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Сохранение высокого уровня заболеваемости лепрой в ряде государств мира, а также активизация трансграничных 
миграционных потоков повышают актуальность эффективной диагностики данного заболевания и в странах со спо-
радической заболеваемостью лепрой, к которым относится Российская Федерация. Цель исследования – разработка 
высокочувствительного ПЦР-теста для обнаружения генетического материала Mycobacterium leprae и сравнение его 
эффективности с коммерчески доступной тест-системой «Leprosy genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Великобри-
тания). Предложенный подход заключался в амплификации участка некодирующего повторяющегося элемента генома 
M. leprae – RLEP. С использованием референсных образцов ДНК патогенных и условно-патогенных микобактерий по-
казана высокая специфичность проводимого анализа, а его сравнение с ПЦР, ориентированной на обнаружение одно-
копийных генов M. leprae (rrs, fbp, MntH), продемонстрировало уменьшение порога детекции, выражаемого количеством 
циклов амплификации, на котором кривая накопления флуоресцентного сигнала превышала базовый уровень. Использо-
вание коммерчески доступной тест-системы, основанной на обнаружении однокопийного гена rpoB, обеспечивало 59,4% 
чувствительность детекции M. leprae в клиническом материале, в то время как применение разработанного подхода 
повышало этот показатель до 96,8%. Разработанная тест-система для ПЦР-диагностики лепры представлена на го-
сударственную регистрацию, после чего её практическое использование позволит решить широкий круг задач по выяв-
лению и подтверждению новых случаев лепры, мониторингу эффективности проводимого лечения, а также эпидемио-
логическому (в том числе трансграничному) мониторингу распространения данного заболевания.
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Certain level of new registered cases of leprosy in a number of endemic countries in the world, as well as growing rate of 
transboundary migratory flows, raise the issue of effective diagnosis of this disease in countries with sporadic incidence of leprosy, 
including the Russian Federation. The purpose of the study was to develop a highly sensitive PCR test for detecting the genetic 
material of Mycobacterium leprae and to compare the test robustness and sensitivity with the commercially available Leprosy 
Genesig Standard Kit (Primerdesign Ltd., UK). The proposed approach uses real time PCR of non-coding repeating element RLEP, 
unique for the M. leprae genome, using TaqMan probe. The high test specificity was shown using the reference DNA samples of 
pathogenic and conditionally pathogenic mycobacterium, as well and its comparison with single-copy genes of M. leprae (rrs, 
fbp, MntH) PCR detection. The use of a commercially available test system based on the single-copy rpoB gene detection provided 
59.4% sensitivity to the detection of M. leprae in the clinical material, while the application of the developed approach increased 
this index to 96.8%. The developed PCR diagnostics test of leprosy is submitted for state clinical approval process, whereupon 
the practical use of the test diagnostics allows solving a wide range of tasks to identify and confirm new cases of leprosy, and 
monitoring both the effectiveness of leprosy treatment, and epidemiological (including transboundary) the spread of the disease.
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1Приказ Министерства здравоохранения РФ от 29 июня 2015 г. 
№ 384н «Об утверждении перечня инфекционных заболеваний, 
представляющих опасность для окружающих и являющихся 
основанием для отказа в выдаче либо аннулирования разрешения 
на временное проживание иностранных граждан и лиц без граж-
данства или вида на жительство, или патента, или разрешения на 
работу в Российской Федерации, а также порядка подтверждения 
их наличия или отсутствия, а также формы медицинского заключе-
ния о наличии (об отсутствии) указанных заболеваний»

Введение. Лепра (проказа; болезнь Гансена; А30 по МКБ10) 
– инфекционный гранулематоз, вызываемый Mycobacterium 
leprae. В 2016 г. Всемирная организация здравоохранения со-
общала о 216 108 новых случаях лепры, наиболее часто ре-
гистрируемых в Бразилии, Индии, ряде государств Экватори-
альной Африки и Юго-Восточной Азии [1]. Отражением акту-
альности профилактики, раннего выявления и эффективного 
лечения лепры явилась разработка целевой стратегии ВОЗ на 
2016-2020 годы [2], определяющей основные приоритеты эф-
фективного противодействия этому заболеванию.

