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СОВРЕМЕННАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ТУБЕРКУЛЕЗА

ОРГАНОВДЫХАНИЯ

Ц Н И И Т  Р А М Н , Москва

По данным ВОЗ, с середины 1980-х годов во всем 
мире нарастает эпидемия туберкулеза. Основным эпи

демиологическим показателем, характеризующим случай 
активного туберкулеза, является наличие у больного 

бактериовыделения. Однако микробиологическая ди

агностика туберкулеза имеет относительно низкую 
чувствительность и сопряжена с рядом трудностей: 

процесс деления М .tuberculosis более длителен (со
ставляет 24 часа и более) по сравнению с другими 
гноеродными бактериями (максимум от 15 минут до 3 
часов). В связи с этим верификацию диагноза при 
туберкулезе провести значительно труднее, чем при 

любой другой бактериальной инфекции. До настящего 
времени “ Go/d”-методом, по данным зарубежных и 
отечественных исследований, проодолжает оставаться 
бактериоскопическая и культуральная диагностика 

туберкулеза. Специфические микробиологические ме
тоды для идентификации М .tuberculosis широко ис
пользуются с тех пор, как в 1882 году Кох объявил 
Берлинскому Физиологическому Обществу, что он 
наблюдал при бактериоскопии возбудитель туберку
леза [48]. Исследование мазков мокроты на кислото
устойчивые бактерии —  наиболее быстрый способ 
получить доказательство туберкулезной инфекции. 

Однако не у всех инфицированных можно обнаружить 
микобактерии туберкулеза в мазке, кроме того, по 
мазку нельзя отличить М .tuberculosis от условно-па

тогенных кислотоустойчивых микобактерий. Посевы 
на селективные питательные среды более чувстви
тельны, но требуют длительного времени из-за низкой

скорости роста микобактерий. В связи с этим в послед

нее время получили развитие высокочувствительные 
методы микобактериальной диагностики туберкулеза: 
биохимические, радиометрические и другие. Однако 
использование традиционных методов не позволяет во 
всех случаях активного туберкулезного воспаления 
выявить микобактерии туберкулеза из диагностичес

кого материала. В настоящее время значительные 
достижения получены в результате молекулярно-гене
тических исследований. В диагностике туберкулеза 

разработана и внедрена амплификационная тест-сис
тема. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) — быст
рый и действенный метод для получений in  v itro  
миллионов копий специфического фрагмента ДНК. 

Эта методика, разработанная в 1985 г. S a ik i et a l., 
позволила проводить идентификацию ДНК, прямое 
клонирование и секвенирование как ДНК, так и РНК 
[35]. Так как этот метод позволяет быстро обнаружи
вать и определять количественно несколько копий 

ДНК, его можно считать ниболее важным достижением 
последних лет для идентификации инфекций. ПЦР 
дает экспоненциальное увеличение ДНК мишени и с 
эффективностью реакции 100% 20 ПЦР-циклов при
водят к увеличению исходной ДНК в 1 миллион раз. 

Продукт ПЦР единичной молекулы ДНК, т.е. ДНК 
единичной М .tuberculosis, можно обнаружить фото

графическим, радиометрическим или колориметрическим 
методами.

Как показала практика, обычное использование 
ПЦР в клинических лабораториях нуждается в повы



шении и чувствительности, и специфичности. Чув
ствительность ПЦР может быть повышена через уве
личение числа циклов. Кроме того, чувствительность и 
специфичность можно повысить добавлением второй 

ПЦР, то есть проведением так называемой “nested” 

ПЦР, когда используются праймеры, внутренние к 

первым праймерам, то есть амплификации подверга

ются продукты первой ПЦР. Эта методика использо
валась, чтобы амплифицировать малое число копий 
ДНК, ДНК из старых образцов, Так, в 1994 году 

W .L.Sa lo  et a l. обнаружили ДНК М .tuberculosis в 
ткани легкого 1000-летней мумии, используя “nested” 
ПЦР с праймерами инсерционной последовательности 

IS6110 [37]. Необходимо отметить, что самые простые 
методы детекции —  электрофорез и фотографирование 
в ультрафиолетовых лучах, сравнительно малочув

