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введение
В последнее время большую значимость приобретает распро-

странение ВИЧ-ассоциированного туберкулеза. Согласно данным 
ВОЗ Российская Федерация относится к числу наиболее неблагопо-
лучных европейских стран  по обозначенной проблеме [�]. На позд-
них стадиях ВИЧ-инфекции на фоне выраженного иммунодефицита 
изменяется иммунопатогенез заболевания в связи с чем верифика-
ция диагноза традиционными микробиологическими методами диа-
гностики туберкулеза вызывает затруднения [1,�,7,10]. В то же вре-
мя, своевременное выявление туберкулеза у ВИЧ-инфицированных 
пациентов приобретает особое значение, так как в условиях иммуно-
дефицита промедление с началом лечения быстро приводит к гене-
рализации процесса и смерти больного, а также к росту  распростра-
ненности туберкулезной инфекции. Обнаружение ДНК микобактерий 
туберкулеза (МБТ) методом ПЦР в клиническом материале является 
достоверным и часто единственным маркером заболевания у ВИЧ-
инфицированных пациентов [3]. 

Информативность ПЦР при исследовании того или иного вида 
материала, зависит как от локализации процесса, способа получения 
клинического материала, так и от эффективности выделения ДНК и 
наличия ингибиторов ПЦР в исследуемом образце [9]. С помощью 
технологии Real-time PCR появилась возможность определять кон-
центрацию ДНК в исследуемых пробах [�,8] и, таким образом, оцени-
вать эффективность выявления МБТ в том или ином виде клиническо-
го материала.

цель
Сравнить эффективность выявления ДНК МБТ в биопсийном ма-

териале и бронхо-альвеолярном лаваже (БАЛ), полученном при про-
ведении бронхоскопии у ВИЧ-инфицированных больных.

Материалы и методы
Материалом для исследования явились образцы БАЛ и биопта-

тов легких и/или бронхов (забор которых осуществлялся одновремен-
но при  проведении диагностической бронхоскопии у каждого из 1�0 
ВИЧ-инфицированных пациентов с дифференциальной диагностикой 
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туберкулеза легких), поступившие в лабораторию ФГУН ЦНИИЭ Рос-
потребнадзора из ИКБ №2 г. Москвы. Материал получен от 109 муж-
чин и 31 женщины в возрасте от 18 до �1 года.

Пробоподготовка осуществлялась  согласно методическим указа-
ниям по забору, транспортировке и хранению клинического материала 
для ПЦР-диагностики, разработанным в ФГУН ЦНИИЭ, Роспотребнад-
зора. 1 мл БАЛ центрифугировался 10 минут при 10 тыс.g., затем на-
досадочная жидкость аккуратно отбиралась до метки 100 мкл и из ос-
тавшегося осадка выделялась ДНК. Биопсийный материал размером 
3-� мм3 тщательно растирался в эппендорфе тефлоновым пестиком, 
в �0 мкл РВS-буфера. В гомогенизированную ткань добавлялось �00 
мкл РВS-буфера,   материал осаждался на вортексе. Отбиралось 200 
мкл супернатанта, который центрифугировался 10 минут при 10 тыс.
g. Супернатант отбирался, осадок ресуспендировался в 100 мкл РВS-
буфера. Выделение ДНК проводилось с помощью комплекта реагентов 
«ДНК-сорб-В» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора). 

Для выявления ДНК МБТ и определения ее концентрации в кли-
нических образцах была использована тест-система «АмплиСенс® 
My�oba�terium tuber�ulosis–Fl» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора) на 
основе ПЦР с ГФ-детекцией результатов в режиме реального време-
ни и набор калибраторов. Калибраторы представляли собой генно-ин-
женерную конструкцию, полученную путем клонирования в плазмиду 
p��IM участка ДНК микобактерий, содержащего инсерционный элемент 
IS�110. Аналитическая чувствительность ПЦР-тест-системы «Ампли-
Сенс® My�oba�terium tuber�ulosis–Fl» составляет 2,�х102 коп/мл. Для 
проведения ПЦР использовали «Rotor��ene 3000» («Corbett Resear�h», 
Австралия), с установленным на нем программным обеспечением 
«Rotor��ene �.0» («Corbett Resear�h», 200�).

Результаты
При анализе двух исследуемых видов материала, полученных от 

1�0 больных, ДНК МБТ была обнаружена у �1 больного (29,2%). Среди 
них у 18 больных (группа 1) ДНК МБТ одновременно детектировалась 
и в БАЛ, и в биоптатах (12,8%),  у 1� больных (группа 2) ДНК МБТ была 
обнаружена только в БАЛ и не обнаруживалась в биоптатах (11,�%,) и у 7 
больных (группа 3) ДНК МБТ была обнаружена только в биоптатах (�%). 
В группе 1 средняя концентрация ДНК МБТ в  БАЛ составила 1,3 х10� коп 
IS �110/мл, в биоптатах - 2,0х10� коп IS �110/мл. У 9 пациентов концен-
трация ДНК МБТ в БАЛ превышала концентрацию ДНК МБТ в биоптата-
тах, у 10 пациентов наблюдалась обратная ситуация. В группе 2 средняя 
концентрация ДНК МБТ в БАЛ составила 2х10� коп IS �110/мл. В 3 груп-
пе средняя концентрация ДНК МБТ в биоптатах составила �,8х103 коп IS 
�110/мл (См.табл.1).



70 Молекулярная диагностика

Таблица 1.

Группа
Вид мате-

риала

Максималь-
ная нагруз-

ка, коп IS 
�110/мл

Минималь-
ная нагруз-

ка, коп IS 
�110/мл

Медиана, 
коп IS �110/

мл

Средняя на-
грузка, коп 
IS �110/мл

Всего

1
БАЛ 1,�х107 3,�х103 �,�х10� 1,3х10�

18
биоптат 1,�х107 7х102 2,�х10� 2,0х10�

2 БАЛ 1,�х10� 8х102 �,�х103 2,0х10� 1�

3 биоптат 2,2х10� �х102 3,7х103 �,8х103 7

Из представленных в таблице данных видно, что средняя концен-
трация ДНК МБТ, выделенной с помощью набора «ДНК сорб-В» из био-
псийного материала коррелирует с концентрацией ДНК, выделенной из 
бронхо-альвеолярного лаважа.

выводы
1. При использовании набора «ДНК сорб-В» (ФГУН ЦНИИЭ Роспот-

ребнадзора), имеющего универсальное предназначение при работе с 
разными видами клинического материала при выявлении ДНК микобак-
терий, бактериальная нагрузка ДНК МБТ зависела от качества забора 
клинического материала и не зависела от его вида.

2. Для более достоверной верификации диагноза туберкулез не-
обходимо использовать все виды материалов, которые возможно полу-
чать в результате проводимой бронхоскопии.
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