В Российской Федерации заболеваемость лепрой на про-
тяжении ряда последних лет имела спорадический характер: 
в период с 1996 по 2007 г. диагностировано лишь 43 новых 
случая данного заболевания [3], а в дальнейшем этот пока-
затель находился на нулевых значениях. Вместе с тем акти-
визировавшиеся с начала XXI века миграционные потоки 
сформировали риски трансграничного переноса M. leprae из 
стран с эндемичными очагами лепры. В этой связи Прика-
зом Министерства здравоохранения РФ от 29 июня 2015 г. 
№ 384н1 лепра наряду с сифилисом, ВИЧ-инфекцией и ту-
беркулёзом включена в перечень  инфекционных заболева-
ний, подлежащих контролю у иностранных граждан и лиц 
без гражданства, претендующих на проживание или работу в 
Российской Федерации.

Диагностика лепры не представляет трудностей лишь 
при поздних стадиях, тогда как выявление ранних форм дан-
ного заболевания представляет существенно более сложную 
задачу и требует интегрального учёта характера кожных про-
явлений, поражения периферической нервной системы, а 
также наличия специфических гистологических изменений 
с обнаружением кислотоустойчивых бактерий (длина 1–8 
мкм, ширина 0,3–0,5 мкм) в скарификатах кожи и биоптатах 
[4]. При этом основной метод лабораторной диагностики 
при лепре – бактериоскопическое исследование – не всегда 
информативен, так как требует присутствия значительного 
количества патогенных бактерий (104 на 1 г ткани), а также 
не позволяет распознать плеоморфные клетки M. leprae в по-
коящемся состоянии [5]. В результате до половины случаев 
лепры остаются нераспознанными, что делает их потенци-
альным источником заражения для окружающих [6].

В связи с невозможностью культивирования M. leprae в 
системах in vitro альтернативные методы обнаружения этого 
возбудителя основываются на анализе генома с использовани-
ем ДНК-технологий, в первую очередь полимеразной цепной 
реакции (ПЦР), в том числе ПЦР в реальном времени [7]. Важ-
ным условием для этого стало полногеномное секвенирование 

M. leprae [8], определившее ряд видоспецифичных генов, при-
годных для проведения ДНК-идентификации [9]. В частности, 
коммерчески доступный набор для диагностики лепры «Leprosy 
genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Великобритания) осно-
ван на использовании праймеров к видоспецифичному гену 
rpoB, кодирующему бета-субъединицу РНК-полимеразы M. 
leprae [10]. В Российской Федерации для решения подобной 
задачи предложены праймеры и зонды к гену 16S rRNA, обе-
спечивающие обнаружение генетического материала M. leprae  
в формате ПЦР в реальном времени [11], однако основанный на 
этом ПЦР-тест до настоящего времени ещё не производится.

Другая возможность идентификации ДНК M. leprae опре-
деляется обнаружением в её геноме множества некодирующих 
повторяющихся нуклеотидных последовательностей, объеди-
няемых в четыре  семейства (RLEP, REPLEP, LEPREP, LEP-
RPT) и отсутствующих у других представителей семейства 
Mycobacteriaceae [12, 13]. При этом совокупность накапли-
вающихся данных свидетельствует о преимуществах исполь-
зования подобных повторяющихся элементов с наибольшим 
показателем копийности (в частности, RLEP) в качестве пер-
спективных мишеней для ДНК-диагностики лепры [9, 14].

Целью настоящей работы явилось совершенствование 
ПЦР-метода обнаружения генетического материала M. leprae 
и сравнение его диагностической эффективности с коммер-
чески доступным ДНК-тестом при анализе  клинического 
материала от пациентов с диагнозом «А.30. Лепра», зареги-
стрированных в Российской Федерации в 2015–2017 гг.

Материал и методы. При разработке метода использован 
референсный образец генетического материала M. leprae, а в 
качестве объектов сравнения – ДНК лабораторного штамма M. 
tuberculosis H37Rv и ряда условно-патогенных микобактерий 
(M.scrofulaceum, M.peregrinum, M.chelonae, M.intracellulare, 
M.xenopi, M.gordonae, M.avium и M.fortuitum), любезно пре-
доставленных ФГБУН «Институт молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта» Российской академии наук.

