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Коамплификация участков генома 
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Цель исследования. Разработка метода коамплификации однокопийных генов и повторяющихся элементов 
генома Mycobacterium leprae при анализе клинического материала от больных лепрой с оценкой клинической 
значимости результатов подобного исследования.
Материалы и методы. Материалом для исследования явились образцы скарификатов и биоптатов кожи от 
больной Р. с диагнозом «А30.5 Лепра. Мультибациллярная форма. Лепроматозный тип. Активная стадия». 
Поиск ДНК M. leprae в клиническом материале проводили методом ПЦР в реальном времени (РТ-ПЦР) с ис-
пользованием праймеров и гидролизуемых зондов к однокопийным видоспецифичным генам rpoB (кодирует 
β-субъединицу бактериальной РНК-полимеразы), sodA (кодирует фермент супероксиддисмутазу) и mntH (ко-
дирует белок марганцевый транспортер), а также некодирующему многокопийному элементу генома — RLEP.
Результаты. С использованием различных вариантов РТ-ПЦР получен согласующийся результат о присут-
ствии или отсутствии ДНК M. leprae в отдельных исследованных клинических образцах. Подтверждена высо-
кая чувствительность ПЦР-детекции многокопийного элемента генома RLEP в сравнении с однокопийными 
генами rpoB, sodA и mntH, заключающаяся в уменьшении количества циклов амплификации (Ct), необходимых 
для превышения порогового уровня флуоресценции гидролизующихся зондов, и приводящая к максималь-
ной интенсивности сигнала флуоресценции. При построении стандартных графиков калибровки накопления 
флуоресцентного сигнала к одновременно анализируемым участкам генома M. leprae в разведениях от 1 до 
1000 продемонстрированы четкие различия результатов коамплификации в зависимости от количественного 
присутствия детектируемой ДНК.
Выводы. Коамплификация участков генома M.leprae с разной степенью копийности методом РТ-ПЦР обеспе-
чивает эффективную детекцию ДНК возбудителя лепры в клиническом материале и формирует основу для 
полуколичественной оценки бактериальной нагрузки в кожных биоптатах и скарификатах.
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and the possibility of a semi-quantitative assessment 
of the bacterial load
Dmitry A. Verbenko*, Arfenya E. Karamova, Victoria S. Solomka, Alexey A. Kubanov, Dmitry G. Deryabin

State Research Center of Dermatovenereology and Cosmetology, Ministry of Health of the Russian Federation
Korolenko str., 3, bldg 6, Moscow, 107076, Russian Federation

Aim. To develop a method for coamplification of single-copy genes and repetitive elements of the Mycobacterium 
leprae genome in the analysis of clinical material from leprosy patients with an assessment of the clinical significance 
of the study results.
Materials and methods. Skin scarification and biopsy samples from patient R. with a diagnosis of “A30.5 Leprosy. Mul-
tibacillary form. Lepromatous type. Active stage” were used as empirical material for the study. A search for M. leprae 
DNA in the clinical material was performed by the method of real-time PCR (RT-PCR) using primers and hydrolysis 
probes for the single-copy species-specific genes rpoB (encodes the β-subunit of bacterial RNA polymerase), sodA 
(encodes the superoxide dismutase enzyme) and mntH (encodes the manganese transport protein), as well as for 
RLEP — the non-coding repetitive element of the genome. 
Results. Using various RT-PCR assays, consistent results were obtained concerning the presence or absence of 
M. leprae DNA in the studied clinical samples. The high sensitivity of PCR was confirmed for the detection of the 
repetitive element RLEP compared to the single-copy genes rpoB, sodA and mntH, which consists in reducing the 
number of amplification cycles (Ct) needed for exceeding the threshold fluorescence value of hydrolysis probes and 
leading to the maximum intensity of the fluorescence signal. When constructing standard graphs for calibrating the 
accumulation of a fluorescent signal for simultaneously analyzed portions of the M. leprae genome in dilutions from 1 
to 1,000, significant differences in the results of co-amplification were noted depending on the quantitative presence 
of the DNA being detected.
Conclusion. Coamplification of M. leprae genome sections with varying degrees of copy number variation by the RT-
PCR method provides for effective detection of the M. leprae DNA in clinical material and forms a basis for a quantita-
tive assessment of the bacterial load in skin scarification and biopsy samples.
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Введение
Лепра (болезнь Гансена) — медленно развиваю-

