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КОМПЛЕКСНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МОКРОТЫ ВПЕРВЫЕ ВЫЯВЛЕННЫХ 
БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЁЗОМ ЛЁГКИХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО 
КОНТРОЛЯ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЁЗА  
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Цель: использование полимеразной цепной реакции (ПЦР) в комплексном исследовании мокроты впервые выявленных больных туберкулё-
зом лёгких (ТБЛ) при контроле жизнеспособности микобактерий туберкулёза (МБТ) микробиологическим методом.
Материал и методы: объект исследования – 59 впервые выявленных больных ТБЛ при поступлении на лечение и 28 больных ТБЛ через два 
месяца после начала противотуберкулёзной химиотерапии. Материал исследования – мокрота больных ТБЛ. Выявление погибших и перси-
стирующих МБТ отмечалось при положительном результате ПЦР (ПЦР+) и отсутствии роста МБТ на плотной питательной среде Левенштей-
на-Йенсена. Применялись наборы для выделения ДНК M. tuberculosis complex: «ДНК-сорб-В» и «Литех».  Для амплификации применялись 
наборы «Политуб» и «АмплиСенс МБТ». Детекция продуктов амплификации проводилась электрофорезом в 1,7% агарозном геле в присут-
ствии бромистого этидия. 
Результаты: до лечения ПЦР+ выявлен у 52 (88,1%) из 59 обследованных больных ТБЛ, положительный результат посева (посев+) – у 34 
(57,6%) пациентов, отсутствие роста МБТ имело место у 25 (42,4%) из 59 больных ТБЛ. Через 2 месяца химиотерапии ПЦР+ выявлен у 23 
(82,1%) из 28 больных ТБЛ, посев+ – у 13 (46,4%) пациентов, отсутствие роста МБТ отмечено в 15 (53,6%) из 28 случаев ТБЛ.
Заключение: содержание погибших и персистирующих МБТ на фоне химиотерапии повысилось от 36,5% до 52,2%. Показана эффективность 
использования ПЦР мокроты при контроле жизнеспособности МБТ микробиологическим методом.
Ключевые слова: туберкулёз лёгких, полимеразная цепная реакция, микробиологический метод, жизнеспособность микобактерий ту-
беркулёза, химиотерапия.
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COMPLEX RESEARCH OF THE SPUTUM IN NEWLY DIAGNOSED PATIENTS WITH PULMONARY 
TUBERCULOSIS USING POLYMERASE CHAIN REACTION AND MYCROBIOLOGICAL CONTROL OF 

THE VIABILITY OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
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Objective: The use of polymerase chain reaction (PCR) in a comprehensive study of sputum in newly diagnosed patients with pulmonary tuberculosis 
(PTB) in the control of mycobacterium tuberculosis (MTB) viability by the microbiological method.
Methods: The object of the study – 59 newly diagnosed patients with PTB in admission for treatment and 28 patients with PTB two months after the 
start of anti-tuberculosis chemotherapy. The study material is the sputum of PTB patients. Identification of the dead and persistent MTB was noted 
with the positive result of PCR (PCR+) and the absence of growth of MTB on the dense of nutritional environment of Levenstein-Jensen. The DNA-
Sorb-B and Litekh sets were used for DNA extraction of Mycobacterium tuberculosis complex. For amplification, Politub and AmpliSens MBT kits were 
used. Detection of amplification products was carried out with electrophoresis in 1.7% agarose gel in the presence of bromide ethidium.
Results: Before treatment, PCR was detected in 52 (88.1%) of the 59 PTB patients examined, 34 (57.6%) tested positive for inoculation (culture+). 25 
(42.4%) of patients, lack of growth of MTB out of 59 PTB patients. After 2 months of chemotherapy, PCR+ was detected in 23 (82.1%) out of 28 patients 
with PTB, culture+ – in 13 (46.4%), no growth of MTB was revealed in 15 (53.6%).
Conclusions: The content of the dead and persistent MTB against the background of chemotherapy increased from 36.5% to 52.2%. The effectiveness 
of the use of PCR sputum in controlling the viability of MTB by the microbiological method is shown.
Keywords: Pulmonary tuberculosis, polymerase chain reaction, microbiological method, mycobacterium tuberculosis viability, chemotherapy.
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Введение
В настоящее время «золотым стандартом» лабораторной 

