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Проведён биоинформационный поиск, разработан дизайн праймеров и TaqMan зондов для выявления ДНК возбуди-
теля туберкулеза субтипов CC1 и CC2-W148 генотипа Beijing, а также генотипа Ural в различном клиническом 
материале (мокрота, спинномозговая жидкость, плевральная жидкость и др.) методом ПЦР в реальном времени. 
На 180 клинических образцах от 143 больных туберкулёзом (ТБ) лёгких проведена апробация чувствительности и 
специфичности разработанных тестов относительно исследований на генетическом анализаторе GeneXpert. Чув-
ствительность для тестов на CC1, CC2-W148 и Ural относительно ПЦР анализатора GeneXpert составила 91%, 
106% и 81% соответственно. Специфичность во всех случаях составила 100%. Образцы, несущие ДНК СС2-W148 
генотипа, в параллельных исследованиях чаще были значимо положительны на мутации устойчивости к рифам-
пицину — Rif(+) по результатам GeneXpert (χ2 = 27,1; p < 0,01) относительно других генотипов. В то же время 
выявление СС2-W148 штамма у больного чаще сопровождалось расхождением результатов: GeneXpert — Rif(+) и 
устойчивости к рифампицину в бактериологическом исследовании при окончательной валидации множественной 
лекарственной устойчивости (МЛУ) ТБ (χ2 = 5,1; p < 0,05). Исследовано негативное влияние комбинации аллеля 
-336G гена CD209 пациента с генотипом микобактерии туберкулёза (МБТ) Beijing, обнаруженное ранее (Ogarkov 
et al., 2012). Наблюдали значимое преобладание широкой лекарственной устойчивости (ШЛУ) (χ2 = 4,3; p < 0,05) у 
больных с аллелем –336G гена CD209 в комбинации с клоном CC2-W148 по сравнению с остальными сочетаниями у 
больных. Полученные результаты свидетельствуют о возможности использования генотипирования возбудителя 
ТБ и пациента для раннего прогноза развития МЛУ/ШЛУ ТБ и других осложнений на этапах первичного обследо-
вания впервые выявленных больных ТБ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  эпидемические субтипы возбудителя туберкулёза; ПЦР-РВ тест для параллельного выявления 
генотипа CD209 пациента и субтипа CC2-W148.
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The bio-information search was carried out and the design of primers and TaqMan probes was developed to detect DNA of agent of 
tuberculosis subtypes CC1 and CC2-W148 of Beijing genotype and also Ural genotype in various clinical material (phlegm, spinal 
fluid, pleural fluid, etc.) using real-time polymerase chain reaction technique. The 180 clinical samples from 143 patients with 
tuberculosis of lungs were used to carry out an approval of sensitivity and specificity of the developed tests concerning studies at the 
genetic analyzer GeneXpert. The sensitivity of tests on CC1, CC2-W148 и Ural relating to polymerase chain reaction of analyzer 
Gene Expert made up to 91%, 106% and 81% correspondingly.  In all cases, the specificity made up to 100%. In parallel studies 
the samples with DNA of СС2-W148 genotype were more often positive on mutation of resistance to Rifampicin-Rif (+) according 
the results of GeneXpert (χ² = 27,1; p < 0,01) related to other genotypes. At the same time, detection of СС2-W148 strain in 
patient was more often accompanied by discrepancy of results: GeneXpert - Rif (+) and resistance to Rifampicin in bacteriological 
study under ultimate validation of multiple medicinal resistance of tuberculosis (χ² = 5,1; p < 0,05). The analysis was applied 
to negative effect of combination of allele-336G of CD209 gene of patient with genotype of tuberculosis mycobacterium Beijing 
detected previously (Ogarkov et al., 2012). The significant prevalence was observed related to widespread medicinal resistance 
(χ² =4,3; p < 0,05) in patients with allele-336G of CD209 gene in combination with CC2-W148 clone in comparison with other 
combinations in patients. The obtained results testify a possibility of application of genetic typing of tuberculosis agent and patient 
for early diagnosis of development of various complications of tuberculosis at the stages of primary examination of primarily 
detected patients with tuberculosis.

