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Определение генетических детерминант устойчивости штаммов 
Mycobacterium leprae к антимикробным препаратам методом 
минисеквенирования

Вербенко Д.А., Соломка В.С., Дерябин Д.Г., Левичева Ю.Ю., Карамова А.Э., Кубанов А.А.
ФГБУ «Государственный научный центр дерматовенерологии и косметологии» Минздрава России, Москва, Россия

Цель. Разработать метод выявления генетических детерминант устойчивости клинических изоля-
тов Mycobacterium leprae к трем группам антимикробных препаратов: дапсону, рифампицину и 
фторхинолонам.
Материалы и методы. В работе использовали клинические изоляты M. leprae, полученные от па-
циентов, находящихся на лечении в Сергиево-Посадском филиале «ГНЦДК» Минздрава России 
с диагнозами «Лепра. Лепроматозный тип», «Лепра мультибактериальная, пограничная форма». 
Выделение тотальной ДНК из анализируемых образцов после их гомогенизации проводили с ис-
пользованием набора «Проба-НК» (Россия). Выбор последовательностей олигонуклеотидов и ги-
бридизационных зондов для амплификации участков генома M. leprae, потенциально содержащих 
детерминанты резистентности, осуществлен согласно информации портала BLAST, а их синтез вы-
полнен ООО «Синтол» (Россия). Первый этап амплификации целевых фрагментов генома M. leprae 
проведен с использованием набора «QIAGEN Multiplex PCR kit» (Германия), а последующее ми-
нисеквенирование – с использованием набора «SNaPshot» на приборе ABI 3130 GeneticAnalyser 
(Applied Biosystems, США). Анализ полученных данных проводили с использованием Peak Scanner 
Software.
Результаты. Разработан метод минисеквенирования, позволяющий одновременно выявлять шесть 
наиболее распространенных генетических детерминант устойчивости M. leprae к антимикробным 
препаратам непосредственно в кожном биоптате пациента. Анализируемые детерминанты рас-
положены в участках, определяющих возникновение резистентности к дапсону – в геномном ло-
кусе folP1 (T53, Р55), рифампицину – в гене rpoB (D441, H451, S456) и фторхинолонам – в гене 
gyrA (A91). Контрольной реакцией, подтверждающей присутствие M. leprae в биоптате кожи, яв-
ляется ПЦР с использованием праймеров к некодирующему повторяющемуся элементу генома ле-
пры RLEP. Апробация метода на образцах клинического материала от пациентов больных лепрой 
показала отсутствие значимых детерминант устойчивости M. leprae к антимикробным препаратам, 
наиболее часто используемым для терапии данного заболевания.
Выводы. Система быстрой идентификации устойчивости M. leprae к антимикробным препаратам 
представляется важным инструментом для персонализации медицинской помощи больным лепрой 
с возможностью выбора оптимальной схемы химиотерапии.

Identification of antimicrobial resistance determinants in Mycobacterium 
leprae using SNaPshot technique

Verbenko D.A., Solomka V.S., Deryabin D.G., Levicheva Yu.Yu., Karamova A.E., Kubanov A.A.
State Research Center of Dermatovenereology and Cosmetology, Moscow, Russia

Objective. The development of a method for identifying frequent genetic determinants of Mycobacterium 
leprae clinical isolates resistance to three groups of antimicrobial drugs: dapsone, rifampicin and 
fluoroquinolones using SNaPshot technique.
Materials and methods. The study included M. leprae clinical isolates obtained from skin biopsies of 
patients undergoing leprosy treatment at the Sergiev Posad branch of the State Research Center of 
Dermatovenereology and Cosmetology of the Ministry of Health of Russia. One of the patients has the 
diagnosis ‘Leprosy, lepromatous type’, the second one has the diagnosis ‘Leprosy. Multibacterial leprosy, 
borderline’. The selection of oligonucleotide sequences and hybridization probes for M. leprae drug 
resistance-determining genomic regions PCR was carried out according to information from the BLAST, 
the synthesis was performed by ‘Synthol’ LLC (Russia). The first PCR was carried out using the QIAGEN 