Лабораторные испытания проведены с использованием об-
разцов клинического материала больных лепрой, выявленных 
в Российской Федерации в 2015–2017 гг. Пациентка А, 1967 
года рождения, жительница Астраханской области, первично 
выявлена в ФГБУ «НИИ по изучению лепры» Минздрава Рос-
сии 25.09.2015 г. [15]. Диагноз «А30.5 Лепроматозная лепра, 
лепра LL (лепра мультибациллярная, лепроматозная форма, 
активная стадия)» основан на данных клинического осмотра 
и результатах бактериоскопического исследования. Пациентка 
Б, 1940 года рождения, уроженка Республики Коми, находи-
лась на обследовании в Сергиево-Посадском филиале ФГБУ 
«ГНЦДК» Минздрава России 25.04.2016 г., где на основа-
нии клинического, патоморфологического и молекулярно-
генетического исследования ей был поставлен диагноз  «А30.5 
Лепроматозная лепра, лепра LL (лепра мультибациллярная, ле-
проматозная форма, активная стадия). Рецидив» (первичный 
диагноз 27.04.1995 г.). Подробное описание данного случая 
представлено нами ранее [16]. Третий случай лепры, протекав-
шей под «маской» туберкулёза кожи, описан нами 14.03.2017 г. 
у пациентки В., 1948 года рождения, жительницы Московской 
области [17]. На основании жалоб, анамнеза, данных осмотра 
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и физикального и клинико-лабораторного обследования уста-
новлен диагноз «А30.3 Пограничная лепра, лепра ВВ (лепра 
мультибациллярная, пограничная форма, активная стадия». 
Полученные от данных пациентов образцы клинического ма-
териала (биоптаты кожи) гомогенезировали с использованием 
автоматической станции TissueLyser II (Qiagen, Германия), по-
сле чего выделение ДНК проводили с использованием набора 
«Проба-НК» (ДНК-технология, Россия) согласно протоколу 
производителя.

С целью определения оптимальной ДНК-мишени для 
обнаружения генетического материала M. leprae мето-
дом ПЦР в реальном времени использовали праймеры 
и флуоресцентные зонды, последовательности которых 
приведены в таблице. Конструкция ДНК-зондов, изготовлен-
ных по технологии TaqMan-проб, включала флуорофор FAM 
на 5’-конце олигонуклеотида и гаситель флуоресценции 
BHQ на 3’-конце. Перечень тестируемых видоспецифичных 
генов включал rrs, кодирующий 16S rRNA данно-
го микроорганизма [18]; fbp – ген, кодирующий 
фибронектин-связывающий белок Ag85В [19] и 
mntH, кодирующий Mn2+-транспортный белок M. 
leprae [20]. Аналогичные  праймеры и зонды син-
тезированы к RLEP-некодирующей повторяющей-
ся последовательности, присутствующей в геноме 
M. leprae в количестве до 39 копий [21]. 

Амплификацию референсных образцов 
ДНК и клинических изолятов проводили в 
идентичных условиях с использованием прибора 
Quant Studio 5 (Applied Biosystems, США) в 
пробирках вместимостью 0,2 мл фирмы Axy-
gen (США). Реакцию осуществляли в 20 мкл 
смеси, включающей 0,1 мкМ каждого праймера и 
TaqMan-пробы в объёме 1 мкл; 5 мкл реакционной 
смеси для ПЦР из коммерчески доступного 
набора фирмы ЗАО «Евроген» (Россия), а также 
деионизированную воду. Программа амплификации 
включала первоначальную денатурацию 
ДНК в течение 5 мин при температуре 95оС с 
последующим проведением 40 циклов, состоящих 
из денатурации при температуре 94оС в течение 
10 с, отжига праймеров при 52оС в течение 35 с и 
элонгации при 72оС в течение   1 мин. Накопление 
флуоресцентного сигнала, выражаемого значе-
ниями RFU (англ. - relative fluorescence units) и 
сопровождающегося разрушением TaqMan-проб 

5’-3’-экзонуклеазной активностью Taq-полимеразы, проис-
ходило в режиме реального времени. 

Сравнительное ПЦР-исследование клинических образ-
цов проведено с использованием коммерчески доступного 
набора «Leprosy genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Ве-
ликобритания).