K e y w o r d s :  epidemic subtypes of tuberculosis agent; real-time polymerase chain reaction test; parallel detection; CD209 
genotype; patient; CC2-W148 subtype.
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По оценкам ВОЗ, около трети человеческой популя-
ции инфицированы Mycobacterium tuberculosis (МБТ), 
при этом Российская Федерация входит в число 22 стран 
с наиболее неблагоприятной ситуацией по туберкулёзу 
(ТБ) [1]. Ранняя диагностика ТБ представляет только 
один из аспектов этой проблемы, но, пожалуй, наиболее 
сложный.

Безусловно, важнейшими в снижении глобального 
бремени ТБ служат социальные составляющие:

— улучшение условий жизни;
— снижение доли ВИЧ-инфицированных в популя-

ции;
— качество питания;
— эффективность лечения заболевания и др.
Быстрая высокочувствительная диагностика ТБ 

должна быть неотъемлемой частью эпидемического и 
инфекционного контроля как в специализированных ле-
чебных учреждениях, так и в популяции в целом.

Идеальный тест для экспресс-диагностики ТБ дол-
жен отвечать ряду ключевых критериев [2]:

— иметь чувствительность, превышающую 95% по 
отношению к бактериоскопическому и бактериологиче-
скому методам выделения;

— быть нацеленным на несколько уровней медицин-
ского обслуживания от поликлиники до стационара;

— быть недорогим, доступным и быстрым;
— обладать предсказательной силой, в том числе 

быть пригодным для мониторинга лекарственной чув-
ствительности и др.

В настоящее время наиболее близки к вышеназван-
ным требованиям в лабораторной экспресс-диагностике 
ТБ «у постели больного», или «Point-of-Care Testing» 
(POC), лабораторные исследования, выполняемые на 
генетическом анализаторе GeneXpert. Согласно Феде-
ральным клиническим рекомендациям по диагностике и 
лечению ТБ с множественной и широкой лекарственной 

устойчивостью (МЛУ/ШЛУ ТБ), в случае обнаружения 
устойчивости возбудителя к рифампицину молекулярно-
генетическим методами с помощью GeneXpert (или 
иным валидированным способом) лечение осуществля-
ют по четвертому режиму химиотерапии [3]. Несмотря 
на очевидные преимущества метода, такие как быстро-
та выполнения теста и возможность раннего прогноза 
МЛУ, исследования на GeneXpert не лишены ряда не-
достатков, таких как высокая стоимость исследования, 
ограниченность исследования только одним противо-
туберкулёзным препаратом. Кроме того, современные 
методы клинической лабораторной диагностики ТБ, в 
том числе основанные на молекулярно-генетических 
методах, совершенно не учитывают данные молеку-
лярной эпидемиологии ТБ. Современные исследования 
свидетельствуют о циркуляции на территории России и 
других стран ряда эпидемических генотипов возбудите-
ля, обладающих повышенной трансмиссивностью [4], 
способных вызывать нозокомиальные вспышки в тубер-
кулёзных стационарах [5] и, вероятно, имеющих более 
высокую патогенность [6].

Цель настоящего исследования — разработка и апро-
бация недорогих ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) 
тестов для выявления в мокроте и другом клиническом 
материале высокотрансмиссивных (эпидемических) 
генотипов возбудителя ТБ и аллеля -336G гена CD209 
пациента, комбинацию которых мы рассматриваем как 
неблагоприятно влияющую на исход ТБ [7].

Материал и методы. Соблюдение этических норм. 
Настоящее исследование одобрено Этическим комите-
том ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и 
репродукции человека» (НЦ ПЗСРЧ).