ствительны. Разработан более чувствительный и спе
цифичный метод детекции — гибридизация продуктов 

ПЦР с радиоактивными зондами, но он не всегда подходит 
для клинических лабораторий. В 1989 г. R.K.Saiki et al. 
предложили модификацию этой методики с использова

нием неизотопной метки с биотиновыми зондами [36].
Дальнейшие усилий были направлены на объединение 

амплификации ДНК с неизотопной детекцией и авто
матизацией учета результатов. В 1990 г. J.W ahlberg  

et a l. опубликовали метод с использованием модифи

цированных праймеров, с помощью которых адсорби

руются продукты ПЦР на 96-луночные планшеты с 
последующей визуализацией иммуноферментным ме

тодом [46].
В 1991 г. G .M ante ro  et a l. описали метод обнару

жения продуктов ПЦР по гибридизации с олигонукле- 
отидными зондами, внутренними к амплифицированной 

ПЦР последовательности [27]. Такой метод ДНК-им- 

муноферментного анализа с автоматизированным учетом 
разработан для коммерческого использования (Serin  

B iom edica).
Чрезвычайно высокая чувствительность ПЦР в то 

же время представляет собой опасность для специ

фичности реакции. Контаминация экзогенной ДНК 

может исходить из клинических образцов, из бакте
риальных культур, используемых как положительный 

контроль. Чаще всего проблема является результатом 
накопления в лаборатории ампликонов ПЦР. Малое 
количество (К )'6 мкл) продуктов ПЦР может содер
жать до 10‘5 потенциально контаминирующих ампликонов, 

которые работают как ПЦР-субстраты. Для исключения 
ложноположительных результатов необходимо прини

мать ряд определенных предосторожностей: изоляцию 

пред- и постамплификационного процесса, использо

вание одноразовых материалов (перчатки, стерильные 
аэрозользащищенные наконечники), предварительное 

разаликвочивание реагентов, использование отдельных 
комплектов пипеток. В 1990— 1991 гг. были описаны 
два метода стерилизации ампликонов — ферментативный 

и фотохимический [26,10].
Чувствительность и специфичность ПЦР обуслав

ливаются и правильным подбором праймеров. Из ли

тературы известно, что в качестве мишеней использо
валась последовательность ДНК гена, кодирующего

белок 38 kDa (антиген Ь), комплексно-специфического 
гена М .tuberculosis, который присутствует в един
ственной копии в микобактериальной хромосоме [38]. 

Затем инсерционная последовательность S6110, пос

ледовательность, повторяющаяся 10— 16 раз в хромо

соме [43], ген белка теплового шока 65kDa (HSP), 
высоко стабильный ген с генспецифичной и видоспе

цифичной последовательностями [17], а также рибо- 

сомальная РН К [9].
Как показали Y .M iya zaky  et a l. в 1989 г., ПЦР с 

использованием праймеров, комплементарных к пос
ледовательности гена, кодирующего 38 кДа, при про
ведении одного цикла амплификации из 35 циклов 

имела предел обнаружения 100 КОЕ/мл. Когда про
дукты первой ПЦР были еще раз амплифицированы 

(35 циклов) во второй 11 nested” ПЦР, предел обнару

жения был в 1000 раз меньше (0,1 КОЕ/мл), чувстви

тельность составила 97% [30].
Использование в качестве мишеней инсерционных 

последовательностей IS6110 и IS986, повысило чув

ствительность ПЦР, так как число мишеней на одну 
микобактерию больше. К .D .E isenach et a l., A .H .J. 
K olk  et a l. и другие получили чувствительность в 
пределах от 74 до 91 % , при этом специфичность была 

от 72 до 100%, в зависимости от способа выделения 
ДНК, проведения амплификации и способа детекции 

[14,16,23].
Код гена для высококонсервативного 65 kDa белка 

(HSP65), относящегося к семейству протеинов тепло
вого шока, содежит как высококонсервативные обла

сти, так и переменные области, последовательности 

ДНК в которых видоспецифичны. Представители рода 
микобактерий содержат идентичные последовательности 
ДНК в консервативных зонах. Используя праймеры, 

комплементарные стабильным областям гена, можно 
выявлять ДНК всех микобактерий, а дальнейшая ампли

фикация продукта ПЦР с зондами, комплементарными 
к видоспецифичным последовательностям, позволяет 

отличить М .tuberculosis от микобактерий другого вида 

[17,32,33].
Методы РНК-амплификации были впервые приме

нены в ПЦР для амплификации 16S рибосомальной 

РН К М .tuberculosis. Амплификация 16S гРНК как 

мишени для ПЦР имеет некоторые преимущества. 

