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Проведен анализ использования метода биологических микрочипов, разработанного в Институте молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта, – "ТБ-Биочип", предназначенного для выявления ДНК возбудителя туберкулеза в диагностическом 
материале из органов дыхания человека и определения его лекарственной чувствительности к рифампицину и изониази-
ду. Показано, что "ТБ-Биочип" является чувствительным и высокоспецифичным методом определения лекарственной 
чувствительности к основным противотуберкулезным препаратам, при этом время анализа не превышает 72 ч.
Проведен сравнительный анализ результатов определения лекарственной чувствительности микобактерий туберку-
леза двумя ускоренными методами: "ТБ-Биочип" (ООО "Биочип"-ИМБ) и BACTECTM MGITTM 960 ("Becton Dickinson"). 
Данные, полученные двумя методами, совпали в 97,6% случаев для рифампицина и в 92,1% для изониазида.
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molecular biology - "TB-Biochip" designed for detecting DNA agent of tuberculosis in diagnostic samples of human respiratory 
organs and establishing its medicinal sensitivity to rifampicin and isoniazid. It is demonstrated that "TB-Biochip" is a sensitive 
and highly specific method of detecting medicinal sensitivity to main anti-tuberculosis pharmaceuticals. At that, analysis time 
amount to less than 72 hours. The comparative analysis was carried out concerning results of detection of medicinal sensitivity of 
mycobacteria by two express techniques - TB-Biochip (Biochip-IMB) and BACTECTM MGITTM 960 ("Becton Dickonson"). The 
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В последнее время в Российской Федерации, так же как 
и во всем мире, уделяется особое внимание изучению рас-
пространения с множественной лекарственной устойчиво-
стью возбудителя туберкулеза (МЛУ ТБ), когда микобакте-
рии туберкулеза устойчивы как минимум к двум основным 
противотуберкулезным препаратам – изониазиду (inh) и 
рифампицину (rmp).

МЛУ ТБ оказывает существенное влияние на частоту 
распространения туберкулеза за счет позднего выявления 
при использовании культурального метода и неадекватного 
применения лекарственных средств, при котором против ге-
нетически различных вариантов M. tuberculosis применяются 
не соответствующие им типы лекарственных препаратов.

В течение последних трех лет на территории Тамбовской 
области, несмотря на некоторую стабилизацию показателя за-
болеваемости туберкулезом (2008 г. – 56 на 100 000, 2009 г. 
– 57,7, 2010 г. – 55,5), количество случаев МЛУ ТБ среди впер-
вые выявленных больных туберкулезом легких увеличилось в 
3 раза: 2008 г. – 6,2%, 2009 г. – 11,7%, 2010 г. – 18,2% [1].

В рамках реализации мероприятий Федеральной целевой 
программы "Предупреждение и борьба с социально значимы-
ми заболеваниями (2007–2011 годы)" централизованная бак-
териологическая лаборатория ГБУЗ" Тамбовский областной 
клинический противотуберкулезный диспансер" получила 
комплект оборудования, расходные материалы и наборы тест-
системы "ТБ-Биочип" для отдела биочип-диагностики тубер-
кулеза. В мае 2009 г. оборудование введено в эксплуатацию.

Проведен анализ использования метода биологических 
микрочипов, разработанного в Институте молекулярной био-

логии им. В.А. Энгельгардта, – "ТБ-Биочип" [2]. Тест-система 
"ТБ-БИОЧИП" предназначена для выявления ДНК возбудите-
ля туберкулеза в диагностическом материале из органов дыха-
ния человека и определения его лекарственной чувствитель-
ности (ЛЧ) к rmp и inh методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) с последующей гибридизацией на биологическом 
микрочипе[3–5]. Проведен сравнительный анализ результатов 
определения ЛЧ МБТ двумя ускоренными методами: биочип-
анализ и bacTecTm mgiTTm 960 ("becton dickinson").