Штаммы микобактерий. Штаммы были получены 
с твердой питательной среды Левенштейна—Йенсена. 
Исследования устойчивости штаммов к противотубер-
кулёзным препаратам (ПТП) 1-го и 2-го рядов прово-
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дили согласно стандартным операционным процедурам 
(СОП) Иркутской областной клинической туберкулёзной 
больницы (ИОКТБ). Исследования клинических образ-
цов (мокроты, промывных вод бронхов и др.) проводили 
на 16-модульном анализаторе GeneXpert GXXVI-16-D 
(Cepheid), согласно СОП ИОКТБ с выявлением мутаций 
устойчивости к рифампицину — Rif(+). Оставшуюся от 
аликвотирования мокроту и другие клинические образ-
цы инактивировали 50% изопропиловым спиртом с 1% 
CTAB, согласно описанной ранее методике [7].

Выделение геномной ДНК из штаммов и клиниче-
ских образцов (мокрота, плевральная жидкость и др.) 
проводили набором ДНК-сорб-B (Интерлабсервис, Рос-
сия). Олигонуклеотидные праймеры и зонды синтезиро-
ваны НПФ «Синтол», реагенты для ПЦР приобретали 
в компании «Интерлабсервис». Структуры праймеров 
зондов, температура отжига и размер ампликонов для 
индикации CC1 и СС2-W148 кластеров генотипа Bei-
jing, генотипа Ural, а также выявления аллеля –336G 
гена CD209 [7] приведены в табл. 1. Дизайн и анализ 

in silico праймеров и зондов выполнены с помощью он-
лайн программ Blastn и Primer-BLAST NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/). Методологию, разработанную 
для индикации динуклеотидной делеции в гене kdpD, 
специфичной для клона CC2-W148 генотипа Beijing [8], 
не приводят до решения Евразийской патентной орга-
низации (заявка № 201700085). Разработанные тесты с 
детекцией ПЦР-РВ испытывали на амплификаторе Light 
Cycler Nano (Roche), согласно разработанным в про-
цессе работы протоколам. Статистическую обработку 
результатов проводили в таблицах Excel и программой 
Statistica v6.0.

Результаты. Приведённые в табл. 1 наборы прай-
меров и зондов были испытаны на специфичность вы-
явления субтипов CC1, CC2-W148 генотипа Beijing и 
генотипа Ural с ДНК, выделенными из 120 культур МБТ 
и охарактеризованными ранее с помощью 24-локусного 
MIRU-VNTR генотипирования [11]. Выбор генотипов-
мишеней определяли спектром эпидемически и клиниче-
ски актуальных клонов, циркулирующих на территории 

Т а б л и ц а  1
Список праймеров и зондов, использованных для проведения исследования

Название гена и (по-
зиция SNP в геноме)

Структура олигонуклеотида 5’->3’ Размер ампли-
кона (п.н.)

Tm, oC Ссылка на 
источник

Примечание

CD209 (rs4804803) ACTGTGTTACACCCCCTCCACTAG 91 60 [7] Прямой праймер для амплификации 
фрагмента CD209

AGGAAAGCCAGGAGGTCACA Обратный праймер для амплификации 
фрагмента CD209

(R6G)CTGC(C-LNA)(C-LNA)
(A-LNA)CCCTTGC(BHQ1)

Зонд для индикации –336A аллеля 
CD209

(FAM)CTGC(C-LNA)(T-LNA)
(ALNA)CCCTTGC(BHQ1)

Зонд для индикации –336G аллеля 
CD209

pks8 (1884305) (FAM)-TGGCGACATT(G-LNA)
(G-LNA)TCACTGCGG-(RTQ1)

100 65 [8] Зонд для индикации ДНК CC1 кла-
стера

(R6G)-GTGGCGACATT(G-LNA)
(T-LNA)TCACTGCGG-(BHQ2)

Зонд для индикации ДНК иных 
кластеров(non-CC1)

GCGATGATGCGTAGAGAGCAC Прямой праймер для амплификации 
ДНК CC1/non-CC1 кластеров

AACACCGCCGGCCAATCCATT Обратный праймер для амплификации 
ДНК CC1/non-CC1 кластеров

cinA (2147906) (FAM)GACGATATG(A-LNA)
(T-LNA)(C-LNA)GTCGAG(BHQ1)