mailto:verbenko@cnikvi.ru
mailto:verbenko@cnikvi.ru
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Multiplex PCR kit (Germany), and subsequent SNP analysis using the “SNaPshot” kit at the ABI 3130 
Genetic Analyzer. The data obtained were depicted using Peak Scanner Software.
Results. A method of six most frequent genetic determinants of antimicrobial resistance of M. leprae 
identification in patient skin biopsies was developed. Drug resistance of the disease is caused by the 
M. leprae genome mutations located in drug resistance-determining regions in the genomic loci: folP1 
for dapsone, rpoB for rifampicin and gyrA for fluoroquinolones resistance. The SNP polymorphisms 
stipulated drug resistance as a result of changes in the amino acid sequence of the transcribed protein, 
are determined in following M. leprae genome regions: rpoB: D441, H451, S456; gyrA: A91; folp1: 
T53, T55. The technique is SNaPshot determination of nine SNP performed on DNA isolated from the 
patient’s biological material. The control reaction confirming the presence of M. leprae DNA in the 
sample is PCR using primers to the non-coding repeat element of the leprosy genome RLEP. The pilot 
application of the technique developed to the samples of clinical material from patients showed the 
absence of M. leprae resistance determinants to antimicrobial drugs most often used to treat leprosy.
Conclusions. The use of a system for rapid identification of leprosy clinical isolates resistance to 
antimicrobial therapy will personalize the provision of medical care and provide the opportunity to select 
the optimal chemotherapy regimen, which will lead to increased efficiency of treatment of the disease.

Введение

Лепра (болезнь Гансена) – инфекционное заболева-
ние, вызываемое бактериями Mycobacterium leprae и 
Mycobacterium lepromatosis, приводящее к глубоким по-
ражениям кожи, периферической нервной системы, а 
также передней камеры глаза, верхних дыхательных пу-
тей, яичек, кистей  и  стоп [1–2]. Заболевание распро-
странено в тропических странах, особенно в Индии, 
Филиппинах и Бразилии [1]. В России отмечаются еди-
ничные случаи заболеваемости, в основном обусловлен-
ные трансграничным переносом лепры из эндемичных 
очагов заболеваемости, а также скрытая заболевае-
мость, связанная со сложностью диагностики ранних 
стадий лепры, инкубационный период которой состав-
ляет от 5 до 40 лет [3]. Спектр фармакологических пре-
паратов терапии лепры в настоящее время ограничен, 
а их длительное применение способствовало появле-
нию резистентных штаммов M. leprae, при этом уровень 
выявляемой в эндемичных странах резистентности ле-
пры к антимикробным препаратам в настоящее время 
возрастает [4–9].

Выявление штаммов лепры с лекарственной устой-
чивостью осложнено невозможностью культивирова-
ния M. leprae на искусственных питательных средах. 
Идентификация детерминант антибиотикорезистент-
ности M. leprae для рифампицина, дапсона и офлок-
сацина стала возможна только после развития мето-
дов ПЦР и секвенирования ДНК. Использование этих 
технологий позволило существенно увеличить чув-
ствительность определения генетических детерминант 
устойчивости, что позволило получать результат с ис-
пользованием смешанных образов ДНК M. leprae и па-
циента в течение суток. Лекарственная устойчивость 
лепры развивается при появлении генетических детер-
минант резистентности в определенных геномных ло-