Чувствительность диагностического исследования с ис-
пользованием известного и предложенного ПЦР-методов 
оценена в соответствии с ГОСТ Р 53022.3-20082.  

Результаты. Графики интенсивности флуоресцентного 
сигнала, накапливаемого в ходе проведения ПЦР в реальном 
времени с референсными образцами ДНК M.leprae и других 
микобактерий, представлены на рис. 1. Результаты ПЦР в 
каждой серии экспериментов охарактеризованы значением 
Ct (англ. threshold cycle) – величиной порогового цикла, на 
котором кривая накопления флуоресцентного сигнала превы-
шала базовый уровень.

Рис. 1. Графики накопления интенсивности флуоресцентного сигнала 
(по оси ординат) в зависимости от количества циклов амплификации (по 
оси абсцисс) при исследовании референсных образцов ДНК.
а - амплификация референсного образца ДНК M.leprae с использованием праймеров и 
зондов к RLEP (1), гену MntH (2), гену rrs (3), гену fbp (4); б - результат использования 
праймеров и зондов к RLEP при амплификации референсного образца ДНК M.leprae (1) и 
некоторых других микобактерий: M. avium complex (2); M. tuberculosis, M. scrofulaceum, M. 
peregrinum, M. chelonae, M. intracellulare, xenopi, M. gordonae, M. fortuitum (3–10). 

2ГОСТ Р 53022.3-2008 Технологии лабораторные клинические. Требования к качеству клинических лабораторных исследований. Часть 3. 
Правила оценки клинической информативности лабораторных тестов.

Последовательности праймеров и флуоресцентных зондов (TaqMan-проб), использованных для обнаружения генетического  
материала M. leprae

Участок генома M. leprae Тип праймера или зонда Последовательность 5’-3’ Источник
rrs Прямой CGGAAAGGTCTCTAAAAAATCTT [18]

Обратный CATCCTGCACCGCAAAAAGCTT
TaqMan-проба FAM-AATACCGGATAGGACTTCAAGGC-BHQ1

fbp Прямой CCTTACTAGCGAGCTGCCTA [19]
Обратный GCC AGCATAGATGAACTGATC
TaqMan-проба FAM- CTCTCGATGGCCGGTTCCTCGG-BHQ

mntH Прямой CGGCTTCACGTCCAGTTTCTTC [20]
Обратный TAAGTGCCCTCGATGTAAGCGG
TaqMan-проба FAM-CCTACTGCCGCGCTTCCAGG-BHQ1

RLEP Прямой GCAGCAGTATCGTGTTAGTGAA [25]
Обратный CGCTAGAAGGTTGCCGTAT
TaqMan-проба FAM-CGCCGACGGCCGGATCATCGA-BHQ1
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При амплификации некодирующего повторяющегося 
фрагмента RLEP была получена типичная сигмообразная 
форма накопления сигнала с быстрым и выраженным ро-
стом флуоресценции, характеризуемая Ct = 24. Детекция по-
следовательностей, расположенных в генах rrs, fbp и mntH, 
представленных в геноме M. leprae одиночными копиями, 
оказалась менее эффективной, приводя к значениям Ct ≥ 33  
(рис. 1, а). 

Сравнительный анализ генетического материала других 
патогенных и условно-патогенных представителей семей-
ства Mycobacteriaceae (рис. 1, б) подтвердил возможность 
специфичного обнаружения ДНК M.leprae с использова-
нием праймеров и зондов к фрагменту RLEP. Время начала 
быстрого накопления флуоресценции для М. leprae не со-
провождалось появлением сигнала в пробах с ДНК M. tu-
berculosis, M. scrofulaceum, M. peregrinum, M. chelonae, M. 
intracellulare, M. xenopi, M. gordonae и M. fortuitum по край-
ней мере на протяжении 15 циклов амплификации. Един-
ственным исключением стала проба ДНК M. avium complex, 
увеличение сигнала флуоресценции продукта ПЦР в кото-
рой формировалось, однако только на очень поздних циклах 
амплификации (Ct ≥ 36) с минимальными отличиями  от ба-
зового уровня.