143 60 [9] Зонд для индикации ДНК Ural

(R6G)ACGATATG(A-LNA)(C-LAN)
(C-LNA)GTCGAG(BHQ1)

Зонд для индикации ДНК иных гено-
типов (non-Ural)

TCGAGGCACAGCTGCGATT Прямой праймер для амплификации 
ДНК Ural/non-Ural

CCAGCTCGTCGTCCAGCT Обратный праймер для амплификации 
ДНК Ural/non-Ural

инсерция IS6110 
Rv2664-Rv2665

(R6G)-AGACTCTCTGATCT(G-
LNA)AGAC (C-LNA)TCA-(BHQ2)

198 65 [10] Зонд для индикации ДНК CC2-W148 
кластера

(FAM)-TT(C-LNA)
CTCTGACAGCAACA(C-LNA)

CAGTT-(RTQ1)

Зонд для индикации ДНК иных кла-
стеров (nonCC2-W148)

GCGACCCGCCGTCTCCTGA Прямой праймер для амплификации 
ДНК СС2-W148/non СС2-W148

TCGGCCGTACGGACGACGAT Обратный праймер для амплификации 
ДНК СС2-W148/non СС2-W148

CGAGGCTGCCTACTACGCTC Обратный праймер для амплификации 
ДНК СС2-W148/non СС2-W148



625

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2017; 62(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-10-622-627

Microbiology

устойчивости к одному из двух антибиотиков (канами-
цину или офлоксацину), штамм обозначали как пре-
ШЛУ.

Среди 39 больных, мокрота которых была положи-
тельна на присутствие ДНК СС2-W148 клона, 34 были 
позитивны на Rif(+) мутации в GeneXpert исследова-
нии. Среди 104 больных, мокрота которых была пози-
тивна на ДНК других генотипов (или других субтипов 
генотипа Beijing, например CC3, CC4, CC5, CC6 и BL7 
[8]), выявлено только 38 Rif(+) случаев. Таким образом, 
Rif(+) мутации значимо чаще встречали в образцах с 
ДНК СС2-W148 субтипа (χ2 = 27,1; p < 0,01). Следова-
тельно, у больных, поражённых МБТ генотипа Beijing/
CC2-W148, значимо чаще развивались случаи с МЛУ и 
ШЛУ (табл. 4). Однако углублённый анализ выявил рас-
хождение между прогнозом МЛУ/ШЛУ по результатам 
исследования на GeneXpert и фенотипическим развити-
ем МЛУ/ШЛУ у штаммов. Анализ выявил семь случаев 
несовпадения Rif(+) результатов по данным GeneXpert 
с фенотипически проявившимся МЛУ-ТБ по итогам 
бактериологического анализа. Среди 39 образцов СС2-
W148 клона в пяти случаях предварительный резуль-
тат МЛУ не был подтверждён. В трёх случаях штаммы 
были чувствительны к рифампицину, в одном — к изо-
ниазиду, в одном — к изониазиду и рифампицину. В то 
же время среди остальных 104 случаях иных генотипов, 
т.е. не относящихся к клону Beijing/CC2-W148, выяв-
лено только два таких несовпадения. Таким образом, 
МБТ клона Beijing/СС2-W148 значимо чаще (χ2 = 5,1; 
p < 0,05, с коррекцией по Йетсу) давали неправильный 
прогноз МЛУ при предварительном исследовании на 
мутации устойчивости к рифампицину на анализаторе 
GeneXpert.

