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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

НТМ – нетуберкулезные микобактерии 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

рРНК – рибосомная рибонуклеиновая кислота 

ХОБЛ – хроническая обструктивная болезнь легких 

МАС − Mycobacterium avium complex 
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ВВЕДЕНИЕ  

 

Актуальность проблемы. По данным Всемирной организации 

здравоохранения на сегодняшний день хроническая обструктивная болезнь 

легких (ХОБЛ) занимает 4 место по смертности в мире в возрастной группе 

старше 45 лет, при этом смертность неуклонно растет (Чучалин, 2003; 

Шмелев, 2003). Данные о распространенности, болезненности и смертности 

от ХОБЛ заметно недооценивают общий ущерб от болезни, так как обычно 

ХОБЛ не распознается и не фиксируется до тех пор, пока не становится 

клинически значимой. Значительный рост повсеместного ущерба от ХОБЛ  

отражается в увеличении курения, профессиональных факторах, 

наследственной предрасположенности, а также изменение возрастной 

структуры населения (Трухан, Викторова, 2013).  

Заболевание проявляется в том, что оно развивается на протяжении 

длительного времени и поражает человека в период наивысшей жизненной 

активности. На первых этапах ХОБЛ протекает без клинических проявлений, 

больные жалоб не имеют (Чучалин, 2003; Шмелев, 2003). 

Доказано, что наиболее частыми причинами обострений ХОБЛ 

являются бактериальные и вирусные респираторные инфекции и 

загрязняющие вещества в атмосферном воздухе, однако причиной примерно 

20-30% случаев обострений установить не удается. (White, et al., 2003; 

Veeramachaneni, Sethi, 2006; Papi et al, 2006). Среди бактерий при обострении 

ХОБЛ обнаруживаются нетипируемые Haemophilus influenzae, Streptococcus 

pneumoniae и Moraxella catarrhalis, энтеробактерии и Pseudomonas 

aeruginosa. Но в последнее время исследование нетуберкулезных 

микобактерий показало их этиологическую значимость (Sethi et al., 2002; 

Veeramachaneni, Sethi, 2006; Авдеев, 2009). 

 Род микобактерий насчитывает более 50 видов и подвидов 

микобактерий (Оттен, Васильев, 2005; Отева, Полонская, 2013).  
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 Считается, что большинство пациентов заражаются нетуберкулезными 

микобактериями из окружающей среды, но механизм их поступления в 

организм  точно не известен, при этом нетуберкулезные микобактерии могут 

играть важную роль в возникновении респираторных заболеваний 

(Falkinham, 2002; Falkinham, 2003; Отева, Полонская, 2013). 

Микобактериозы легких получили в последние годы известность в 

связи с улучшением лабораторных методов выделения и идентификации 

нетуберкулезных микобактерий. Диагностика микобактериоза остается 

сложной проблемой, так как большая часть нетуберкулезных микобактерий 

является условно-патогенной и до настоящего времени не разработаны 

методы постановки диагноза и подходы к лечению этого заболевания 

(Литвинов и др., 2008; Суркова и др., 2015).  

Цель исследования  

Совершенствование методологии ПЦР-детекции нетуберкулезных 

микобактерий в клиническом материале и экспериментальная оценка 

частоты их встречаемости при ХОБЛ. 

Задачи исследования 

1. Сбор клинического материала (мокроты).  

2. Выделение ДНК с помощью набора «АмплиПрайм ДНК-сорб-АМ». 

3. Амплификация ДНК с родоспецифичными праймерами. 

4. Анализ частоты встречаемости микобактерий при ХОБЛ и сравнение 

с другими диагнозами. 

Практическая значимость 

На основании проведенных исследований предложена тест-система, 

обеспечивающая лабораторную детекцию нетуберкулезных микобактерий 

при ХОБЛ на ранних стадиях заболевания, при которых детекция 

возбудителя обычными методами проблематична. Проведена сравнительная 

характеристика информативности разработанной тест-системы для 

обнаружения нетуберкулезных микобактерий в клиническом материале. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

ХОБЛ – заболевание, характеризующееся персистирующим 

ограничением скорости воздушного потока, которое обычно прогрессирует и 

связано с выраженным хроническим воспалительным ответом легких на 

действие патогенных частиц или газов. По данным ВОЗ, в настоящее время, 

ХОБЛ является 4-й лидирующей причиной смерти в мире. Хотя ХОБЛ 

поражает легкие, она также имеет значительное влияние на весь организм.  

