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Внедрение молекулярно-биологических методов диагностики (полимеразная цепная реакция)
значительно повышает   эффективность     выявления          микобактерий туберкулезного
комплекса по сравнению с традиционными микробиологическими (бактериоскопия,
люминесцентная микроскопия, посев) методами. При  туберкулезе органов дыхания
преимущество ПЦР наиболее ощутимо при недеструктивных и ограниченных  формах болезни.
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Analysis of the tratiditional microbiological tests (microscopy, sowing) and PCR-tests (polymerase
change reaction) to patients with pulmonary tuberculosis, extrapulmonary tuberculosis and nonspecific
pathology is presented. Genodiagnostics tests more effective than traditional microbiologicals tests.
PCR blood and urine tests before and after tuberculin administration (50 ТU) to be the most
informative subsidary procedure.
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Широко распространенная за рубежом  радиометри-
ческая система BACTEC для быстрого обнаружения
живых МБТ в жидкой питательной среде не нашла дол-
жного применения в России   вследствие высокой себе-
стоимости исследования, невозможности подсчета ко-
личества живых МБТ, необходимости применения ра-
диоизотопов, а также дополнительного посева на плот-
ные питательные среды (при возникновении проблем с
идентификацией или интерпретацией результатов) [2].
При использовании иммуноферментного анализа

(ИФА) специфические антитела при туберкулезе выяв-
ляются у 80% больных активным туберкулезом. Чув-
ствительность метода колеблется от 68% до 92%, а
специфичность в пределах 86-97%. При этом удель-
ный вес ложноположительных реакций среди интакт-
ных лиц может достигать 15%. Недостаточная специ-

Обнаружение микобактерий туберкулезного комп-
лекса в биологических материалах является одним из
основных диагностических критериев во фтизиатрии. В
настоящее время традиционные микробиологические
методы выявления возбудителя по своей эффективнос-
ти  уже не удовлетворяют клиницистов. Быстрый метод
бактериоскопии обладает низкой чувствительностью –
для обнаружения микобактерий туберкулеза (МБТ) не-
обходимо, чтобы 1 мл материала содержал не менее 100
тыс. микробных клеток. Люминесцентная микроскопия
увеличивает чувствительность бактериоскопии на 10-
30%. Чувствительность бактериологического посева
значительно выше – 20-100 МБТ, однако исследование
занимает длительное время - один-два месяца. В связи с
этим МБТ выявляют в среднем лишь у 50-60% больных
активным туберкулезом.
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фичность  метода исследования связана с наличием
общих антигенов между МБТ и другими непатогенны-
ми микобактериями [1,6 ]. В связи с этим метод ИФА
также не нашел широкого применения в практике фти-
зиатрии.
Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) осно-

ван на ферментативной амплификации выбранных
участков генома (ДНК) бактерий рода Mycobacterium
(M.tuberculosis, M. bovis, M. avium), их дальнейшей
детекции и идентификации [13,12,15,16]. Аналитичес-
кая чувствительность метода, определяемая при пос-
ледовательных разведениях суспензии бактериальных
клеток,   очень   высока    и    составляет    от   1 пг
до  5 фг микобактериальной ДНК, что эквивалентно
выявлению 1-10 бактериальных клеток [7]. Метод
(ПЦР) обладает рядом преимуществ по сравнению с
традиционными методами выявления микобактерий
туберкулеза (люминесцентная микроскопия, бактери-
альный посев, иммуноферментный анализ):
1. прямое определение инфекционного агента, со-

четающееся с высокой специфичностью;
2. высокая чувствительность, позволяющая выяв-

лять единичные микобактерии в пробе;
3. быстрота проведения анализа (4-5 часов).
Недостаточность информации о первичной струк-

туре ДНК МБТ является  одним из лимитирующих
факторов широкого применения ПЦР в практическом