Из 143 обследованных в девяти случаях выявлены 
смешанные генотипы W148/nonW148. В одном случае 
за время периода наблюдения у пациента произошла 
однозначная смена генотипа возбудителя, сопровождав-
шаяся развитием ШЛУ. Б о л ь н о й  Б . , 1987 г.р., по-
ступил в ИОКТБ с диагнозом: рецидив ТБ лёгких, диссе-
минированная форма в фазе инфильтрации, ТБ внутри-

исследуемого региона и в России в целом [12]. Во всех 
случаях получено 100% совпадение результатов. Отсут-
ствие неспецифической реакции разработанных тестов 
определяли аналогично с использованием 10 образцов 
ДНК, выделенных из клинических штаммов и относя-
щихся к видам микобактерий, отличным от M. tuberculo-
sis (MOT). Проведенный тест показал полную видовую 
специфичность разработанных тестов (табл. 2).

Чувствительность тестов определяли на 100 образцах 
мокроты, отобранных случайным образом. Как видно из 
табл. 2, ПЦР набор на основе динуклеотидной делеции 
в гене kdpD показал бόльшую чувствительность, чем ис-
пользуемый в качестве референсного теста GeneXpert. 
С помощью этого подхода было выявлено три дополни-
тельных образца, позитивных на ДНК МБТ, по сравне-
нию с результатами на GeneXpert.

Для оценки клинического значения разработанных 
тестов было исследовано 190 клинических образцов 
(мокрота, спинномозговая жидкость, операционный ма-
териал) от 186 больных ТБ, находившихся на стационар-
ном лечении в ИОКТБ в 2016 г. Все исследования прове-
дены в параллельных испытаниях с GeneXpert, как 
описано выше. Ретроспективный анализ клиниче-
ских данных выявил 143 пациента из числа обсле-
дованных, имевших развернутую бактериограмму 
выделенных штаммов. Для дальнейшего анализа 
были отобраны только эти случаи. В табл. 3 при-
ведены общие демографические данные выборки, 
генетический полимофизм гена CD209 –336A/G, их 
ВИЧ-статус.

МЛУ ТБ оценивали по наличию устойчивости 
МБТ к рифампицинцу и изониазиду, ШЛУ опреде-
ляли при наличии МЛУ и устойчивости к канами-
цину и офлоксацину. В случае выявления МЛУ и 

Т а б л и ц а  2
Определение чувствительности и специфичности тестов на 100 образцах мокроты, 120 штаммах МБТ и 10 MOT штаммах

Название гена и позиция мутации в геноме Позитивные результаты относительно GeneXpert как референс-
метода (63/100) при исследовании образцов мокроты

Специфичность тестов при исследо-
вании 120 МБТ и 10 MOT штаммов

СС1 pks8(1884305) 57/63 (91%) 100%
CC2-W148 инсерция IS6110 Rv2664-Rv2665 59/63 (94%) 100%
CC2-W148 kdpD(2545delCT) 66/63 (105%) 100%
Ural cinA(2147906) 51/63 (81%) 100%

Т а б л и ц а  3
Демографические, генетические данные, ВИЧ-статус больных 
исследуемой выборки

Признак Значение признака

Общее количество больных, абс. 143
Мужчины 86

Женщины 57
Возраст, годы, среднее стандартное от-
клонение

40,9 ± 11,9

CD209, генотип
AA 100
AG 40
GG 3
ВИЧ-положительные, абс. (%) 35 (24,5%)

Т а б л и ц а  4
Частота встречаемости МЛУ, преШЛУ/ШЛУ среди исследованных 
генотипов, абс. (%)

Генотип/субтип Всего МЛУ преШЛУ/ШЛУ χ2; p*

Beijing/CC1 21 9 (42,9%) 3 (14,3%) нет различий
Beijing/CC2-W148 39 16 (41,0%) 11 (28,2%) 11,1; >0,01

Ural 4 1 (25%) 0 нет различий
«Другие генотипы» 79 18 (22,8%) 11 (13,9%) —

* Сравнение суммарных данных МЛУ + преШЛУ/ШЛУ Beijing/CC1, 
Beijing/CC2-W148 и Ural со штаммами «другие генотипы».
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грудных лимфатических узлов в фазе инфильтрации; 
ВИЧ-инфекция, стадия 4В, фаза прогрессирования, без 
ВААРТ. При поступлении на стационарное лечение в 
мокроте определено наличие ДНК МБТ Rif(+), микст-
генотип (W148/non-W148). Через месяц лечения мокро-
та оставалась положительной на ДНК МБТ, Rif(+), од-
нако генотип определяли однозначно как W148.

