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Аннотация. В исследовании была оптимизирована колориметрическая 

LAMP с использованием отечественных реагентов. Протокол LAMP с 

колориметрической детекцией результатов амплификации продемонстри-

ровал высокую воспроизводимость и простоту интерпретации, что 

свидетельствует о его перспективности для экспресс-диагностики болезней 

животных и полевых скрининговых исследований. 
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Массовое и неконтролируемое распространение вируса гриппа птиц 

(ВГП) представляет серьезную угрозу для здоровья животных и человека, а 
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также для глобальной экономики. Согласно данным Всемирной организации 

здравоохранения животных, грипп типа А уже выявлен у более чем 70 видов 

млекопитающих, включая американского черного медведя, лису, американ-

скую куницу, европейского хорька, южноамериканскую лисицу, южноамери-

канского морского льва, дальневосточного леопарда, серого тюленя, полоса-

того скунса, дельфина-афалину, морского слона, морскую выдру, виргинского 

опоссума, южноамериканского тюленя, овец, коз, крупный рогатый скот и 

других животных [1]. Вирус остается опасным и для людей, особенно цирку-

лирующий в Европе и России клад 2.3.4.4b. 

В настоящее время широкомасштабное распространение вируса явля-

ется глобальной проблемой для мирового птицеводства, приводя к значи-

тельным экономическим и экологическим потерям. Водоплавающие птицы 

служат естественным резервуаром ВГП. Во время миграций они обменива-

ются различными штаммами вируса с другими видами птиц и переносят его 

на новые территории, что часто приводит к антигенному дрейфу и шифту, 

вызывая новые мутации гриппа типа А [2]. Эта ситуация требует постоянного 

мониторинга в различных регионах для получения актуальных знаний об 

эволюции вируса гриппа птиц и предотвращения новых эпизоотических и 

эпидемических вспышек. 

Эпизоотическая ситуация по ВГП в мире остается напряженной, затра-

гивая новые страны и территории, с большим количеством случаев среди ди-

кой орнитофауны. По данным Всемирной организации здравоохранения жи-

вотных, за первые восемь месяцев 2024 года было зарегистрировано 1129 

случаев гриппа типа А (42% среди диких птиц, 37% среди домашней птицы и 

21% среди животных). В Российской Федерации за этот период Россель-

хознадзор зарегистрировал один случай на территории АО «Птицефабрика 

Островная» в Сахалинской области. 

Одним из ключевых изменений в динамике вспышек за последние годы 

стало их сезонное проявление. Ранее глобальная сезонность начиналась в ок-

тябре с пиком в феврале. Начиная с 2023 года, увеличение числа вспышек по-

прежнему отмечается в октябре, однако пик, который ранее приходился на 

февраль, теперь наблюдается в январе [3]. 

Быстрая диагностика гриппа птиц является важным этапом в контроле 

болезни, позволяя своевременно выявлять заболевание. Как и в случае с мно-

гими другими вирусными заболеваниями, "золотым стандартом" в диагно-

стике гриппа типа А является молекулярно-генетический метод — полиме-

разная цепная реакция (ПЦР) в режиме реального времени. Этот метод отли-

чается высокой чувствительностью и специфичностью, позволяя обнаружить 

вирус на ранних стадиях заболевания. Несмотря на широкое применение 

ПЦР, не во всех регионах имеются лаборатории, оборудованные для проведе-

ния данного вида диагностики. Также остаются определенные проблемы, 

связанные со сложностью и длительностью проведения ПЦР, высокой стои-

мостью оборудования и высокими требованиями к квалификации персонала. 
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В настоящее время ведутся активные поиски решений для внедрения 

экспресс-методов диагностики, которые были бы столь же специфичны, как и 

метод ПЦР, но при этом более просты и удобны в использовании, что позво-

лило бы применять их даже в полевых условиях. Одним из перспективных 

направлений являются изотермические методы амплификации нуклеиновых 

кислот, такие как LAMP-тесты [4]. К их преимуществам можно отнести 

быструю скорость проведения реакции (от 30 до 60 минут), что позволяет 

оперативно получать результаты, а также сопоставимость результатов с дан-

ными ПЦР. Оборудование для проведения LAMP-тестов относительно до-

ступно и недорого. Однако, несмотря на эти достоинства, данный метод диа-

гностики пока не получил такого широкого распространения, как ПЦР, и не 

является официально зарегистрированным диагностическим методом.Тем не 

менее, на рынке уже появляются такие тесты со специализированным обору-

дованием, например: PCRBOT (Биодайв, Россия), предназначенный для экс-

пресс-анализа ПЦР, но данное оборудование не может справиться со скри-

нинговыми исследованиями гриппа типа А в полевых условиях, так как в 

настоящий момент рассчитан для исследования только одной пробы. 

С учетом значимости мониторинговых исследований и перспектив ин-

теграции LAMP в рутинную лабораторную диагностику в полевых условиях, 

была сформулирована цель оптимизации недорогого и эффективного метода 

изотермической колориметрической LAMP с применением отечественных 

реагентов. 

Исследование было проведено в лаборатории «Молекулярная вирусоло-

гия» ФГБНУ ФИЦВиМ. В качестве образцов использовалась плазмида, не-

сущая вставку фрагмента гена M гриппа типа A размером 206 п.о. в серии 10-

кратных разведений (от 10
6
 до 10

0
). 