Материалы и методы. Респираторный материал (мокро-
та) поступал от больных, проходящих лечение в ГБУЗ «Там-
бовский областной противотуберкулезный диспансер». Все-
го за период 2009–2010 гг. обследовано 873 больных с клини-
чески подтвержденным диагнозом туберкулеза легких, среди 
которых выявлено 57,6% (n = 503) бациллярных больных. 
Этой категории больных проведен комплекс лабораторно-
диагностических исследований, используемых в нашей ла-
боратории: люминесцентная микроскопия, культуральный 
метод, посев в жидкую питательную среду (bacTecTm 
mgiTTm 960), биочип-диагностика.

Для выявления микобактерий туберкулеза и определения 
ЛЧ возбудителя от каждого пациента получали по две пор-
ции мокроты. Одна порция направлялась для культурального 
анализа на жидких и плотных питательных средах, другая – 
использовалась для анализа с помощью биочипов.

Деконтаминацию образцов мокроты проводили в соот-
ветствии с рекомендациями cdc. К мокроте добавлялся 
равный объем раствора nalc-naoh, пробирка встряхи-
валась в течение 15–20 мин. Затем разжиженный образец 
разводился стерильным буфером pbs (ph 6,8) и центри-
фугировался при 3000 g в течение 20 мин при комнатной 
температуре. Супернатант удаляли, а осадок использовал-
ся для приготовления мазков (с окраской флюорохромны-
ми красителями) и посева на плотную питательную среду 
Левенштейна–Йенсена (НИЦФ, Санкт-Петербург). Пробир-
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ки с плотной питательной средой инкубировали до 10 нед с 
еженедельным контролем роста.

Молекулярно-генетическое исследование с помощью 
тест-системы "ТБ-Биочип" (ООО «Биочип-ИМБ», Россия) 
проводилось по методике, рекомендованной произво-
дителем. Метод включает в себя выделение ДНК M. 
tuberculosis из респираторных образцов, проведение 
двух последовательных мультиплексных ПЦР, гибри-
дизации продуктов амплификации ii стадии ПЦР на 
биочипе. Результаты гибридизации регистрировали 
на портативном анализаторе биочипов (ООО "Биочип-
ИМБ", Россия) с соответствующим программным обе-
спечением.

Идентификацию МБТ культуральным методом вы-
полняли с использованием автоматизированной систе-
мы bacTecTm mgiTTm 960 ("becton dickinson", sparks, 
md). Полученный после центрифугирования отмытый 
осадок засевали в индикаторные пробирки mgiT с 
жидкой питательной средой middlebrook 7h9, обога-
щенной ростовой mgiT growth supplement и обеззара-
живающей mgiT panTa добавками. Параллельно про-
изводился посев осадка диагностического материала 
на плотную питательную среду Левенштейна–Йенсена 
(НИЦФ, Санкт-Петербург). Положительный результат, 
свидетельствующий о росте M. tuberculosis в пробирке 
mgiT, подтверждали микроскопией по Ziehl–neelsen, 
отсутствием роста на среде Левенштейна–Йенсена с 
салициловым натрием и пара-нитробензойной кисло-
той.

ЛЧ M. tuberculosis к изониазиду и рифампицину 
с помощью автоматизированной системы bacTecTm 
mgiTTm 960 определяли с использованием стандарт-
ных критических концентраций изониазида – 0,1 мкг/
мл и рифампицина – 1 мкг/мл. Результаты регистриро-
вали в автоматическом режиме, исходя из учета роста 
референс-штамма M. tuberculosis в контрольной про-
бирке на 4–13-й день.

Результаты и обсуждение. По данным лабо-
раторно-диагностического комплекса исследований 
образцов мокроты (n = 437), полученной от бацил-
лярных больных (в 2009 г. n = 161, в 2010 г. n = 276), 
диагностическая чувствительность обнаружения воз-
будителя туберкулеза разными лабораторными мето-
дами представлена в табл. 1. Все случаи разделены на 
четыре группы по результатам микроскопии и посева 
на плотные питательные среды и для каждой группы 
приведено количество образцов, подтвержденных ме-
тодом "ТБ-Биочип". Из табл. 1 видно, что наибольшая 
чувствительность метода биочипов достигается при 
анализе образцов положительных по микроскопии – 
87% (258±4 из 289±13), в то время как в группе образ-
цов, отрицательных по микроскопии, но обнаружив-
ших рост на плотных средах выявляемость составляет 
только 44%.