Во-первых, 16S гРНК в избытке находится в микобак- 
териальных рибосомах в большом числе копий (от 10 

до 104 на клетку), что значительно облегчает детек
цию. B .B odd inghaus et a l. в 1992 г. показали, что при 

обратной транскрипции гРНК получается комплемен
тарная дезоксирибонуклеиновая кислота (таким обра

зом получается от 103 до 104 копий ДНК на клетку) 
для дальнейшей амплификации в 0,1 fg микобактери
альной ДНК, то есть меньше, чем десятая часть 

микроорганизма (2x109 daltons), может быть легко 

обнаружена гибридизацией продукта ПЦР с ДНК-зон- 
дом [9]. Во-вторых, как и с HSP65 геном, присутствие 
высококонсервативной последовательности в гене 16S 
гРНК делает возможным ДНК амплификацию для 
“общей” диагностики микобактериальных инфекций. 
После амплификации с “общими” праймерами гибри



дизация продуктов ПЦР с видоспецифичными 16S 
гРНК ДНК-зондами или проведение последовательной 

ПЦР позволяет “ специфически” идентифицировать 
возбудитель микобактериальной инфекции [49]. По

добный метод использован в коммерческом наборе 

Gen-Probe.
Необходимо отметить, что одним из условий полу

чения стабильных результатов ПЦР является и подбор 
оптимального способа выделения ДНК. В отличие от 

микобактерий из культур, для которых разработаны 
стандартные процедуры с использованием протеиназы 

К и лизоцима для разрушения бактериальной стенки 
и выделения ДНК, выделение ДНК из мокроты, крови 

или других образцов имеет ряд технических проблем 

и требует многих усилий,чтобы обеспечить чувстви
тельность и специфичность.

Микобактерии и содержащий микобактерии кле
точный материал необходимо отделить от слизи, раз

рушить бактериальные клетки и сделать ДНК доступной 
для полимеразы в амплификации. Выбранный метод 
должен также перед амплификацией устранить извест
ные эндогенные или экзогенные ингибиторы ДНК-по- 

лимераз, такие как гемоглобин, антикоагулянты и 

детергенты. Были предложены некоторые методики 

быстрого лизирования клетки и выделения ДНК. Об
разцы мокроты наиболее часто обрабатываются с 

использованием N-ацетил-Ь-цистеина, дитиотреитола 

иди других восстановителей.
В мокроте и других образцах могут находиться 

эндогенные ингибиторы. Для того, чтобы их устра

нить, для выделения и очистки ДНК используют 

фенол-хлороформную экстракцию и осаждение этиловым 
спиртом, выделение гуанидином и осаждение силико- 

гелем [8,39].
Какова же роль молекулярной диагностики в кли

нической практике? Некоторые считают, что прогно

зирующие возможности ее ненамного превосходят 

люминесцентную микроскопию и посевы. Однако не
обходимо помнить, что повышается количество больных 

с ослабленным иммунитетом, с абациллярным тубер
кулезом. В этом контексте оценка эффективности 

ПЦР для диагностики туберкулеза должна включать 
клинические проявления, рентген, микроскопию мазка, 
посев и ответ на специфическое лечение (например, 

изониазид, рифампицин и пиразинамид).
Нами было оценена и изучена возможность исполь

зования ПЦР-набора “ПОЛИТУБ” фирмы “ЛИТЕХ” 

для диагностики туберкулеза. Было исследовано 38 
проб мокроты от 34 больных с верифицированным 

диагнозом “туберкулез” и 11 — от больных с неспе
цифическими заболеваниями легких. Все образцы были 