В качестве красителя использовали pH-зависимый индикатор крезоло-

вый красный с диапазоном изменения pH от 7,2 до 8,8. Уникальность данного 

индикатора заключается в том, что крезоловый красный не ингибирует Bst-

полимеразу в той же степени, что и другие распространенные индикаторы-

красители. Постановку реакции LAMP проводили с использованием колори-

метрического протокола LAMP, разработанного Felipe Navarro Martínez с кол-

легами [5]. 

По данному протоколу использовалась реакционная смесь LAMP со-

стоящая из трех пар праймеров: FIP и BIP (0,8 мкМ), LoopF и LoopB  

(0,4 мкМ), F3 и B3 (0,2 мкМ) [6], буфера, состоящего из dNTPs, (NH4)2SO4, 

MgSO4, KCl и Tween 20 и крезолового красного в качестве индикатора. По-

дробный состав буфера описан в таблице 1. Изотермическая амплификация 

проводилась в термостате "Гном" (ДНК-Технология, Россия) при 60°С в те-

чение 30 минут. Результат реакции оценивался по изменению цвета реакци-

онной смеси (желтый – «положительный», красный – «отрицательный»), что 

определялось невооруженным глазом без использования специального обору-

дования. 
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Таблица 1 
Состав буферной смеси 

Реактивы 
Концентрации сто-

ковых растворов 
2хБуферный р-р Объем на 1мл 

dNTPs  10 мМ 2,8 мМ 280 мкл 

(NH4)2SO4 1 М 20 мМ 20мкл 

MgSO4 1 М 16 мМ 16мкл 

KCl 1 М 100 мМ 100мкл 

Tween 20 100% 0,2 % 2мкл 

Общий объем смеси 418 

 

Так же чувствительность использованных плазмид и сопоставимость 

результатов колориметрической LAMP с индикатором крезоловый красный 

сравнивались с результатами ПЦР. Постановка ПЦР в реальном времени (РВ- 

ПЦР) проводилась с синтезированными плазмидами согласно верифициро-

ванным протоколам, рекомендованным Институтом Фридриха Лѐффлера 

(FLI, Германия) [7]. В соответствии с данным протоколом, использовались 

рекомендованные FLI праймеры и зонд, готовая реакционная смесь для ПЦР 

(5X qPCRmix-HS) и деионизированная вода, не содержащая нуклеаз. Ампли-

фикация проводилась на приборе CFX96 (Bio-Rad, США) с детекцией сигна-

ла в канале FAM. 

Все экспериментальные работы осуществляли в соответствии с Сан-

ПиН 3.3686-21. Исследования проводили в двух отдельных помещениях (зо-

нах) согласно МУ 1.3.2569-09. 

В результате амплификации серии стандартных разведений плазмиды 

методом LAMP с использованием колориметрического буфера наблюдалось 

изменение pH реакции в образцах с разведениями от 10
6
 до 10

2
, в то время 

как в образцах с разведениями от 10
1
 до 10

0
 изменения pH не наблюдалось 

(рисунок 1б) [8]. Постановка аналогичных образцов разведения плазмид ме-

тодом РВ-ПЦР показало успешную амплификацию в образцах с разведения-

ми от 10
6
 до 10

1
 (рис. 1а).  

Эти результаты согласуются с ожидаемым пределом обнаружения при 

сравнении методики на основе РВ-ПЦР с колориметрической методикой на 

основе LAMP. Пределом чувствительности для методики на основе LAMP с 

колориметрической детекцией составил 10
2
 разведение плазмиды, что соот-

ветствует Ct=32 для методики на основе РВ-ПЦР. 

Таким образом, было установлено, что методика на основе LAMP с ко-

лориметрической детекцией обладает достаточной степенью чувствительно-

сти для применения в мониторинговых исследованиях на ВГП.  

Внедрение тест-систем на основе петлевой изотермической амплифи-

кации (LAMP) в рутинную лабораторную практику остается актуальной зада-

чей. Протокол LAMP с колориметрической детекцией результатов амплифи-

кации продемонстрировал высокую воспроизводимость и простоту в интер-

претации результатов, что свидетельствует о возможности его применения 

как экспресс-метода диагностики болезней животных и для первичных поле-

вых скрининговых исследований. 
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a 

Well Fluor Content Cq 

D04 FAM Unkn 18,19 

D05 FAM Unkn 21,28 

D06 FA Unkn 25,24 

D7 F Unn 28,42 

D08 FAM Unkn 3175 

D09 FAM Unkn 37, 

D10 FAM Unkn N/A 

D12 FAM Neg Ctrl N/A 

 

б  

Рисунок 1. Сравнение результатов колориметрической LAMP с результатами  

РВ-ПЦР: а – по протоколу РВ-ПЦР, б – по протоколу LAMP с буфером для колориметри-

ческой детекции. 
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Аннотация. Эксперимент по изучению влияния на организм кроликов отече-

ственного препарата трипсин кристаллический в дозе 0,3 мг/кг живой мас-

сы и разработанного в нашей лаборатории лиофилизата из ткани поджелу-

дочной железы свиней в дозе 3,0 мг/кг живой массы показал, что препараты 

по-разному действуют на организм кроликов, но обладают биологической 

активностью, которую следует в дальнейшем изучать. 

 

Ключевые слова: кролики, трипсин, лиофилизат, давление крови, биохимия 

крови. 

 

Проблема поиска препаратов, альтернативных антибиотикам, сегодня 

чрезвычайно актуальна. Практически до 2006 года, когда Евросоюз отказался 

от использования антибиотиков в животноводстве из-за риска появления 

устойчивых штаммов бактерий в пищевых продуктах животного происхож-

дения, они занимали прочные позиции в качестве добавок в корма [1]. Для 

того чтобы найти эффективную замену кормовым антибиотикам, необходи-