диагностики туберкулёза лёгких (ТБЛ), по-прежнему, является 
микробиологический метод [1]. Однако, диагноз ТБЛ не всегда 

может быть установлен на основе микробиологического иссле-
дования мокроты. Одним из методов обнаружения присутствия 
микобактерий туберкулёза (МБТ) в исследуемом материале 
является полимеразная цепная реакция (ПЦР) [2]. Метод ПЦР 
даёт возможность выявлять присутствие возбудителя в любой 
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ткани или жидкости [3]. В настоящее время ПЦР широко приме-
няется для диагностики туберкулёза у человека и животных [4]. 
Применению ПЦР в лабораторной диагностике туберкулёза по-
священо большое количество работ. Авторы отмечают высокую 
чувствительность и специфичность ПЦР в выявлении различных 
форм туберкулёза [5, 6]. Чувствительность ПЦР снижается из-за 
присутствия в образцах ингибиторов реакции, что приводит к 
ложноотрицательному результату. Основные ингибиторы ПЦР: 
гемоглобин и гепарин [7]. 

Результаты изучения ПЦР, как лабораторного метода диа-
гностики ТБЛ и контроля противотуберкулёзной химиотерапии, 
противоречивы. По одним данным, эффективность ПЦР превы-
шает эффективность традиционных микробиологических мето-
дов (микроскопии МБТ с окраской по методу Циля-Нильсена и 
посева на плотную яичную среду Левенштейна-Йенсена) [8-10], 
согласно другим источникам результаты ПЦР ниже по сравне-
нию с микробиологическим методом посева [11, 12]. Кроме 
того, метод ПЦР не позволяет судить о жизнеспособности МБТ, 
так как определяет присутствие в биологическом материале как 
живого, так и погибшего микроорганизма [13, 14]. С использова-
нием ПЦР в биологических образцах также могут быть выявлены 
персистирующие формы МБТ, не способные к размножению при 
внутриклеточном выживании [15].

Таким образом, лабораторный контроль эффективности хи-
миотерапии с помощью ПЦР должен осуществляться в комплек-
се с посевами мокроты на выявление жизнеспособности МБТ [1, 
10, 11, 16].

Цель исследования
Использование ПЦР в комплексном исследовании мокроты 

больных ТБЛ при контроле жизнеспособности МБТ микробиоло-
гическим методом.

Материал и методы
В исследовании приняли участие 87 впервые выявленных 

больных ТБЛ. Пациенты выявлялись «по обращаемости» с по-
следующим обследованием. Данные больные распределены на 
две группы: І – 59 (67,8%) больных при поступлении на лечение 
в стационар Национального центра фтизиатрии и ІІ группа – 28 
(32,2%) больных через 2 месяца противотуберкулёзной химио-
терапии. І группа состояла из 29 (49,2%) мужчин и 30 (50,85%) 
женщин (возраст – 17-75 лет; средний возраст 35,3±1,6 лет). ІІ 
группа была представлена 13 (46,4%) мужчинами и 15 (53,6%) 
женщинами (возраст – 17-54 лет; средний возраст 29,8±1,8 лет). 
Распределение по клиническим формам в I группе было следу-
ющим: у 50 (84,7%) больных  диагностирован инфильтративный 
ТБЛ, у 5 (8,5%) – диссеминированный ТБЛ, у 2 (3,4%) – фиброз-
но-кавернозный ТБЛ и у 2 (3,4%) – милиарный ТБЛ. Во II группе 
у 23 (82,2%) больных диагностирован инфильтративный ТБЛ, у 3 
(10,7%) – фиброзно-кавернозный ТБЛ и у 2 (7,1%) – диссемини-
рованный ТБЛ. 

Материалом исследования служила мокрота больных ТБЛ. 
Всем пациентам проведены ПЦР, микроскопия мазков мокроты 
с окраской по Цилю-Нильсену, посев на плотную яичную пита-
тельную среду Левенштейна-Йенсена.