щийся хронический гранулематоз, вызываемый бак-
териями Mycobacterium leprae и ведущий к глубоким 
поражениям кожи, периферической нервной системы, 
иногда передней камеры глаза, верхних дыхательных 
путей выше гортани, яичек, а также кистей и стоп [1–4]. 
В зависимости от особенностей клинического течения 
в соответствии с Международной классификацией 
болезней 10-го пересмотра (МКБ-10) выделяют две 
формы лепры: туберкулоидную (А30.1) и лепроматоз-
ную (A30.5) с тремя промежуточными стадиями: погра-
ничной туберкулоидной (A30.2), пограничной (А30.3) 
и пограничной лепроматозной (А30.6) [3]. В соответ-
ствии с рекомендациями ВОЗ в зависимости от коли-
чества поражений кожи, бактериоскопического индекса 
и выраженности поражения нервных стволов случаи 
лепры принято дополнительно подразделять на олиго- 
и мультибациллярные [4].

Несмотря на многолетнюю историю исследования 
этого заболевания, диагностика лепры по-прежнему 
в значительной степени основывается на так называемых 
ключевых клинических признаках, что эффективно 
только при наличии развернутой картины заболевания 
и не позволяет проводить его раннюю диагностику [1, 
5]. Являющийся базовым в классической лабораторной 
диагностике микроскопический метод, ориентирован-
ный на обнаружение кислотоустойчивых бактерий после 
окраски по Цилю — Нильсену с расчетом «бактериоско-
пического индекса» (БИН), в настоящее время подвер-
гается справедливой критике, так как не позволяет диф-
ференцировать M. leprae от других представителей рода 
Mycobacterium, а также требует присутствия искомого ми-
кроорганизма в достаточно высоком титре (от 104 клеток 
на 1 грамм ткани и более) [5]. Не оправдал своих ожиданий 
и серологический анализ, основанный на обнаружении 
специфических антигенов M. leprae: фенольного гликоли-
пида 1 (PGL-1), его синтетического дисахарида NDO-BSA, 
диагностического антигена NDO-LID и природного диса-
харида лепры IDRI. В частности, опыт его использования 
позволил обнаружить не более 40 % случаев олигобацил-
лярной лепры, что объясняется связью уровня антител 
с интенсивностью воздействия патогена на хозяина [6–8].

Поскольку M. leprae являются некультивируемы-
ми и не могут быть выращены на искусственных пи-
тательных средах, единственной группой лаборатор-
ных технологий, обеспечивающих чувствительное 
и специфическое выявление данного микроорганизма 
как условия постановки обоснованного клинического 
диагноза, являются методы амплификации нуклеино-
вых кислот, в частности полимеразная цепная реакция 
(ПЦР) [9–14]. В ее основу положено обнаружение ви-
доспецифичных (отсутствующих у других представи-
телей рода Mycobacterium) последовательностей ДНК, 
относящихся к однокопийным (sodA) или многокопий-
ным (16S rRNA) генам. Другой известной «мишенью» 
для ПЦР являются некодирующие повторяющиеся эле-
менты — RLEP, присутствующие в геноме M. leprae 
в количестве нескольких десятков копий. В этой связи 
эффективность ПЦР с использованием RLEP превос-
ходит таковую при амплификации однокопийных генов 
[14] и достигает 73 % даже у больных лепрой с нулевым 
бактериоскопическим индексом [15].

Дальнейшее развитие метода связано с разра-
боткой мультиплексных вариантов ПЦР, на основе 

одновременной амплификации нескольких видоспе-
цифичных участков генома M. leprae, позволяющих 
повысить надежность обнаружения патогена в клини-
ческих образцах, а также решить дополнительные ана-
литические задачи, в частности связанные с оценкой 
бактериальной обсемененности пораженных тканей 
в динамике лечения. В этой связи целью настоящего 
исследования явилась разработка метода коамплифи-
кации однокопийных генов и повторяющихся элементов 
генома M. leprae при анализе клинического материала 
от больных лепрой с оценкой клинической значимости 
результатов подобного исследования.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили образцы 

скарификатов кожи, носовой слизи и кожных биопта-
тов, полученные от пациентки Р., 1967 г. р., жительни-
цы Астраханской области, проходящей лечение на базе 
Сергиево-Посадского филиала ГНЦДК Минздрава РФ. 
Диагноз «А30.5 Лепра. Мультибациллярная форма. 
Лепроматозный тип. Активная стадия», основанный 
на данных клинического осмотра и результатах бакте-
риоскопического исследования, был первоначально по-
ставлен в ФГБУ «Научно-исследовательский институт 
по изучению лепры» Минздрава России 25.09.2015.