здравоохранении. Для инициации ПЦР при определе-
нии микобактерий туберкулеза используются различ-
ные праймеры. Одни направлены на амплификацию
фрагментов ДНК генов, кодирующих микобактериаль-
ные антигены, такие как белок 65kD (белок теплового
шока), 38 kD (антиген b), MPB 64; другие - на ампли-
фикацию повторяемых последовательностей в хромо-
соме МБТ, третьи - на амплификацию рибосомальной
ДНК. Чувствительность ПЦР-диагностистического на-
бора реагентов зависит от характера исследуемой био-
пробы и количества применяемых циклов амплифика-
ции.  Для   биопроб, где предполагается нахождение
значительного количества МБТ (мокрота, бронхоаль-
веолярный лаваж) достаточная чувствительность со-
ставляет 50 копий ДНК при 30 циклах амплиифика-
ции. Для биопроб, где возможно наличие незначитель-
ного количества МБТ (моча, кровь, соскоб эндомет-
рия, плевральный экссудат) – максимальная чувстви-
тельность набора составляет 4 фрагмента генома воз-
будителя при 40-50 циклах амплификации [8, 9].
Ниже приводятся данные клинической апробации в

Центральном НИИ туберкулеза РАМН и Новосибирс-
ком НИИ туберкулеза МЗ РФ  ПЦР-диагностического
набора, использующего систему праймеров, компле-
ментарных участку гена МРВ 64 МБТ. Набор создан в
лаборатории генной инженерии и иммуногенетики
НИИ физико-химической медицины МЗ РФ.

Формы туберкулеза,
НЗЛ

Кол-во
биопроб

Выявление ДНК
методом ПЦР

(кол-во биопроб)

Выявление МБТ
методом посева

(кол-во биопроб)
Туберкулез Бронхов 4 4 (100%) 1 (25%)

Деструктивные формы (диссем.,
инфильтр., фибр.-каверн.)

54 51 (94,4%) 48 (88,8%)

Недеструкт.формы (диссем.,
очаговый, инфильтр.)

34 21 (38,8%) 7 (13%)

Хр.бронхит, пневмония 29 Не выявлено Не выявлено

Таблица 1
Данные сравнительного исследования бронхоальвеолярного лаважа

больных туберкулезом органов дыхания и неспецифическими заболеваниями легких (НЗЛ)
методами ПЦР и бактериологического посева

(Кузнецов П.В., Киншт В.Н., Новосибирский НИИ туберкулеза МЗ РФ)

Этиологическая
характеристика
плеврита

Кол-во биопроб Выявление ДНК ме
тодом ПЦР (кол-во

биопроб)

Выявление МБТ
методом посева

(кол-во биопроб)
Туберкулезный 4 4 (100%) не выявлено
Нетуберкулезный 25 не выявлено не выявлено

Таблица 2
Данные сравнительного исследования плеврального экссудата методами ПЦР

и бактериологического посева, проведенного с целью дифференциальной диагностики
туберкулезного и нетуберкулезного плевритов (Новосибирский НИИ туберкулеза МЗ РФ).
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Как видно из представленных  в таблицах 1, 2 дан-
ных у больных с деструктивными формами туберкулеза
метод ПЦР имел незначительное преимущество перед
культуральным. При недеструктивных формах болезни,
туберкулезе бронхов и плеврите, в свою очередь, прояв-
ляется  более высокая эффективность молекулярно-био-
логических методов диагностики микобактерий.
Комбинированное применение молекулярно-биоло-

гических и культуральных методов значительно повы-
шает эффективность выявления МБТ по сравнению с
бактериоскопией и посевом на плотные питательные
среды. Cочетание ПЦР с посевом на жидкую питатель-
ную среду позволяет выявлять микобактерии в доста-
точно короткий срок (3-18 дней) у всех бактериоско-
пически  абациллярных больных  после проведенного
курса химиотерапии  (таблица 3).