Методом ПЦР пробы мокроты исследовались в повторах 
до 3 раз, отмечался ПЦР+ при положительном результате в од-
ном или более повторах. Для выполнения ПЦР использована 
аппаратура производства «Biometra» (Германия), амплифика-

тор-термоциклер Т1. Применялись наборы для выделения ДНК 
Mycobacterium tuberculosis complex: «ДНК-сорб-В» (ФГУН ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора, Москва) для выделения ДНК из мокроты и 
набор для выделения ДНК («Литех», Москва). Для амплифика-
ции применялись наборы «Политуб» и «АмплиСенс МБТ». При 
использовании набора «Политуб» амплификация осуществля-
лась по следующей программе: 93°С – 30 секунд; 93°С – 10 се-
кунд, 64°С – 10 секунд, 72°С – 20 секунд – 5 циклов; 93°С – 10 
секунд, 62°С – 10 секунд, 72°С – 20 секунд – 35 циклов. При 
использовании набора «АмплиСенс МБТ» амплификация про-
водилась по следующей программе: 95°С – 15 минут; 95°С – 30 
секунд, 70°С – 40 секунд – 42 цикла; 72°С – 2 минуты и хранение 
при 10°С. Детекция результатов ПЦР осуществлялась методом 
электрофореза в 1,7% агарозном геле в присутствии бромисто-
го этидия. После завершения электрофореза гель помещался на 
стекло УФ трансиллюминатора с облучением ультрафиолетовым 
излучением с длиной волны 310 нм. Длина амплифицированных 
специфических фрагментов ДНК: «Политуб» – 357 п.н. (тысяч пар 
нуклеотидов), «АмплиСенс МБТ» – 390 п.н. В положительном 
контроле на электрофореграмме присутствовала специфическая 
полоса ДНК. В отрицательном контрольном образце эта полоса 
отсутствовала, в анализируемой пробе – соответственно. В ка-
ждой пробе – внутренний контроль для получения достоверного 
результата. При отсутствии полосы внутреннего контроля прово-
дилась повторная постановка ПЦР.

Настоящее исследование соответствует этическим стандар-
там, разработанным в соответствии с Хельсинкской деклараци-
ей Всемирной медицинской ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских исследований с участием 
человека» с поправками 2000 года. Исследование было одобре-
но Комитетом по биоэтике при Министерстве здравоохранения 
Кыргызской Республики (протокол заседания № 12 от 27 марта 
2013 года).

Использовались непараметрические методы математи-
ческой статистики. Отмечено абсолютное количество n обсле-
дованных больных ТБЛ по группам, абсолютное количество n+ 
больных ТБЛ с положительным результатом анализов. Опреде-
лены доли относительных величин Р (%), доверительный интер-
вал ДИ (95%). Проведено вычисление достоверной разницы по 
двустороннему точному критерию Фишера р. Уровень значимо-
сти р=95%. 

Результаты и их обсуждение
В рамках изучаемой проблемы выполнялось обнаружение 

МБТ методом ПЦР в мокроте 59 впервые выявленных больных 
ТБЛ до лечения (І группа) и 28 пациентов через 2 месяца химио-
терапии (ІІ группа).

В I группе ПЦР+ мокроты выявлена у 52 (88,1%), БК+ – у 33 
(55,9%), посев+ отмечен у 34 (57,6%) обследованных. Во II группе 
эти цифры распределились соответственно следующим обра-
зом: 23 (82,1%); 10 (35,7%) и  13 (46,4%).

Выполнено определение влияния содержания жизнеспо-
собных МБТ, выявленных с помощью посева, на уровень вы-
явления МБТ с использованием ПЦР. До лечения достоверная 
разница по точному критерию Фишера р=0,04. Также по точному 
критерию Фишера определена статистическая достоверность за-
висимости результата ПЦР от результата микроскопии (р=0,04) 
до лечения. Полученные данные представлены в табл. 

При выявлении МБТ у больных ТБЛ в некоторых случаях 
ПЦР дал положительный результат, а посев – отрицательный. 

Е.В. Дуденко с соавт. Полимеразная цепная реакция и посев при туберкулёзе
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Была  проведена выборка по совпадению результатов ПЦР и по-
сева. 

В I группе совпадение результата ПЦР+ и посев+ выявлено 
у 33 (55,9%) из 59 больных. В одном случае (1,7%) при посев+ ре-
зультат ПЦР был отрицательным. У 6 (10,2%) больных этой груп-
пы МБТ не были обнаружены ни методом ПЦР, ни посевом. В це-
лом, ПЦР мокроты показала более высокий процент выявления 
МБТ по сравнению с посевом. Результат ПЦР+ зафиксирован у 52 
пациентов; при этом посев+ отмечен у 33 (63,5%) и отрицатель-
ный результат посева – у 19 (36,5%) больных с ПЦР+. 