кусах: folP1 для дапсона, rpoB для рифампицина и gyrA 
для офлоксацина [4, 9]. Возникновение генетических 
детерминант резистентности обусловлено точечными 
мутациями, поиск которых осуществляется секвениро-
ванием участков генома, определяющих возникнове-
ние резистентности (DRDR, drug resistance-determining 
region) либо полногеномным анализом штамма M. lep­
rae [6, 9]. В  настоящее время секвенирование явля-
ется «золотым стандартом» выявления устойчивости 
клинических изолятов лепры к антимикробным пре-
паратам, рекомендованным Всемирной организацией 
здравоохранения [4]. Разработаны и другие подходы 
современной молекулярной диагностики, например ал-
лель-специфичная гибридизация [10-12]. Выявление 
однонуклеотидных полиморфизмов осуществляется 
также методом минисеквенирования, либо масс-спек-
трометрической идентификацией [13]. Применение ми-
нисеквенирования для выявления устойчивости клини-
ческих изолятов лепры к антимикробным препаратам 
позволит в случае необходимости расширить систему 
мониторинга генетических детерминант включением 
в нее дополнительных маркеров, которые могут быть 
выявлены в качестве детерминант антибиотикорези-
стентности лепры в будущем. Метод минисеквенирова-
ния характеризуется достаточной чувствительностью и 
специфичностью для прямой идентификации мутаций в 
образце ДНК, выделенной из биоптата кожи пациента, 
без дополнительного культивирования лепры в лап-
ках мышей или броненосцах и без применения слож-
ных процедур подготовки библиотек полногеномного 
секвенирования. 

Цель исследования – разработать метод, позволяю-
щий проводить выявление наиболее распространенных 
в эндемичных странах генетических детерминант рези-

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%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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стентности клинических изолятов лепры к трем груп-
пам антимикробных препаратов дапсону, рифампицину, 
а также фторхинолонам, с использованием технологии 
минисеквенирования.

Материалы и методы

Для разработки метода использовалась геномная 
ДНК, выделенная из биоптата кожи локтя, получен-
ного в 2023 г. от пациента А, 1940 г.р., находящегося 
на лечении в СПФ ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава России 
с диагнозом «А30.5: лепра мультибактериальная, ле-
проматозная форма, активная стадия. Рецидив» [14]. 
При окраске препарата биоптата ткани локтя по Циль-
Нильсену средний бактериоскопический индекс (БИН) 
микобактерий составил 3,23; при бактериоскопиче-
ском исследовании обнаружены гомогенные и зерни-
стые микобактерии лепры (средний БИН = 3,67).

Выбор последовательностей олигонуклеотидов и ги-
бридизационных зондов для амплификации участков де-
терминант антибиотикорезистентности осуществлен со-
гласно информации портала BLAST [15], синтез выполнен 
ООО «Синтол» (Россия). Определение генетических 
детерминант антибиотикорезистентности микобактерий 
лепры осуществляли последовательным проведением 
двух этапов ПЦР с промежуточной очисткой и последу-
ющим определением однонуклеотидных полиморфизмов 
после разделения в капилляре генетического анализа-
тора 3130 Genetic Analyzer согласно инструкции произ-
водителя набора SNaPshot (Applied Biosystems, США).

Проверка разработанного метода осуществлялась 
на геномной ДНК, выделенной из биоптата кожи, по-
лученного в 2023 г. от пациента Б., находящегося на 
лечении в СПФ ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава России с 
диагнозом «А30.4: лепра мультибактериальная, погра-
ничная форма, активная стадия» [16]. При окраске пре-
парата биоптата ткани по Циль-Нильсену средний БИН 
микобактерий составил 3,17.

Исследование по определению генетических детер-
минант резистентности выполнено в референс-центре, 
созданном на функциональной основе на базе ФГБУ 
«ГНЦДК» Минздрава России, в целях предупреждения 
распространения биологических угроз (опасностей).

Выявление ДНК M. leprae в смеси геномной ДНК 
человека, предположительно содержащей ДНК мико-
бактерий лепры, осуществляли с использованием мо-
лекулярно-генетического анализа видоспецифичного 
некодирующего многокопийного элемента генома RLEP 
(leprae specific repetitive element) [17]. Образцы биоп-
тата кожи весом не более 30 мг предварительно го-
могенезировали с использованием автоматической 
шаровой мельницы Tissue Lyser II (Qiagen, Германия) в 
течение 10 мин. с частотой 20 Гц в 400 мкл лизирую-
щего буфера, входящего в состав набора для выделе-
ния ДНК, после чего проводили выделение ДНК с ис-
пользованием набора «Проба-НК» («ДНК-технология», 
Россия) согласно инструкции производителя. Качество 
полученных образцов ДНК оценивали с помощью спек-

трофотометра по отношению спектров УФ-поглощения 
на длинах волн 260/280 нм. 