исследованы традиционными микробиологическими ме
тодами (бактериоскопия и посев) и методом ПЦР. 
Результаты ПЦР, проведенной с использованием на
бора “ПОЛИТУБ” , совпадали в 100% случаев с поло

жительными результатами микроскопии и/или посева 

и выявляли ДНК микобактерий в 65% случаев у 
больных туберкулезом с отрицительным результатом 

микроскопии и посева (абациллярных больных), в 
группе больных неспецифическими заболеваниями лег

ких результаты микроскопии, посева и ПЦР были 
отрицательными во всех случаях (10), кроме одного, 
у которого ПЦР была положительная. Проведенные 

исследования подтвердили высокую чувствительность 

и полезность применения метода ПЦР в клинической 
практике [4].

Одна захватывающая область исследования, кото
рая открывается с возможностью ПЦР-диагностики — 
латентная инфекция М .tuberculosis. По современной 

концепции туберкулезной инфекции из 100 человек, 
контактирующих с М .tuberculosis, 90 могут быть ин
фицированы; но только у 10 развивается активная 
болезнь. У остальных 90% инфекция будет оставаться 

латентной длительное время из-за противотуберкулез
ного иммунитета. Не установлено, могут ли лица с 
латентной инфекцией М .tuberculosis, выявляемые при 

помощи кожной туберкулиновой пробы, выделять бак

терии и могут ли они быть выявлены при помощи 

высокочувствительных молекулярных тестов. Однако 

в очень интересном исследовании с использованием 

IS6110 ПЦР D .A .W a lke re t a l. показали, что 55% лиц, 

подвергавшихся бытовым контактам с М .tuberculosis, 
и 80% лиц, у которые был туберкулез без рентгено

графических проявлений активного туберкулеза, имели 
положительные результаты ПЦР с отрицательными 
посевами мокроты и БАЛ. Таким образом, можно 

предполагать, что проведение ПЦР-исследований для 

групп населения с риском туберкулеза может иденти

фицировать пациентов с отрицательными результатами 
микроскопии и посевов с субклинической инфекцией 

М .tuberculosis [47].
Другая область исследования — роль микобактерий 

в хронических гранулематозных заболеваниях, таких 
как саркоидоз, хроническая гранулематозная болезнь, 

характеризуемая образованием неказеозной туберку- 
лоидной гранулемы, и отрицательная реакция кожи к 
PPD. Другой объект для изучения — болезнь Крона, 

хроническая гранулема кишечника, первичный цирроз 

печени, хроническая гранулема печени. J.M cFadden  
et a l. и I . C .M itch e ll et a l. в 1992 г. показали, что 

44— 50% лиц с легочным саркоидозом имели ДНК или 
РНК микобактерий в тканях легкого [15,29,34]. Нами 
показано, что при обследовании 314 больных саркои

дозом измененные МБТ бактериоскопическим методом 
выявляются у 70%, у 14% высеяны культуры мико

бактерий, 77% которых были ПЦР-положительными 
с INS праймерами фирмы Ниармедик [6].

Изучение биологических свойств высеянных мико
бактерий показало высокую степень изменчивости, 

которая состояла в измении тинкториальных свойств, 
переход в кокковидные формы, обеднение антигенной 
структуры, показанное Western b lo tt с моноклональ

ными антителами [3].

Необходимо остановиться на такой важной проблеме, 
как антибиотикорезистентность микобактерий. Мико

бактерия туберкулеза, естественно, резистентна к 

антибиотикам, особенно относящимся к ß-лактамам, 
макролидам и тетрациклинам. Это объясняется осо
бенностями липидного состава ее клеточной стенки, 

выступающей как эффективный барьер. Лекарства,



действующие на микобактерии туберкулеза, делятся 
на две группы: 1-й и 2-й линии. К  основным относятся 
изониазид, рифампицин, пиразинамид, этамбутол и 
стрептомицин. Лекарства второй группы, такие как 
фторхинолоны, менее эффективны и используются в 
случаях резистентности к основным препаратам. Рост 

заболеваемости туберкулезом связан в том числе и 

тем, что растет число микобактерий с множественной 
лекарственной устойчивостью, особенно к изониазиду 
и рифампицину одновременно. Поэтому очень важно 
как можно раньше вывлять M D R-штаммы. Помимо 
традиционных способов выявления лекарственной ус

тойчивости микобактерий методом культивирования на 

плотных питательных средах, а также на “ВАС ТЕС” 
в жидких средах, в последнее время разрабатываются 
новые диагностические методы, позволяющие оценивать 
лекарственную устойчивость на уровне генотипа [45]. 