Образцы клинического материала гомогенизи-
ровали с использованием автоматической шаровой 
мельницы TissueLyser II (Qiagen, Германия), после чего 
выделение ДНК проводили с использованием набо-
ра «Проба-НК» («ДНК-технология», Россия) согласно 
протоколу производителя. Концентрацию полученных 
препаратов ДНК анализировали на спектрофотометре 
NanoVue 2000 (General Electric, Франция), выражая ве-
личиной нг/мкл.

Для обнаружения генетического материала M. lep-
rae, включающего однокопийные гены sodA (кодирует 
фермент супероксиддисмутазу) и mntH (кодирует бе-
лок марганцевый транспортер), а также некодирующий 
многокопийный элемент генома — RLEP, использовали 
оригинальные праймеры и гидролизующиеся зонды, 
последовательности которых приведены в таблице 1. 
Для анализа однокопийного гена rpoB (кодирует β-субъ-
единицу бактериальной РНК-полимеразы) использова-
ли коммерчески доступный набор Leprosy Genesiq Stan-
dart kit (Genesiq, Великобритания).

Исследование методом ПЦР в реальном време-
ни (РТ-ПЦР) проводили с использованием прибора 
StepOne5 (Applied Biosystems, США). Амплификацию 
проводили по программе, включающей плавление ДНК 
и активацию полимеразы в течение 5 минут и после-
дующими 40 циклами, включающими отжиг праймеров 
при 60 °С (с одновременной детекцией флуоресценции) 
в течение минуты и плавление смеси при 95 °С в тече-
ние 15 секунд. Все серии экспериментов проводили 
в присутствии отрицательного контроля (содержащие 
деионизированную воду вместо ДНК), а также положи-
тельного контроля для повторяющегося участка генома 
лепры RLEP, содержащего искусственно синтезирован-
ный эквивалент количества 1000 копий анализируемого 
участка ДНК. Считывание флуоресценции проводилось 
для проб RLEP и rpoB по каналу FAM, для проб sodaи 
mntH — по каналу VIC. Анализ результатов РТ-ПЦР 
проводили одновременно по каналам VIC и FAM, внося 
в анализируемые пробы по одной из смесей праймеров 
и гидролизующихся проб с каждым красителем.

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%B5%D1%80%D0%B8%D1%84%D0%B5%D1%80%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%BD%D0%B5%D1%80%D0%B2%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D1%81%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%B5%D0%BC%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BE%D1%80%D1%82%D0%B0%D0%BD%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AF%D0%B8%D1%87%D0%BA%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B8%D1%81%D1%82%D1%8C_(%D0%B0%D0%BD%D0%B0%D1%82%D0%BE%D0%BC%D0%B8%D1%8F)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%82%D0%BE%D0%BF%D0%B0
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Построение стандартных графиков калибровки накоп-
ления флуоресцентного сигнала гидролизуемых зондов 
к одновременно анализируемым участкам генома M. leprae 
проведено при использовании разведений от 1000 до 1.

Результаты и обсуждение
При анализе восьми клинических образцов гене-

тический материал M. leprae обнаружен в трех из них: 

двух скарификатах и одном кожном биоптате. Типич-
ные графики изменения интенсивности флуоресцент-
ного сигнала в ходе проведения РТ-ПЦР представлены 
на рисунке 1. Результаты ПЦР в каждой серии экспери-
ментов охарактеризованы значением Ct (англ. threshold 
cycle) — величиной цикла, на котором кривая накоп-
ления флуоресцентного сигнала начинает превышать 
пороговый уровень, автоматически рассчитываемый 

Таблица 1. Последовательности праймеров и флуоресцентных зондов, использованных для выявления ДНК M. leprae методом ПЦР в реальном времени
Table 1. The sequence of primers and fluorescent probes used to detect M. leprae DNA by real-time PCR

Целевые гены и элементы генома Праймеры и зонды* Последовательность 5’–3’