Полученные данные свидетельствовали в пользу высокой 
чувствительности и специфичности предложенного вариан-
та ПЦР-анализа, выполняемого с использованием праймеров 
и зондов к фрагменту RLEP, что послужило основанием для 

применения данного подхода в отношении образцов клини-
ческого материала больных лепрой, выявленных в Россий-
ской Федерации в 2015–2017 гг.

Анализ клинического материала пациентки А. (рис. 2, а) 
с использованием предложенного метода позволил детектиро-
вать присутствие генома M. leprae во всех представленных для 
исследования биологических образцах, по результатам микро-
скопического исследования на кислотоустойчивые бактерии 
характеризуемых бактериоскопическим индексом (БИН) 3,67. 
При этом определенные значения Ct варьировали от 20 до 28, 
оказываясь минимальными в биоптатах из кожных очагов и 
максимальным – в пробе со слизистой носа, часто исполь-
зуемой в качестве теста на инфицирование M. leprae. Анализ 
тех же проб с использованием коммерчески доступного теста 
«Leprosy genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Великобри-
тания) также приводил к положительному результату ПЦР во 
всех представленных образцах, однако значения Ct в данном 
случае находились в пределах диапазона 33–37, оставаясь ми-
нимальными при исследовании биоптатов кожи и максималь-
ными – при исследовании пробы со слизистой носа (рис. 2, г).

Использование предложенного варианта ПЦР для ис-
следования клинического материала пациентки Б. с присут-
ствием немногочисленных кислотоустоучивых микобакте-
рий (БИН 2+) также позволило оценить все представленные 
пробы как положительные (рис. 2, б). При этом значения Ct 
варьировали от 28 до 34, что согласовывалось с данными о 
менее значительной бактериальной обсеменённости клини-
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Рис. 2. Графики накопления интенсивности флуоресцентного сигнала (по оси ординат) в зависимости от количества циклов 
амплификации (по оси абсцисс) при исследовании клинических образцов от пациентов с диагнозом «А30. Лепра».
 а, г - клинический материал пациентки А.; б, д - клинический материал пациентки Б.; в, е - клинический материал пациентки В.
Слева - результаты использования праймеров и зондов к RLEP; справа - результаты использования тест-системы «Leprosy genesig Standard Kit» 
(Primerdesign Ltd., Великобритания).
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ческого материала пациентки Б. На этом фоне использование 
коммерчески доступного ПЦР-теста с праймерами и зондом 
к гену rpoB позволяло обнаружить генетический материал M. 
leprae в девяти из 10 представленных образцов, с превыше-
нием базового уровня флуоресценции лишь на 34–39-м ци-
клах амплификации (рис. 2,  д). 

В образцах клинического материала пациентки В. пред-
варительно выявлялись единичные гомогенные и фрагмен-
тированные кислотоустойчивые микобактерии (БИН 0,3+). 
При использовании тест-системы «Leprosy genesig Standard 
Kit» не обнаруживали присутствия M. leprae ни в одной из 
исследованных проб (рис. 2, е), что входило в противоречие 
с результатами клинического и лабораторного обследования 
[17]. С другой стороны, применение предложенного метода, 
хотя и с достижением значения Ct на поздних, 36–38-м ци-
клах амплификации, всё-таки позволило выявить наличие 
генетического материала M. leprae в 11 из 12 исследованных 
проб (рис. 2, в).

Интегральный показатель чувствительности лаборатор-
ного исследования с использованием коммерчески доступ-
ного теста, основанного на амплификации однокопийного 
видоспецифичного гена rpoB, составил 59.4%, в то время как 
предложенный вариант ПЦР-анализа с амплификацией не-
кодирующего повторяющегося элемента RLEP повышал этот 
показатель до 96,8%. Дополнительным результатом явилась 
предварительная констатация обратной зависимости дости-
гаемых значений Ct от интенсивности бактериальной обсе-
менённости исследуемого материала, а также демонстрация 
возможности использования предложенного метода при де-
текции следовых количеств M. leprae, размножение которых 
было частично подавлено противотуберкулёзными препара-
тами, назначенными пациенту В. на основании первичного 
(ошибочного) диагноза туберкулёза кожи [17].