Заболевание может длиться несколько десятков лет. Клиническая 

картина при курении проявляется через 20-30 лет после начала курения. 

Долгое время ХОБЛ протекает без ярко выраженных клинических 

симптомов, больные жалоб не предъявляют. 

Первый симптом заболевания - кашель. Затем кашель становится 

ежедневым, чаще всего наблюдается днем. Кашель может носить 

приступообразный характер и провоцироваться различными факторами 

окружающей среды. 

Второй симптом заболевания – появление мокроты. В начале 

заболевания мокрота выделяется в небольшом количестве и имеет слизистый 

характер. 

Третий клинический симптом – появление одышки. Возникает, 

примерно, на 10 лет позже кашля и сначала ощущается только при 

значительной нагрузке, усиливаясь на фоне респираторных инфекций. По 

мере снижения легочной функции одышка становится более выраженной. 

Основными причинами возникновения ХОБЛ являются:  

● Курение. Смертность от ХОБЛ среди тех, кто не может отказаться от 

курения, наиболее высока, так как из-за этого развивается непроходимость 

дыхательных путей, появляется одышка. Однако и среди некурящих нередки 

случаи возникновения и прогрессирования ХОБЛ. 

● Патогенные частицы. Наиболее вредоносными частицами является 

пыль, содержащая кадмий и кремний. Профессии с повышенным риском 
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развития ХОБЛ - шахтеры; строители, рабочие металлургической 

промышленности,  железнодорожники. 

● Генетические факторы. В настоящее время единственной хорошо 

изученной генетической патологией, ведущей к ХОБЛ, является дефицит a1-

антитрипсина (ААТ). Но вклад этой причины в формировании ХОБЛ 

значительно меньший, чем курение. 

 Обострение ХОБЛ – одна из самых частых причин обращения 

больных за медицинской помощью (Авдеев,2014). Развитие обострений у 

больных ХОБЛ приводит к ухудшению показателей функции дыхания, более 

быстрому прогрессированию заболевания, значительному снижению 

качества жизни больных. Эти факторы сопряжены с существенными 

экономическими расходами на лечение (Авдеев, 2013). Заболеваемость 

ХОБЛ  на данный момент недостаточно изучена. Заболеваемость может 

заметно различаться как в разных странах, так и в разных регионах страны. 

Профилактика обострений является одной из основных терапевтических 

целей, но имеющиеся в настоящее время методы лечения обострений не 

очень эффективны. Считалось, что бактерии являются основной 

инфекционной причиной обострений, но с развитием новых диагностических 

методов выяснилось, что респираторные вирусы также часто 

обнаруживаются при обострениях ХОБЛ. (Beasley et al., 2012).  

 Бактериальная инфекция считается ведущей причиной обострений 

ХОБЛ. Наиболее частыми причинами обострений ХОБЛ являются 

бактериальные и вирусные респираторные инфекции, но причины примерно 

20–30 % случаев обострений установить не удается (Papi et al., 2006). Среди 

бактерий при обострении ХОБЛ наибольшую роль играют нетипируемые  

Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae и Moraxella catarrhalis 

(Veeramachaneni, Sethi, 2006). Также при тяжелых обострениях у больных 

ХОБЛ могут встречаться грамотрицательные микроорганизмы, в том числе 

Pseudomonas aeruginosa. 
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1.1. Микрофлора легких человека 

 

Длительное время считалось, что бронхиальное дерево здорового 

человека стерильно. Но современные молекулярно-генетические методы 

показали, что легкие здорового некурящего человека населены сообществами 

микроорганизмов (Berger, Wunderink, 2013; Dickson, Huffnagle, 2015).  

 Исследование микробиома дыхательных путей у здорового человека 

является необходимым шагом для оценки роли микроорганизмов в развитии 

болезней легких, ассоциированных с инфекционным процессом (Beck, et al., 

2012).  