RLEP

1 GCAGCAGTATCGTGTTAGTGAA

2 CGCTAGAAGGTTGCCGTAT

3 FAM-CGCCGACGGCCGGATCATCGA-BHQ1

mntH

1 GCTTCACGTCCAGTTTCTTCGT

2 CCAGCAGTACGCTTTCGGTT

3 VIC-CGACGCCCTCACCCGAAGACAT-BHQ1

sodA

1 ACGTCAACCACTCCATCTGGT

2 CGTTTCATCAATGTCAGTGGCTA

3 VIC-CCTCTCTCCGAACGGTGGCGAT-BHQ1

Примечание: * Обозначения: 1 — прямой праймер, 2 — обратный праймер, 3 — гидролизующийся зонд.
Note: * Designations: 1 — forward primer, 2 — reverse primer, 3 — hydrolysis probe.

Рис. 1. Графики интенсивности флуоресцентного сигнала в зависимости от количества циклов ПЦР при одновременной амплификации RLEP (показаны синим) и участка 
однокопийного гена (показаны голубым) Mycobacterium leprae. Коамплификация RLEP и sodA (А, Б), коамплификация RLEP и mntH (В, Г) для разных концентраций  
(А, В — образец кожного биоптата с высокой концентрацией микобактерий лепры; Б, Г — образец скарификата, содержащий следовые количества микобактерий)
Fig. 1. Fluorescence signal intensity versus the number of PCR cycles with simultaneous amplification of RLEP (shown in blue) and a single-copy gene region (shown in light 
blue) of M. leprae. Co-amplification of RLEP and sodA (A, Б); co-amplification of RLEP and mntH (В, Г) for various concentrations (A, В — skin biopsy sample with a high 
concentration of M. leprae; Б, Г — scarification sample containing trace amounts of the mycobacteria)

А

В

Б

Г
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программным обеспечением прибора StepOne5 и кос-
венно характеризующий интенсивность амплификации 
анализируемого геномного участка (табл. 2).

На основе полученного результата констатировано 
значительное уменьшение количества циклов амплифи-
кации, необходимых для достижения порогового уровня 
флуоресценции с использованием праймеров и зонда 
к повторяющемуся участку генома RLEP, в сравнении 
с однокопийными генами. При этом, несмотря на более 
высокий абсолютный уровень порогового уровня флуо-
ресценции для пробы с RLEP, определенные значения 
Ct находились в диапазоне 24,3–31,3, что на 6–10 цик-
лов превышало аналогичные значения в пробах с rpoB, 
sodA и mntH. Объяснением данного факта, как и мак-
симальной интенсивности достигаемого сигнала флуо-
ресценции в пробах к RLEP, должна служить высокая 
копийность определяемого участка генома, в каждой 
клетке M. leprae предоставляющего множественные 
сайты для отжига праймеров и гидролизуемых зондов. 
Одновременно следует отметить, что системы ампли-
фикации однокопийных генов также выявили наличие 
ДНК M. leprae во всех «положительных» образцах (за 
исключением амплификации однокопийного гена sodA 
в образце № 4). При этом сопоставление значений Ct 
однокопийных генов указывает на приблизительно рав-
ную интенсивность амплификации генов sodA и mntH, 
вне зависимости от концентрации ДНК в анализируе-
мых пробах. На этом фоне чувствительность РТ-ПЦР 
при использовании коммерческого набора Leprosy Gen-
esiq Standart kit (Genesiq, Великобритания), использу-
ющего праймеры и зонд к гену rpoB, оказалась самой 
низкой даже при сравнении с пробой на mntH, имеющей 
тот же уровень пороговой флуоресценции.