Относительно невысокая диагностическая чув-
ствительность биочип-анализа при прямом исследова-
нии мокроты образцов с отрицательными результата-

ми бактериоскопического исследования на наличие кислото-
устойчивых микобактерий (39% в 2009 г. и 47% в 2010 г.) 
могла быть обусловлена: контингентом обследуемых боль-
ных, низкой концентрацией возбудителя в образцах респи-

Т а б л и ц а  2
Спектр мутаций в гене rpoB МБт в образцах ДНК из мокроты впервые 
выявленных и повторно леченных больных

Кодон Впервые выявленные Повторно леченные

абс. % типы 
мутаций

абс. % абс. % абс. %

ser531 67 68,4 leu 65 66,3 39 54,2 35 48,6
gln 2 2 1 1,4
cys 2 2,8
gly 1 1,4

his526 7 7,1 cys 4 4,1 14 19,4 2 2,8
leu 2 2 2 2,8
arg 1 1 3 4,2
pro 2 2,8
Tyr 3 4,2
gln 2 2,8

asp516 4 4,1 Tyr 2 2 2 2,8
gln 2 2 4 5,6
val 2 2,8

met515 1 1 ile 1 2 2
leu511 5 5,1 arg 5 5,1 3 4,2

pro 3 4,2
gln513 3 3,1 gly 3 3,1 1 1,4 1 1,4
ser522 1 1 leu 1 1 2 2,8 2 2,8
ser512 3 3,1 arg 2 2

Thr 1 1
leu533 4 4,1 pro 4 4,1
Двойные мутации
ser531 3 3,1 leu 1 1 7 9,7
his526 cys
ser531 leu 2
leu511 arg
ser531 gly 2 2,8
his526 pro
ser531 leu 2 2,8
asp516 val
ser531 leu 2 2,8
met515 ile
ser531 leu 1 1,4
ser512 Thr
В с е г о  ... 98 72

Т а б л и ц а  1
Диагностическая чувствительность обнаружения возбудителя туберкулеза из мокроты методом "тБ-Биочип" по сравнению с тради-
ционными методами

Метод обнаружения М.tuberculosis  
и показатель

Число Итого

1-я группа 2-я группа 3-я группа 4-я группа абс. %

Люминесцентная микроскопия 289 0 13 0 302 69,1
Посев на плотные питательные среды 289 133 0 0 422 96,6
Выявлено методом "ТБ-Биочип" 258 58 4 2 322 73,7
Количество образцов 289 133 13 2 437 (100)
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раторного материала, кратностью исследования (прямое ис-
следование мокроты на биочипах проводилось однократно). 
Увеличение кратности анализа до трех исследований мокро-
ты от одного больного, по данным методических указаний, 
способно повысить диагностическую информативность и 
клиническую значимость ПЦР-анализа на 30% [6, 7].

Начиная с февраля 2011 г. пробы от диагностических боль-
ных на исследование методом биочип-анализа отбираются в 
лаборатории самостоятельно по результатам положительной 
микроскопии осадка с целью максимально эффективного ис-
пользования биочип-технологии в условиях ограниченного 
финансирования для охвата наиболее эпидемически опасной 
группы больных с легочной формой туберкулеза.

В 2010 г. в лаборатории введена автоматизированная 
система bacTecTm mgiTTm 960. Методом посева на среду 
Левенштейна–Йенсена (НИЦФ, Санкт-Петербург) в 2010 г. 
было выявлено 268 (78%) положительных образцов, методом 
биочип-анализа – 233 (68%). Для методики Бактек количе-
ство положительных образцов составило 336 (98%).

352 положительных образца ДНК МБТ из мокроты боль-
ных туберкулезом легких протестированы на чувствитель-
ность к rmp и inh c помощью тест-системы "ТБ-Биочип": 
254 (72,2%) пациентов относились к впервые выявленным и 
98 (27,8%) больных получали лечение ранее.