Работа по изучению молекулярных механизмов рези
стентности показала наличие генов-мишеней для раз

личных препаратов. Мишенью для изониазида явля
ются kat G и inh А гены, для рифампицина гроВ, для 

стрептомицина S12 и 16S, для этамбутола embl, для 

фторхинолонов gyrA [11].
Доступность данных по молекулряной основе ле

карственной устойчивости к противотуберкулезным 
средствам дает возможность разработки новых диаг
ностических методов. Один из них ПЦР-SSCP (sing le- 
strand. c o n fo rm a tio n  p o lym o rp h issm , полиморфизм од- 

нонитевых фрагментов ДНК) —  тест, объединяющий 
стадию амплификации (П Ц Р) и простое разделение 
при нагревании двух цепочек ДНК, которые затем 
складываются внутримолекулярно и принимают ха- 
рактеристки одноцепочечной конформации. Наличие 

единичной мутации дает измененную конформацию и 

приводит к различной электрофоретической подвиж
ности разделенных сложенных цепочек или к конфор- 
мационному полиморфизму отдельных цепочек [31].

П Ц Р-SSCP был очень полезен в скрининге устой
чивости к рифампицину, т.к. устойчивость к этому 
средству представляет суррогатный маркер для MDR-TB 

[11,41,42].
П Ц Р-SSCP также можно использовать для скрин- 

нинга генных мутаций, ответственных за устойчивость 
к другим лекарствам: изониазиду, стрептомицину и 

фторхинолонам [18,19,40].
Кроме того, для видовой дентификации и определения 

лекарственной устойчивости микобактерий в 1994 г. 
V.K a p u r et a l. успешно использовали автоматическое 
секвенирование [21,22].

Нами совместно с нью-йоркским институтом Нацио

нального Здоровья были проанализированы 44 пробы 
Д НК микобактерий, выделенных от 32 пациентов. Из 

них 15 культур микобактерий были чувствительны к 

основным противотуберкулезным препаратам, 16 были 

резистентны к одному или двум, но не к изониазиду 
и рифампицину одновременно, а 13 имели множе

ственную лекарственную устойчивость. ДНК была 
охарактеризована по полиморфизму последовательности 
в генах katG и gyrA. Были обнаружены мутации в 
katG гене среди изониазидрезистентных штаммов,

причем для 17 образцов Д НК была показана 100% 

корреляция между мутациями katG и наличием резис
тентности к изониазиду. Изониазидчувствительные 
изоляты не имели мутаций в katG [25]. Хотел бь: 
подчеркнуть, что микробиологическое определение 
лекарственной устойчивости было проведено ускоренным 
методом, позволяющим уже на пятый день получать 
результаты. Метод был разработан и используется в 
отделе микробиологии ЦНИИТ РАМ Н.

Точечные мутации в гене гроВ, ответственные за 
резистентность М . tuberculosis к рифампицину, открытые 
A .T e le n ti et a l. [41], в России были изучены методом 

секвенирования ПЦР-фрагментов [2,5], что позволит, 
возможно, создавать тест-системы для выявления ле
карственной устойчивости микобактерий прямо в ди

агностическом материале.

При нарастании эпидемии туберкулеза и, особенно, 
распространении МДР-штаммов особое значение при
дается молекулярной эпидемиологии, основанной на 

изучении генетического фингерпринта микобактерий из 
разных географических зон [12]. В России подобные 

работы были начаты в 1993 году совместно НИИЭиМ  
им.Н.Ф.Гамалеи и ЦНИИТ PAMJH. Методом ПЦР-гено- 

типирования быдо показано генетическое разнообразие 

клинических изолятов микобактерий, выделенных из 
разных географических зон России и стран СНГ [7]. 