ДНК из мокроты 143 больных генотипирована на 
AA\AG\GG генотипы в позиции -336 гена CD209 [7]. 
Получено следующее распределение генотипов — 
100\40\3 соответственно, находящихся в равновесии 
по Харди—Вайнбергу (χ2 = 0,19; p > 0,05). Генотипы 
AG и GG мы рассматривали как неблагоприятные в 
случае сочетания их с генотипом возбудителя Beijing 
[7]. В настоящем анализе исследовали сочетание ал-
леля –336G CD209 (генотипы GG и AG) у пациентов 
и CC2-W148 штамма возбудителя. Определено 16 та-
ких случаев (табл. 5). У этих больных значимо чаще 
(χ2 = 24,1; p < 0,01 с коррекцией по Йетсу) выявляли 
смешанные генотипы W148/nonW148 по сравнению 
с остальными пациентами. В вышеописанной груп-
пе обнаружены 4 случая ШЛУ, 2 случая преШЛУ, 5 
случаев МЛУ. У остальных 5 больных выявлены по-
лирезистентные штаммы. С учётом того, что всего в 
выборке обнаружено только 12 ШЛУ штаммов, име-
ет место значимое преобладание ШЛУ случаев сре-
ди группы больных с неблагоприятным сочетанием 
-336G аллеля и Beijing/CC2-W148 генотипа (χ2 = 4,3; p 
< 0,05 с коррекцией по Йетсу).

Обсуждение. Общее количество обнаруженных 
микст-генотипов значительно меньше ожидаемого, 
описанного в аналогичном исследовании [13], про-
веденном в Южной Африке, что, по-видимому, свиде-
тельствует о достаточной эффективности проводимых 
противоэпидемических мероприятий в ИОКТБ. Тем не 
менее, полученные результаты свидетельствуют о том, 
что внутрибольничная трансмиссия высокоэпидемиче-
ских штаммов в условиях большого противотуберкулез-
ного стационара все же возможна. По всей видимости, 
наиболее уязвимой группой больных, подверженной 
потенциальному нозокомиальному заражению высоко-
трансмиссивным штаммом CC2-W148, несущим МЛУ/
ШЛУ, в противотуберкулезном стационаре являются 
ВИЧ-инфицированные больные, а также носители ми-
норного аллеля –336G гена CD209. Следует отдельно 
отметить, что подавляющее большинство случаев обна-
ружения ДНК CC2-W148 в мокроте совпадало с выявле-
нием Rif(+) мутаций в исследовании GeneXpert. По всей 
видимости этот феномен связан с конституитивными 
мутациям в rpoB гене, что приводит к эпидемическому 
распространению МЛУ штаммами этого генотипа.

Заключение. Разработанная тест-система для выявле-
ния клона CC2-W148 в мокроте и другом клиническом 
материале можно рассматривать в качестве инструмен-
та для клинической диагностики, а также метода, при-
годного для проведения профилактики нозокомиальных 
вспышек МЛУ ТБ, вызванных данным эпидемическим 
штаммом [5].
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Т а б л и ц а  5
Частоты сочетания генотипов CD209 пациентов и выделенных 
от них микст W148/nonW148 вариантов возбудителя ТБ

Тип больных/Количе-
ство случаев

Общий по-
казатель

Микст генотипы 
W148/nonW148

χ2; p

Больные с сочетанием 
–336G аллель + CC2-
W148 генотип

16 6 χ2 = 24,1*;  
p < 0,01

Больные с иным соче-
танием аллелей CD209 
и генотипами МБТ

127 3

* Коррекция по Йетсу.
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