Обнаружение ДНК M. leprae методом ПЦР в ре-
альном времени проводили, как описано ранее [3] 
с использованием прибора Quant Studio 5 (Applied 
Biosystems, США) в 0,1 мл пробирках фирмы Biologix 
(Китай). Реакцию осуществляли в 20 мкл смеси, включа-
ющей 0,1 мкМ каждого праймера и гидролизующейся 
пробы; 5 мкл готовой реакционной смеси для ПЦР 5X 
qPCRmix-HS («Евроген», Россия), а также деионизиро-
ванную воду. Амплификацию проводили по программе, 
включающей плавление ДНК и активацию Taq полиме-
разы в течение 5 мин. при температуре 95°С и после-
дующими 40 циклами, включающими отжиг праймеров 
при 60°С с одновременной детекцией флуоресценции 
по каналу FAM в течение минуты и плавление при 95°С 
в течение 15 сек. Эксперимент осуществляли в при-
сутствии отрицательного контроля (содержащего де-
ионизированную воду вместо ДНК), а также положи-
тельного контроля для повторяющегося участка генома 
лепры RLEP, содержащего искусственно синтезирован-
ный эквивалент количества 1000 копий анализируе-
мого участка ДНК.

Результаты

Особенностью метода минисеквенирования яв-
ляется использование двух последовательных муль-
типлексных реакций ПЦР с разными наборами прай-
меров, с последующим определением аллельных 
вариантов при помощи фрагментного анализа в капил-
ляре генетического анализатора. В первоначальной ре-
акции производится амплификация короткого (60–300 
н.о.) фрагмента геномной ДНК, включающего в себя 
участок генома, в котором расположен однонуклео-
тидный полиморфизм. Второй этап ПЦР заключается 
в гибридизации одного праймера, фланкирующего од-
нонуклеотидный полиморфизм, с участком амплифици-
рованного ранее фрагмента ДНК с последующим тер-
минированием реакции путем встройки флюоресцентно 
меченого дидезоксинуклеотидфосфата. Различные 
типы нуклеотидных оснований при этом помечены раз-
личными красителями. Праймер, фланкирующий одно-
нуклеотидный полиморфизм, может быть не полностью 
комплиментарным амплифицированному фрагменту в 
той части, которая отдалена от однонуклеотидного по-
лиморфизма. Это свойство используется для констру-
ирования праймеров такого размера, чтобы можно 
было проводить разделение продуктов реакции мини-
секвенирования сразу нескольких однонуклеотидных 
полиморфизмов одновременно. Достройка некомпле-
ментарной части праймера может осуществляться по-
ли-(TG)-последовательностью.

Для практической реализации данного метода 
были выбраны однонуклеотидные полиморфизмы, при-
водящие к аминокислотным заменам, представлен-
ным в Таблице 1. Проведение первого этапа ПЦР осу-
ществляли для трех участков генома M. leprae rpoB, 

https://evrogen.ru/products/pcr/mixes/qpcrmix-hs
https://evrogen.ru/products/pcr/mixes/qpcrmix-hs
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gyrA, folp1, содержащих в последовательности иссле-
дуемые детерминанты устойчивости к антимикробным 
химиопрепаратам, а также контрольной реакции для 
повторяющегося участка генома лепры RLEP, с после-
дующей визуализацией успешного прохождения реак-
ции в системе гель-документации VersaDoc (Bio-Rad) 
при окраске бромистым этидием после проведения 
разделения фрагментов электрофорезом в 2% ага-
розном геле (буфер ТАЕ, напряжение 180 В, время 
30  мин.). Для определения молекулярного веса ам-
плифицированных фрагментов использовался мар-
кер длин 100–1000 п.н. фирмы Thermo Fisher Scientfic 
(США). Информация о последовательностях прайме-
ров, использованных для первой реакции ПЦР назван-
ных генов, и размерах амплифицированных фрагмен-
тов представлена в Таблице 2.