Таблица 3
Сравнительные исследования мокроты методами бактериоскопии, посева на плотную

(Левенштейна-Йенсена) и жидкую (BBL MGIT)  питательные cреды,
ПЦР  у 19-ти  абациллярных (по данным бактериоскопии) больных

(Голышевская В.И., Черноусова Л.Н.,  отдел микробиологии ЦНИИ туберкулеза РАМН)

Метод диагностики Отсутствие роста
МБТ

(кол-во больных)

Наличие роста
МБТ

(кол-во больных)

Срок роста МБТ или
выявления ДНК МБТ
с момента посева

Посев на плотную
питательную среду

2 17 30-60 дней

Посев на жидкую
питательную среду

- 19 16-30 дней

ПЦР - 9 1-й день
Посев на  жидкую
питательную
среду  с выявлением
ДНК методом ПЦР

- 10 3-18 дни

способствовать применение различных способов
выделения ДНК, исследование одновременно раз-
личных по характеру биологических образцов от од-
ного больного, применение туберкулино-провокаци-
онных проб [3, 4, 5].

Применение ПЦР в клинике внелегочного тубер-
кулеза является наиболее эффективным ввиду низ-
кой    концентрации МБТ  в целевых пробах при
этих   формах заболевания [11]. Более адекватной
интерпретации данных ПЦР-исследования будет

Таблица 4
Сравнительное исследование мочи методами ПЦР и бактериологического посева,

проведенные с целью дифференцильной диагностики туберкулезных и нетуберкулезных
заболеваний мочеполовой системы (данные Новосибирского НИИ туберкулеза МЗ РФ)

Этиологическая
характеристика

Кол-во
биопроб

Выявление ДНК
методом ПЦР

(кол-во биопроб)

Выявление МБТ
методом посева

(кол-во биопроб)
Верифицированных
туберкулез

19 16 (84,2%) 1 (5,3%)

Нетуберкулезные
изменения

413 Не выявлено Не выявлено

бы Коха позволяет повысить диагностическую цен-
ность метода ПЦР. В таблице 5 приведены данные
сравнительного исследования мочи больных туберку-
лезом мочеполовой системы с целью определения ак-
тивности процесса. У лиц с активным туберкулезом
методом ПЦР в 73,9%   случаев  были   выявлены
МБТ,  культуральным – в 8,7%. У лиц с неясной актив-
ностью процесса после проведения   пробы   Коха   с
50 ТЕ  через 48 часов в 59,7% случаев были выявлены
МБТ и лишь в 6,5 % -культуральным.

В таблице 4 представлены данные сравнительных
исследований, проведенных с целью дифференциаль-
ной диагностики туберкулезных и нетуберкулезных
поражений органов мочеполовой системы. У лиц с ве-
рифицированным в дальнейшем туберкулезом в 84,2%
случаев методом ПЦР были выявлены ДНК микобак-
терий, культуральным методом-только в 5,3%. У зна-
чительного количества лиц ПЦР-исследование позво-
лило отвергнуть туберкулезную этиологию изменений.
Применение туберкулиново-провокационной про-
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Таблица 5
Сравнительное исследование мочи методами ПЦР и бактериологического посева,
проведенные у лиц больных туберкулезом органов мочеполовой системы  с целью
определения активности процесса (данные Новосибирского НИИ туберкулеза МЗ РФ)

Форма туберкулеза,
фаза активности

Кол-во
биопроб

Выявление ДНК
методом ПЦР

(кол-во биопроб)

Выявление МБТ
методом посева

(кол-во биопроб)
Туберкулез почек,
активный

23 17 (73,9%) 3 (8,7%)

Туберкулез
мочеполовых органов
с неясной активностью
(через 48 часов после
пробы Коха с 50 ТЕ)

77 46 (59,7%) 5 (6,5%)

формный способ выделения ДНК из биоптатов раз-
личных органов экспериментально зараженных  тубер-
кулезом животных оказался самым эффективным.
Удельный вес положительных реакций здесь варьиро-
вал от 81,48% (селезенка) до 93,3% (легкое). Эффек-
тивность выделения ДНК из печени, почек  и крови
составила 84,45%, 82,2% и 8,5% соответственно. Осо-
бенно принципиальным является тот факт, что в крови
животных с экспериментальным туберкулезом обнару-
жены ДНК микобактерий. Самым эффективным спо-
собом выделения ДНК при этом оказался гуанидино-
вый [14].