Другим важным наблюдением является существен-
ный разброс значений Ct, определенных в клинических 
образцах с вероятно различной бактериальной обсе-
мененностью: высокой (№ 9, биоптат) и низкой (№ 4 
и 8, скарификаты). Тем самым полученные результаты 
указывают на перспективу коамплификации участков 
генома M. leprae с разной степенью копийности в ка-

честве полуколичественного теста на бактериальную 
обсемененность, в нашем предыдущем исследовании 
[14] подтвержденную результатами определения бак-
териоскопического индекса (БИН), а в настоящей рабо-
те иллюстрируемую данными калибровки накопления 
флуоресцентного сигнала (табл. 3). Так, при построении 
стандартных графиков калибровки накопления флуо-
ресцентного сигнала к одновременно анализируемым 
участкам генома M. leprae в разведениях от 1 до 1000, 
с одной стороны, продемонстрированы четкие различия 
результатов коамплификации в зависимости от количе-
ственного присутствия детектируемой ДНК (угол на-
клона графика), а с другой — очень высокая степень 
сопряжения между ними, характеризуемая значениями 
параметра R2 от 0,966 до 1,0, обосновывающая возмож-
ность одновременного анализа одно- и многокопийных 
участков генома M. leprae в широком диапазоне тести-
руемых концентраций (а значит, и при значительных ва-
риациях бактериальной обсемененности).

Принимая во внимание нестабильную амплифика-
цию однокопийного гена sodA и низкую чувствитель-
ность теста на rpoB, лучшим выбором представляется 
система RLEP-mntH. При высоких показателях бактери-
альной обсемененности РТ-ПЦР с ее использованием 
отражает наличие патогена в виде Ct < 33 по двум кана-
лам флуоресценции FAM (RLEP) и VIC (mntH), при сни-
женных — как высокий уровень сигнала по каналу FAM 
и низкий — по каналу VIC (Ct = 33–36), а в случае 
следовых количеств присутствия патогена — только 
через сигнал по каналу FAM.

Тем самым результаты проведенного исследования 
продолжают и развивают представления о возможности 
совершенствования лабораторной диагностики лепры 
на основе использования мультиплексной ПЦР, в одном 
исследовании детектирующей несколько фрагментов 
генома его возбудителя. Примером может служить ис-
пользование псевдогенов ML1545, ML2180 и ML2179, 
обеспечивающих 75,61 % положительных результатов, 
а также увеличение процента обнаружения при олиго-
бациллярной лепре с 22,2 до 80,3 % при использовании 

Таблица 2. Результаты амплификации (Ct) видоспецифичных участков генома M. leprae с разной степенью копийности
Table 2. Amplification results (Ct) of species-specific sections of the M. leprae genome with varying degrees of copy number

Таблица 3. Характеристики графиков стандартных разведений (от 1 до 1000) при коамплификации участков генома M. leprae с разной степенью копийности
Table 3. Characteristics of the plots standard dilutions (from 1 to 1,000) during co-amplification of M. leprae genome sections with varying degrees of copy number

№ и характеристика образца 
клинического материала

Концентрация ДНК 
в образце, нг/мкл

Анализируемые участки генома

RLEP sodA mntH rpoB

4 (скарификат кожи локтя) 26,5 31,3 >40 35 38

8 (скарификат кожи ягодицы) 12 29,4 35,2 35 36

9 (кожный биоптат колена) 125,5 24,3 30,22 31 34

Пороговый уровень флуоресценции 14356 8957 5222 5183

Коамплифицируемые фрагменты 
генома M. leprae Канал детекции Угол наклона графика Значение параметра R2 Эффективность

RLEP/sodA
RLEP/FAM –3,34 0,998 99,5

sodA/VIC –3,58 0,966 90,2

RLEP/mntH
RLEP/FAM –3,2 1 105,6

mntH/VIC –3,3 1 101,5
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других маркеров генома M. leprae [17, 18]. В свою оче-
редь, наиболее близкой к нашей разработке является 
мультиплексная РТ-ПЦР, анализирующая одновремен-
но три участка генома возбудителя лепры: RLEP, 16S 
rRNA и sodA и нацеленная на раннюю диагностику за-
болевания [11]. В то время как индивидуальный предел 
детекции очищенной ДНК Mycobacterium leprae соста-
вил 10–8 µг/µл для RLEP и 10–6 µг/µл для 16S rRNA и sodA, 
одновременное использование трех участков генома 
повысило предел детекции до 10–9 µг/µл, что значитель-

но повышает чувствительность обнаружения патогена 
(более чем 93 %).

Для окончательных выводов о чувствительности 
и диапазонах определения бактериальной обсеме-
ненности клинического материала с использованием 
предлагаемой нами и известных из литературы тех-
нологий коамплификации, а также связи результатов 
РТ-ПЦР со статусом олиго- или мультибациллярности 
необходимо проведение дальнейших исследований 
на расширенной выборке пациентов.
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