ПЦР проводили в 0,1 мл пробирках фирмы Biologix 
(Китай) в объеме 20 мкл, содержащих буфер для 
ПЦР из набора QUAGEN Multiplex PCR Kit (Германия) 
10 мкл, по 5 пМ каждого из праймеров в 1 мкл смеси, 
от 1 до 100 нМ ДНК, а также деионизированную воду. 
Амплификацию проводили по программе, включающей 
плавление ДНК и активацию Taq полимеразы в течение 
15 мин. при температуре 95°С и последующими 40 ци-
клами, включающими отжиг праймеров при 57°С в те-
чение минуты, элонгацию при 72°С в течение минуты, а 
также плавление при 95°С в течение 30 сек. Очистка 
продуктов ПЦР по окончании реакции производилась 
инкубированием при 37°С в течение 45 мин. в присут-
ствии ферментов экзонуклеазы I и щелочной фосфа-
тазы: к 5 мкл продукта ПЦР добавляли 0,5 мкл ExoI и 
1 мкл FastUP (Thermo Fisher Scientfic (США), с инактива-
цией ферментов в течение 15 мин. при 85°С.

Очищенные продукты первого этапа ПЦР смеши-
вали в соотношении 1:1:1 и использовали для прове-

Таблица 1.	Наиболее распространенные генетические 
детерминанты устойчивости M. leprae 
к антимикробным препаратам, анализируемые 
с помощью метода минисеквенирования

Антимикробные 
препараты

Мишень препарата  
(кодирующий ген)

Аминокислотные 
замены, веду-

щие к развитию 
резистентности

Дапсон Дигидроптероат-синтетаза 
(folP1)

T53I (A)
P55R (L) 

Рифампицин РНК-полимераза (rpoB) D441Y(N)
H451Y(D)
S456L (M, F, W)

Фторхинолоны ДНК-гираза (gyrA) A91V (P,T)

Таблица 2.	Олигонуклеотидные последовательности праймеров 
для мультиплексной ПЦР целевых участков генома 
M. leprae

Участок 
генома 

Наиме
нование 

прай
мера

Нуклеотидная  
последовательность 5'-3'

Длина 
фраг-
мента

folp1 C_F CCTGACGATGCTGTCCAG 246 н.о.

C_R GTGGTCGTGTAGCAACTG

rpoB A_F GTCGAGGCGATCACGCCGC 278н.о.

A_R GCTGTTACTTGGCTAGTCTG

gyrA B_F GATGGTCTCAAACCGGTACATC 225 н.о.

B_R TGGGCCGCTTGGCTTTAACGGAAC

RLEP k_F GCAGCAGTATCGTGTTAGTGAA 102 н.о.

k_R TGCGCTAGAAGGTTGCCGTAT

Таблица 3. Олигонуклеотидные последовательности праймеров для проведения второго этапа (гибридизационной ПЦР) 
при определении генетических детерминант устойчивости M. leprae к антимикробным препаратам

Анализируемая детерминанта 
устойчивости

Нуклеотидная последовательность  
гибридизующегося праймера 5’-3’ 