Во II группе совпадение ПЦР+ и посева+ отмечено у 11 
(39,3%) из 28 человек. В 2 случаях (7,1%) ПЦР дал отрицательный 
результат при посеве+. У 3 (10,7%) больных МБТ не обнаружены 
ни методом ПЦР, ни посевом. Результат ПЦР+ зафиксирован у 23 
больных; при этом посев+ отмечен у 11 (47,8%) и отрицательный 
результат посева – у 12 (52,2%) пациентов с ПЦР+.    

При использовании ПЦР в мокроте выявляются не только 
жизнеспособные МБТ (способные к размножению на питатель-
ной среде), но и большое количество погибших микроорганиз-
мов. Происходит обнаружение и персистирующих в лейкоцитах 
внутриклеточных МБТ, которые не способны к размножению 
[15]. В данной работе проводилось выявление содержания по-
гибших и персистирующих внутриклеточных МБТ методом сопо-
ставления результата ПЦР мокроты с результатом посева МБТ на 
жизнеспособность при лабораторном контроле эффективности 
химиотерапии впервые выявленных больных ТБЛ. Если отмеча-
лась ПЦР+ при отсутствии роста МБТ, это означало выявление 
погибших и персистирующих МБТ при использовании ПЦР.  

Эффективность выявления МБТ в I группе составила 88,1% 
при использовании ПЦР мокроты. Положительные результаты 
микроскопии получены у 55,9% больных, а посева (жизнеспо-
собные МБТ) – в 57,6% случаев. Использование точного крите-
рия Фишера в этой группе обнаружило статистически значимую 
разницу между ПЦР+ и БК+ (р=0,04) и ПЦР+ и посевом+ (р=0,04). 
Выявление МБТ методом ПЦР на 36,5% превысило результат по-
сева мокроты. Согласно литературным источникам [17], иссле-
дование мокроты 150 больных ТБЛ показало следующие резуль-
таты: ПЦР – 85,8±2,9%, микроскопия – 39,4±4,0%, посев на среду 
Левенштейна-Йенсена – 72,0±3,7%.

Информативность ПЦР у больных II группы составила 82,1%. 
Положительные БК+ получены у 35,7%, жизнеспособные МБТ 
методом посева+ выявлены в 46,4% наблюдений. При использо-
вании сочетания ПЦР и посева погибшие и персистирующие МБТ 
выявлены у 12 (52,2%) из 23 больных ТБЛ с ПЦР+. Таким образом, 
с помощью технологии ПЦР в этой группе выявление МБТ воз-
росло на 52,2% сравнительно с результатом посева мокроты. По 
литературным данным [18] совпадение положительных резуль-
татов ПЦР и посева отмечено у 60 (64,9±5,0%) из 92 больных ТБЛ.

Заключение
Комплексное исследование мокроты больного ТБЛ с ис-

пользованием ПЦР при контроле жизнеспособности МБТ тради-
ционными бактериологическими методами способствует повы-
шению выявления МБТ на фоне проводимой химиотерапии.

Таблица  Выявление МБТ в биологических пробах впервые выявленных больных ТБЛ

Группа n+ Р (%) ДИ (95%) Двусторонний точный  критерий Фишера р

І (ПЦР) n=59 52 88,1 79,7-96,5

ко ІІ (ПЦР) 0,51

к І (БК) 0,04

к І (посев) 0,04

ІІ (ПЦР) n=28 23 82,1 67,3-96,9
ко ІІ (БК) 0,63

ко ІІ (посев) 0,99

І (БК) n=59 33 55,9 42,9-68,9
ко ІІ (БК) 0,08

ІІ (БК) n=28 10 35,7 17,3-54,1

І (посев) n=59 34 57,6 44,7-70,5
ко ІІ (посев) 0,36

ІІ (посев) n=28 13 46,4 27,2-65,6

Примечания: n – абсолютное количество обследованных больных ТБЛ по группам; n+  – абсолютное количество больных ТБЛ с положительным результатом 
анализов; Р (%) – доли относительных величин; ДИ (95%) – доверительный интервал; р – достоверная разница по двустороннему точному критерию Фишера
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