 Вдыхание аэрополлютантов  рассматривается в качестве ключевого 

пускового фактора в патогенезе ХОБЛ, поскольку инициирует и 

поддерживает персистирующее воспаление в бронхиальном дереве. Однако 

лишь у 15% курильщиков развивается ХОБЛ, что, возможно, обусловлено 

наличием у этих лиц генетической восприимчивости или воздействием 

дополнительных факторов воспаления. Так, у бывших курильщиков при 

ХОБЛ в дыхательных путях сохраняется стойкое поддержание активности 

воспалительных маркеров (в частности, увеличенное количество 

рекрутированных нейтрофилов и эозинофилов), свойственное для лиц, 

продолжающих курить. Персистирующее воспаление при ХОБЛ у лиц, 

прекративших курение, можно объяснить хронической микробной 

колонизацией дыхательных путей. 

 Традиционные бактериологические методы показали, что примерно 

50% обострений ХОБЛ связано с конкретными микроорганизмами: 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae и  Moraxella catarrhalis, на 

поздних стадиях заболевания − Pseudomonas spp., Klebsiella spp. (Bilde, et al., 

2007). В период обострения эти микроорганизмы обнаруживают в секрете 

дыхательных путей. Так как многие из этих бактерий персистируют в 

дыхательных путях, они могут способствовать хроническому воспалению, 

что патогенетически приводит к прогрессированию ХОБЛ. (Berger, 
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Wunderink, 2013; Dickson, Huffnagle, 2015). При этом чаще всего 

бронхиальное дерево у здоровых людей колонизируют такие 

микроорганизмы, как бактерии рода Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, 

Fusobacteria и Veillonella. Реже встречаются потенциально патогенные 

Haemophilus и Neisseria (Beck, et al., 2012). Среди этих микроорганизмов есть 

анаэробы, такие как Prevotella spp., с трудом произрастающие на 

специальных средах. Bacteroidetes  более распространены у здоровых людей, 

чем у пациентов с бронхиальной астмой и ХОБЛ. Снижение колонизации 

Bacteroidetes в бронхиальном дереве у больных бронхообструктивными 

заболеваниями по сравнению со здоровыми людьми, вероятно, является 

следствием трансформации нормальной микрофлоры на фоне болезни. Так, 

респираторный тракт больных бронхиальной астмой и ХОБЛ представлен 

большим количеством микроорганизмов типа Proteobacteria. 

 Обострение инфекционного процесса в респираторном тракте является 

существенным фактором, усугубляющим выраженность бронхиальной 

обструкции (Global Strategy for the Diagnosis, Management, and Prevention of 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease, 2011). Наиболее частой причиной 

развития обострений ХОБЛ считается трансформация бактериальной 

контаминации в инфекционный процесс. Вместе с тем данные ряда 

исследований указывают на то, что появление в дыхательных путях больного 

ХОБЛ новых бактериальных штаммов характеризуется более высоким 

риском провоцирования обострения болезни, нежели постоянно 

присутствующие штаммы бактерий, составляющие «привычный» для 

пациента микробиом. При этом обострения, связанные с появлением 

«новых» для пациента микроорганизмов, как правило, протекают более 

тяжело и сопровождаются более выраженными воспалительными 

изменениями бронхов по сравнению с обострениями, ассоциированными с 

«привычной» микрофлорой, населяющей бронхиальное дерево больного 

(Sehti, et al., 2002). 
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 Поскольку биопсия легких не всегда приемлема для здоровых людей, 

изучение микробиоты легких было, главным образом, основано на 

исследовании образцов мокроты. Идентификация  микроорганизмов в  

образцах сложна; необходимы вспомогательные рентгенологические и 

клинические данные для установления диагноза. Но полагаться на 

достоверность анализа этих образцов для определения микрофлоры легких, 

является проблематичным из-за загрязнения мокроты  отделяемым верхних 

дыхательных путей или ротовой микрофлорой (Berger, Wunderink, 2013). На 

сегодняшний день, известно только несколько методов исследования 

микробиоты человеческой легочной ткани. Эти исследования имеют 

существенные ограничения, включая малый размер выборки и использование 

образцов, в основном, от пациентов с тяжелыми заболеваниями легких, таких 

как хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) или кистозный 

фиброз (Sze et al., 2015). 