Размер  
ампликона

Аллельный вариант 
дикого типа

folp1Thr53Arg
Thr53Ile

(TG)27TCGACGTCGGTGGCGAATCGA 76 C

folp1Thr53Ala (TG)30TCGACGTCGGTGGCGAATCG 81 A

Folp1 Pro55Leu (TG)9GGATCGGTCCTAATGGCACCG 40 G

GyrA Ala91Val GGCACTAACGTGTCATAAATCGAT 25 G

RpoB Asp441Tyr
Asp441Asn

(TG)7CGACAGAGGGTTGTTCTGAT 35 C

RpoB His451Asp
His451Tyr

(TG)13CAACCCTCTGTCGGGCCTGACC 55 C

RpoB Ser456Phe (TG)12AAACCACCCGGGCCCAGCGC 45 C

RpoB Ser456Met (GT)12GGGCCTGACCCACAAGCGCCGGCTG 50 T

RpoB Ser456Trp
Ser456Phe
Ser456Met
Ser456Leu

GTGTGGGCCTGACCCACAAGCGCCGGCTGT 31 C
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Рисунок 1.	Пример определения трех однонуклеотидных полиморфизмов генетических детерминант резистентности 
M. leprae к дапсону. Цвет пика указывает на аллельный вариант, размер пика (подвижность в капилляре) 
определяет конкретную детерминанту, маркер молекулярного веса обозначен пиками красного цвета. Слева 
направо: детерминанты замен T53I, T53А и P55L в дигидроптероат-синтетазе

Рисунок 2.	Пример определения пяти однонуклеотидных полиморфизмов генетических детерминант резистентности M. leprae 
к рифампицину. Цвет пика указывает на аллельный вариант, размер пика (подвижность в капилляре) определяет 
конкретную детерминанту, маркер молекулярного веса обозначен пиками красного цвета. Слева направо: 
детерминанты замен S456L(W), D441Y(N), S456F, S456M, H451D(Y) в субъединице В РНК-полимеразы

Рисунок 3.	Пример определения девяти однонуклеотидных полиморфизмов генетических детерминант резистентности 
M. leprae к дапсону, рифампицину и фторхинолонам. Цвет пика указывает на аллельный вариант, размер пика 
(подвижность в капилляре) определяет конкретный однонуклеотидный полиморфизм (согласно Таблице 3). 
Маркер молекулярного веса DS-120 LIZ обозначен пиками красного цвета
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дения гибридизационной ПЦР с олигонуклеотидами, 
фланкирующими однонуклеотидные полиморфизмы, 
последовательности которых приведены в Таблице 
3. Реакцию осуществляли в 0,1 мл пробирках фирмы 
Biologix (Китай) в объеме 10 мкл, содержащем 5 мкл 
готовой смеси 2x SNaPshot PCR ready Master Mix, 3 мкл 
воды, 1 мкл смешанных очищенных продуктов ПЦР и 
1 мкл смеси праймеров. Амплификацию проводили по 
программе, включающей 25 циклов: отжиг праймеров 
при 50°С в течение 5 сек., элонгацию при 60°С в те-
чение 30 сек., а также плавление при 95°С в течение 
10 сек. Очистка продуктов ПЦР по окончании реакции 
производилась инкубированием при 37°С в течение 45 
мин. в присутствии щелочной фосфатазы: к 5 мкл про-
дукта ПЦР добавляли 1 мкл фермента FastUP (Thermo 
Fisher Scientfic (США), с инактивацией в течение 15 
мин. при 85°С.

К 0,5 мкл очищенного продукта второго этапа ПЦР 
добавляли 9 мкл деионизированного формамида, мар-
кер молекулярного веса Gene Mapper LIZ-120 (Applied 
Biosystems, США) и проводили денатурацию получен-
ной смеси при 95°С в течение 5 мин. с последующим 
охлаждением на льду. 

Разделение смеси продуктов второго этапа мульти-
плексной ПЦР производили в генетическом анализаторе 
ABI 3130 Genetic Analyser фирмы «Applied Biosystems» 
(США) согласно протоколу работы с набором SNaPshot. 
Разделение проводили в стандартном капилляре длиной 
50 см, заполненным полимером POP-7. Время введения 
образца составило 7 сек. Полученные хроматограммы 
визуализировали при помощи программного обеспече-
ния Peak Scanner Software 2 (Applied Biosystems, США). 
Расшифровка производилась по сопоставлению вре-
мени удержания амплифицированных фрагментов с 
маркером молекулярного веса Gene Mapper LIZ-120. 
Производитель набора SNaPshot (Applied Biosystems, 
США) предлагает также возможность автоматической 
расшифровки однонуклеотидных полиморфизмов при 
использовании соответствующего программного обе-
спечения, например «Gene Mapper Software». 