Из образцов мокроты больных, взятых на учет за 2009–
2010 гг., выделено 98 (38,5%) МЛУ-штаммов M. tuberculosis, 
11 (4,3%) штаммов с моноустойчивостью к inh. Среди боль-
ных, получавших лечение ранее, процент выделения МЛУ-
штаммов составил 68,4 (n = 67), на долю штаммов с моноу-
стойчивостью к inh пришлось 17,3% (n = 17), с моноустой-
чивостью к rmp – 5,1% (n = 5).

В ходе исследования проанализировано 170 rmp-резис-
тентных штаммов МБТ (табл. 2). Среди впервые выявленных 
больных (n = 98) обнаружено 16 типов различных мутаций, 
затрагивающих 9 кодонов гена rpoB, из которых 14 – изоли-
рованные нуклеотидные замены и 2 двойные мутации. Среди 
больных, повторно получавших лечение (n = 72), выявлено 20 
типов мутаций, затрагивающих 8 кодонов гена rpoB, из которых 
16 – единичные нуклеотидные замены и 4 двойные мутации.

На долю мутаций, обеспечивающих высокий уровень ре-
зистентности к pmp (мутации в кодонах 531, 526 и 513), в ис-
следованной выборке пришлось 77% (n = 131), в том числе 
среди впервые выявленных больных 78,6% (n = 77), среди по-
вторно леченных больных 75% (n = 54). Доминирующей явля-
ется мутация в кодоне 531, она выявлена в 106 (62,4%) из 170 
образцов ДНК МБТ, устойчивых к rmp: среди впервые вы-
явленных больных 68,4% (n = 67), среди повторно леченных 
больных 54,2% (n = 39).

На 2-м месте по частоте встречаемости находятся мута-
ции в кодоне 526, их распространенность составила 12,4% 
(21 из 170). 3-е место – мутации в кодонах 516 – 4,7% (n = 8) 
и 511 – 4,7% (n = 8).

По данным литературы, мутации в кодонах 533, 512, 522 
и 513 являются редкими [8]. В нашем исследовании на их 
долю пришлось 11,2% (n = 11) среди впервые выявленных 
больных и 3,1% (n = 3) среди повторно леченных больных.

Мутации, ассоциированные с устойчивостью к inh, вы-
явлены в 193 (54,8%) образцах ДНК из 352 протестирован-
ных, в том числе от впервые выявленных больных – в 109 
образцах, от повторно леченных больных – в 84 образцах. В 
спектре мутаций преобладали замены в гене katG (n = 158), 
суммарная доля которых составила 81,8%, причем изолиро-
ванные замены в кодоне 315 (n = 139) имели наибольший 
удельный вес – 72%. Среди них чаще встречалась замена katG 
315ser → Thr (agc → acc) – 64,7% (n = 125). Сочетанные 
мутации, обусловливающие устойчивость к inh, идентифи-
цированы в 26 (13,5%) образцах мокроты (табл. 3).

Исходя из приведенных данных, в обеих группах пациен-
тов чаще встречались штаммы МБТ с мутацией кодона 315 гена 
katG (ser → Thr) : для впервые выявленных больных – 83,4% (n 
= 91), для больных, получавших лечение повторно, – 57,1% (n = 
48). Устойчивость к inh, связанная с изолированной мутацией 
в гене inha, выявлена в 7,3% случаев (n = 8) у впервые выяв-
ленных больных и в 13,1% случаев (n = 11) у повторно лечен-
ных. На долю мутаций в локусе aph-oxyR пришлось 2,7% (n = 
3) и 7,1% (n = 6) соответственно. Сочетанные мутации в группе 
впервые выявленных больных определялись в 6,4% случаев (n 
= 7), в группе повторно леченных больных в 22,6% случаев (n 
= 19).