С  применением ПЦР возможно исследование ве-
нозной крови, биоптатов из пораженных туберкулезом
органов. Следует отметить, что выделение ДНК МБТ
из крови и биоптатов представляет определенные
трудности из-за большого содержания в них ингибито-
ров ПЦР -  гепарина  и гемоглобина. В связи с этим
следует подбирать оптимальный способ выделения
ДНК для каждого диагностического образца. В лабо-
ратории молекулярной диагностики ЦНИИ туберкуле-
за РАМН использовались три способа – с разрушени-
ем клеточной стенки гуанидином, фенол-хлороформ-
ный и с использованием протеиназы К. Фенол-хлоро-

Таблица 6
Сравнительное исследование нативной крови методами ПЦР и бактериологического посева
у больных с внелегочными поражениями, проведенные после пробы Коха с 50 ТЕ с целью

подтверждения их туберкулезной этиологии (данные Новосибирского НИИ туберкулеза МЗ РФ)

Этиологическая характеристика
изменений мочеполовой
и лимфоидной систем

Кол-во
биопроб

Выявление ДНК
методом ПЦР

(кол-во биопроб)

Выявление МБТ
методом посева

(кол-во биопроб)
Туберкулез мочеполовых органов 34 24 (70,6%) Не выявлено
Туберкулез периферических
лимфоузлов

6 4 (66,6%) Не выявлено

Туберкулез периферических
лимфоузлов у детей
(на фоне виража пробы Манту)

10 (83,3%) Не выявлено

Нетуберкулезные изменения
мочеполовой и лимфоидных
систем

169 Не выявлено Не выявлено

положительного результата у лиц с нетуберкулезными
изменениями. Культуральным методом ни у кого из об-
следованных не были выявлены МБТ.

    А.Н. Калюк [10 ]  считает, что в качестве скринин-
гового метода наряду с микроскопией мазка необходи-
мо проведение ПЦР. Это является экономически целе-
сообразным при расхождении результатов микроскопии
и ПЦР более, чем на 5%. При положительном ПЦР-ана-
лизе и отрицательной микроскопии можно начинать
противотуберкулезную химиотерапию не проводя куль-

В таблице 6 приведены данные сравнительного ис-
следования нативной крови лиц с внелегочными пора-
жениями через 48 часов после проведения пробы Коха
с 50 ТЕ в целях подтверждения или исключения их ту-
беркулезной этиологии (Новосибирский НИИ туберку-
леза МЗ РФ). Выделение ДНК из крови проводилось
методом фенол-хлороформной экстракции. Методом
ПЦР у подавляющего большинства обследованных
были выявлены ДНК микобактерий туберкулеза. Спе-
цифичность реакции была подтверждена отсутствием
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турального посева. Лица с положительным микроско-
пическим результатом и отрицательным ПЦР-анализом
не должны получать химиопрепараты до момента выде-
ления    чистой   культуры.   Поскольку  разница  в зна-
чениях, получаемых между этими двумя методами со-
ставляет не менее 20%, то предлагаемая схема не толь-
ко повышает эффективность диагностики, но и прино-
сит значительный экономический эффект.

Заключение
Внедрение молекулярно-биологических методов

диагностики (полимеразная цепная реакция) значи-
тельно повышает   эффективность     выявления

микобактерий    туберкулезного комплекса по сравне-
нию с традиционными микробиологическими (бакте-
риоскопия, люминесцентная микроскопия, посев) ме-
тодами. При  туберкулезе органов дыхания преимуще-
ство ПЦР наиболее ощутимо при недеструктивных и
ограниченных  формах болезни.
При внелегочных формах туберкулеза, характери-

зующихся олигобациллярностью, более адекватной
интерпретации данных ПЦР-исследования будут спо-
собствовать применение различных способов выделе-
ния ДНК, исследование одновременно различных по
характеру биологических образцов от одного больно-
го, применение туберкулино-провокационных проб.
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