Обсуждение. Метод ПЦР-диагностики лепры впервые был 
предложен более 25 лет назад [22, 23] и в дальнейшем неодно-
кратно совершенствовался [9, 14, 24]. Важным техническим 
улучшением стало использование технологии ПЦР в реальном 
времени, в том числе c применением флуоресцентно-меченных 
олигонуклеотидных зондов (TaqMan-проб) [13, 18–20, 25]. Су-
щественный прогресс в ДНК-диагностике лепры произошёл 
после полногеномного секвенирования возбудителя лепры – 
M. leprae [8]. По его результатам было предложено несколько 
новых мишеней для ПЦР-анализа [7, 26], среди которых наи-
более перспективными считаются видоспецифичные некоди-
рующие элементы, представленные в геноме M. leprae в коли-
честве до нескольких десятков копий [9, 13, 14]. 

Проведённое исследование подтвердило эту возможность, 
развивая представления о RLEP – некодирующем повторяю-
щемся элементе генома Mycobacterium leprae с наибольшим 
показателем копийности (до 39 копий на геном) как перспек-
тивной мишени для ДНК-диагностики лепры. Полученные 
результаты продемонстрировали высокую специфичность 
разработанного варианта ПЦР-анализа, детектирующего ис-
ключительно генетический материал возбудителя лепры, при 
ареактивности с референсными образцами ДНК других па-
тогенных и условно-патогенных микобактерий [27]. Кроме 
того, существенным положительным эффектом использова-
ния данного подхода стало значительное повышение чув-
ствительности ПЦР, кратно превосходящее таковую при ис-
пользовании в качестве мишеней однокопийных генов и по-
зволяющее детектировать фемтограммовые количества  ДНК 
M. leprae. В этой связи следует отметить, что определённая 
нами эффективность ПЦР с использованием праймеров и 
зондов к фрагменту RLEP в том числе превосходила таковую 
при амплификации последовательности гена rrs (16S rRNA), 
ранее предложенного в качестве мишени для амплификации 
российскими исследователями [11].

Использование разработанного метода при обследова-
нии пациентов с клиническим диагнозом «А30. Лепра», вы-
явленных в Российской Федерации в 2015–2017 гг. [16, 17] 
подтвердило его практическую применимость, а сравнение 
полученных данных с результатами использования ком-
мерчески доступного ПЦР-теста «Leprosy genesig Standard 
Kit» (Primerdesign Ltd., Великобритания) явилось свиде-
тельством повышенной диагностической чувствительно-
сти предложенного подхода. При этом наиболее вероятной 
причиной достигнутого положительного эффекта является 
кратное увеличение количества мишеней для амплифика-
ции в геноме одной бактериальной клетки, что в итоге по-
зволяет получать положительные результаты ПЦР в биоло-
гических пробах с минимальным присутствием M. leprae 
вплоть до образцов с нулевыми значениями бактериоскопи-
ческого индекса [27]. 

Объективные ограничения, определяемые небольшим ко-
личеством обследованных пациентов и представленных для 
исследования образцов клинического материала, не позво-
лили в рамках настоящего исследования подробно оценить 
дополнительные диагностические возможности метода. В то 
же время сопоставление полученных и литературных дан-
ных указывает на высокую степень соответствия результатов 
ПЦР-анализа показателям бактериоскопического исследова-
ния [25], а также на различную чувствительность разрабо-
танного метода при оценке мульти- или олигобациллярных 
форм лепры [27].

Полученные результаты позволяют рекомендовать при-
менение метода ПЦР в реальном времени с использованием 
праймеров и зондов к повторяющемуся некодирующему эле-
менту генома Mycobacterium leprae – RLEP в качестве тех-
нологичного и чувствительного метода лабораторной диа-
гностики, потенциально решающего широкий круг задач по 
выявлению и подтверждению новых случаев лепры, мони-
торинга эффективности проводимого лечения, а также эпи-
демиологического (в том числе трансграничного) монито-
ринга распространения данного заболевания. Разработанная 
на этой основе тест-система для ДНК-диагностики лепры 
представлена для государственной регистрации и в ближай-
шей перспективе должна стать доступной для практического 
применения в диагностической практике заинтересованных 
клинико-диагностических лабораторий.

Финансирование. Исследования выполнены при финан-
совой поддержке Минздрава РФ (Государственное задание  
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