С целью сравнительного анализа результатов исследова-
ния ЛЧ фенотипическим и генотипическим методами было 
проанализировано 254 штамма МБТ, выделенных от впервые 
выявленных больных с легочной формой туберкулеза. Иссле-
дование культур МБТ на чувствительность к противотуберку-
лезным препаратам 1-го ряда проводили с помощью автома-
тизированной системы культуральной диагностики на жидких 
средах bacTecTm mgiTTm 960 и молекулярно-генетическим 
методом посредством тест-системы "ТБ-Биочип".

По данным исследований, проведенных в нашей лабора-
тории, совпадение результатов определения ЛЧ к rmp и inh 
методом гибридизации на биочипах и методом пропорций 
(bacTec mgiT 960) составило для rmp 97,6% (n = 248), 
для inh 92,1% (n = 234). Данные приведены в табл. 4.

Т а б л и ц а  3
Спектр мутаций, приводящих к устойчивости к INH, в образцах 
ДНК из мокроты впервые выявленных и повторно леченных 
больных

Локус Позиция Замены Впервые  
выявленные

Повторно 
леченные

абс. % абс. %
katg ser315 Thr (1) 86 78,9 39 46,4

gly 5 4,6 9 10,7
inha a-8 g 1 1,2

c-15 T 6 5,5 7 8,3
a-16 g 2 1,8 3 3,6

ahpc-oxyr 9 a 1 0,9
10 T 2 1,8 2 2,4
12 T 4 4,8

Двойные мутации
katg ser315 Thr (1)
inha c-15 T 3 2,8 8 9,5

ser 315 gly 2 1,8 3 3,6
c-15 T

inha c-15 T 1 0,9 6 7,1
ahpc-oxyr 12 T
katg ser315 gly 1 0,9 2 2,4

Trp328 gly
В с е г о ... 109 84

Т а б л и ц а  4
Сравнение результатов лекарственной устойчивости к RMP и 
INH методом биочипов и методом BACTEC MGIT 960

Метод определения ЛЧ  
М. tuberculosis

bacTec mgiT 960
inhr inhs всего

"ТБ-Биочип" inhr 100 9 109
inhs 11 134 145
В с е г о  ... 111 143 254

bacTec mgiT 960
rmpr rmps всего

"ТБ-Биочип" rmpr 95 3 98
rmps 3 153 156
В с е г о  ... 98 156 254
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При этом чувствительность биочип-анализа составила 96,9% 
для рифампицина и 90% для изониазида. Специфичность 
данного метода 98 и 93,7% соответственно (см. табл. 4).

Дополнительно в 2010 г. с помощью тест-системы "ТБ-
Биочип" протестировано 20 штаммов МБТ (ФСВОК). Ре-
зультаты исследования чувствительности контрольных 
культур к inh и rmp совпали с референсными, доля со-
впадения 100%.

Выводы. 1. Использование биологических микрочипов 
дает возможность работы как с клиническими образцами 
(при соблюдении кратности обследования диагностических 
больных), так и с культурами для быстрого определения ЛЧ 
к основным противотуберкулезным препаратам.

2. Тест-система "ТБ-Биочип" позволяет точно определять 
и дифференцировать конкретные мутации в наиболее значи-
мых кодонах основных генов, ассоциирующихся с устойчи-
востью к rmp и inh, что способствует правильному выбору 
тактики лечения больных и поможет пресечь дальнейшее 
распространение штаммов МБТ с МЛН в регионе.

3. Молекулярно-биологический метод гибридизации на 
микрочипах является быстрым (время проведения анализа, 
включая обработку биологического материала, составляет 72 
ч), с высоким процентом чувствительности и специфично-
сти методом определения ЛЧ к основным противотуберку-
лезным препаратам.

4. Результаты определения ЛЧ МБТ посредством тест-
системы "ТБ-Биочип" совпали с данными, полученными при 
культуральном исследовании на жидких питательных средах 
(bacTec mgiT 960) для rmp в 97,6% образцов, для inh – в 
92,1%.

5. Профиль мутаций генов rpoB, katG, inhA и ahpC-oxyR, 
выявленных на территории Тамбовской области, имеет сход-
ство по частоте и спектру мутаций в ЦФО и Российской Фе-
дерации в целом.
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