Сопоставление полученных данных с аллельными 
вариантами дикого типа и выводы о наличии генетиче-
ских детерминант устойчивости лепры к антимикроб-
ным препаратам при обнаружении отклонений от алле-
лей дикого типа.

Результат анализа генетических детерминант 
устойчивости клинического изолята лепры, выделен-
ного из биоптата ткани пациента А представлен на 
Рисунках 1–3 в качестве примера определения девяти 
однонуклеотидных полиморфизмов генетических детер-
минант резистентности лепры к дапсону, рифампицину и 
фторхинолонам не выявили наличия мутаций в анализи-
руемых участках генома M. leprae. Полученный резуль-
тат полностью подтверждается данными секвенирова-
ния участков генома, определяющих возникновение 
резистентности, проведенного ранее [18].

Проведенный анализ полученного от пациента Б. об-
разца биоптата кожи выявил наличие ДНК M. leprae. 

Пороговый цикл амплификации в образцах ДНК при 
уровне 5000 усл. ед. флуоресценции оказался равен 
14,8, что свидетельствует о высоком уровне бактери-
альной обсемененности, подтвержденным результатами 
бактериоскопии (средний БИН более 3). Определение 
генетических детерминант резистентности лепры к 
дапсону, рифампицину и фторхинолонам, проведенное в 
условиях, описанных для анализа биоптата пациента А., 
не выявило наличия мутаций в анализируемых участках 
генома M. leprae. Полученные данные свидетельствуют 
о высокой вероятности отсутствии устойчивости клини-
ческого изолята лепры, выявленной у пациента Б., к те-
рапии антимикробными препаратами. Однако, малая 
вероятность недостаточно эффективной терапии забо-
левания стандартными схемами комбинированной ле-
карственной терапии в случае лепры все же остается 
[18, 19]. Подобные ситуации возникают достаточно 
редко, и в таком случае, для окончательного ответа на 
вопрос об устойчивости клинического изолята пациента 
к химиотерапии необходимо проведение полногеном-
ного анализа генетических детерминант резистентности, 
поскольку разработанная нами система позволяет про-
водить анализ только наиболее распространенных гене-
тических детерминант резистентности. 

Обсуждение

Полученные данные выявили дикий тип аллельных ва-
риантов полиморфизмов, мутации в которых определяют 
возникновение устойчивости лепры к антимикробной те-
рапии, в двух исследованных клинических изолятах, по-
лученных от пациентов с высоким уровнем бактериаль-
ной нагрузки M. leprae. Хотя полученные результаты 
оказались сопоставимы с данными, полученными для од-
ного из пациентов методом прямого секвенирования по 
Сэнгеру, для окончательной проверки работы разрабо-
танной системы определения устойчивости лепры к анти-
микробной терапии и расчета параметров чувствитель-
ности и специфичности требуется проведение анализа 
расширенной выборки клинических изолятов.

Заключение

Разработанный метод определения устойчивости ле-
пры к антимикробным препаратам позволит проводить 
выявление резистентности клинических изолятов лепры 
из кожного биоптата пациента к трем группам антими-
кробных препаратов дапсону, рифампицину, а также 
фторхинолонам. Метод основан на выделении смеси 
ДНК человека и микобактерий лепры (предполагается 
присутствие микобактерий в образце, подтвержденное 
при помощи ПЦР-исследования с использованием прай-
меров к некодирующему повторяющемуся элементу ге-
нома лепры RLEP). Для проведения теста применяется 
технология минисеквенирования, которая может быть 
заменена технологией анализа однонуклеотидных за-
мен с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии [13] 
с использованием того же набора олигонуклеотидов и 
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проведения ПЦР в аналогичных условиях. Метод позво-
ляет проводить определение шести наиболее распро-
страненных генетических детерминант устойчивости 
M. leprae к антимикробным препаратам (Таблица 1). 

Использование системы быстрой идентификации 
устойчивых к терапии АМП штаммов поможет назна-
чению терапии лепры с учетом резистентности, что по-
зволит избежать развития тяжелых последствий забо-
левания.
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