% of specimens obtained from 
patients with secondary syphilis.

Key words: polymerase chain reaction, 
Treponema pallidum, blood, cerebrospinal fluid