Для определения источника инфекции и путей ее 

распространения как в Америке, так и в Европе создан 

банк генотипических вариантов Д НК клинических 
изолятов микобактерий туберкулеза, выделенных в 
различных странах мира. Была обнаружена высокая 

степень генетического полиморфизма штаммов M yco 
bacte rium  tube rcu los is  [20]. Недавно было сфокусиро
вано внимание не инсерционной последовательности 
IS6110, которая, с одной стороны, является стабильным, 
характерным только для микобактерий туберкулезного 
комплекса элементом [28], а с другой —  одним из 
мобильных генетических элементов, который присут

ствует в хромосоме в различном числе копий и в 

различной локализации [43,13]. В настоящее время 
обнаружено несколько вариантов полиморфизма по 
длине рестрикционного фрагмента IS6110. Было пока

зано, что число копий и размер рестрикционных 
фрагментов, содержащих эти элементы, значительно 

отличаются [44]. С помощью молекулярного фингер
принта Д НК микобактерий на основе Pvull-IS6110 
рестрикционных фрагментов был описан характерный 
для микобактерий с множественной лекарственно*’ 
устойчивостью профиль гибридизации [24]. Подобны 

работы начаты и в России. А .Г .Х о м е н ко  с сот р. 
совместно с нью-йоркским институтом Национального 
Здоровья было показано большое генетическое разно
образие клинических изолятов М .tubercu los is , вг 
ленных от пациентов, находящихся на лечении 
ЦНИИТ  РАМ Н. Фингерпринт, основанный на IS611 
выявил несколько штаммов, относящихся к ранее 

охарактеризованному семейству Пекинских W  штам
мов, идентифицированных в Китае и Нью-Йорке [25]. 
М.А.Владимирским и др. методом амплипринтинга 

было показано сходство ДНК-отпечатков культур М .bovis



из одного хозяйства, а также М .tubercu losis, от 5 из 
8 детей Дмитровского района Московской области [1].

Таким образом, мелекулярно-генетические методы 
йспользуются для повышения эффективности микро
биологической диагностики туберкулеза, обнаружения 
патентной инфекции, выявления этиологического фактора 
при патологических процессах, сопровождающихся 
развитием гранулем, а также для эпидемиологических 
исследований.
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РЕЦЕНЗИЯ НА КНИГУ  

“ М ЕХАНИЗМЫ ВОСПАЛЕНИЯ БРОНХОВ И ЛЕГКИХ И 

ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНАЯ ТЕРАПИЯ 5,1

Болезни органов дыхания относятся к числу наиболее распрост

раненных и тяжелых форм патологии человека, поэтому проблема 

борьбы с ними, которая еще далека от разрешения, привлекает 

постоянное внимание пульмонологов, как исследователей, так и 

практиков —  клиницистов. Книга представляет собой плод коллек

тивного труда большой группы авторов под редакцией профессора 
Г.Б.Федосеева —  одного из наиболее авторитетных пульмонологов 
нашей страны.

Воспаление —  универсальный патологический процесс, с которым 
связаны практически все болезни органов дыхания. Общебиологи
ческие представления о воспалении как патогенетической основе 
легочной патологии, сосредоточены в 1-й главе, оно рассматривается

—  Механизмы воспаления бронхов и легких и противовоспалительная терапия /  Под ред. Г.Б.Федосеева. —  СП б “ Нордмед-Издат” ,

1998. —  688 с.

с физиологических и патологических позиций как единство повреж

дения дыхательных путей и защиты от него. Д ля клиники важно, 

что общие биологические закономерности воспаления реализуются 
почти бесконечным многообразием гетерогенных клинических форм 

и вариантов.
Этиология воспаления обсуждается во 2-й главе с учетом при- 1 

чинной роли инфекционных факторов (вирусов, бактерий, грибов), 
профессиональных и физических факторов. К  сожалению, среди 

профессиональных видов патологии не упоминаются важные виды 

воспалительной патологии (пневмокониозы и др.), а обсуждение 

физических факторов обходит проблему экстремальных термическ 

воздействий (ожог, ознобление дыхательных путей). Почти ниче»