 Большинство поверхностей верхних дыхательных путей (в том числе 

носоглотка и ротоглотка) заселены бактериями у здоровых людей. Эти 

микроорганизмы представляют собой нормальную флору дыхательных путей 

и редко вызывают заболевания. В носоглотке обычно находятся 

Staphylococcus epidermidis, Haemophilis spp., также могут присутствовать 

Staphylococcus aureus. 

 Наиболее часто встречаемыми при ХОБЛ микроорганизмами, 

выделенными из мокроты или бронхоскопических образцов являются Н. 

influenza, Str. pneumonia, М. catarrhalis, Mycobacterium spp, Listeria. Однако 

бактериальная флора при ХОБЛ зависит от тяжести заболевания, так 

грамотрицательные организмы, такие как синегнойная палочка чаще 

обнаруживается у пациентов с более тяжелой обструкцией дыхательных 

(Engler, Muhlemann, 2012). Синегнойная палочка часто присутствует в 

бронхиальном дереве у  пациентов, и с ней связано около 5–10%  обострений 

ХОБЛ (Sethi, Murphy,  2008). P. aeruginosa рассматривается как важный 

микробный агент в патогенезе обострений ХОБЛ.  Инфекция P. aeruginosa 
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при ХОБЛ может продемонстрировать кратковременную колонизацию с 

последующим быстрым очищением респираторного тракта. Однако, в ряде 

случаев, наблюдается долговременное нахождение синегнойной палочки в 

дыхательных путях больного, характеризующееся частой сменой клонов 

микроорганизма и внутриклоновым микроэволюционированием. Все это 

приводит к повышению частоты мутаций P. aeruginosa и развитию 

устойчивости возбудителя к воздействию различных антибактериальных 

препаратов, в частности за счет увеличения продукции биопленок 

(Rakhimova et.al., 2009).  

 

1.2. Предполагаемые возбудители ХОБЛ 

 

 Нетуберкулезные  микобактерии. 

 Атипичные (нетуберкулезные, нелепрозные) микобактерии относятся 

к семейству Mycobacteriaceae и отличаются от М. tuberculosis по потребности 

в питательных веществах, способности образовывать пигменты, ферментной 

активности и чувствительности к противотуберкулезным средствам. Кроме 

того, М. tuberculosis, как правило, распространяется от человека к человеку, а 

заражение атипичными микобактериями происходит при контакте с 

окружающей средой. 

 Вирулентность как степень патогенности является ключевым 

понятием для возбудителей инфекционных заболеваний. Изучение 

вирулентности НТМ является чрезвычайно сложной проблемой вследствие 

многочисленности возбудителей микобактериоза и достаточно слабой 

природной патогенности: случаев передачи микобактериоза от человека к 

человеку не зафиксировано. Следует подчеркнуть, что вирулентность 

возбудителя не существует сама по себе, а реализуется всегда только в 

системе хозяин – патоген, и потому ее уровень самым тесным образом 

зависит от чувствительности или резистентности макроорганизма к данной 

инфекции (Вишневский,  Маничева, и др., 2015). 
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 Потенциально патогенные нетуберкулезные микобактерии занимают 

промежуточное положение между вирулентными абсолютными патогенами 

(M. tuberculosis complex, M. leprae) и сапрофитами. Микобактерии – это 

микробы окружающей среды, встречающиеся повсеместно, в том числе в 

воде, почве, воздухе, у растений, животных и человека (Mehdi Mirsaeidi, 

et.al., 2014). Тем не менее нетуберкулезные микобакерии вызывают у 

человека широкий спектр клинических заболеваний, имеющих общее 

название микобактериоз. Наиболее часто встречаются легочные заболевания 

с широким спектром возбудителей НТМ, лимфаденит у детей, различные 

поражения кожи (Van Ingen J., 2013), а  также поражения других органов. 

Микобактериоз (лат. Mycobacteriosis) — инфекционное заболевание 

животных и человека, возбудителями которого являются представители 

большой группы НТМ. Вероятными факторами развития микобактериоза 

являются, главным образом, нарушения иммунитета, к которым приводят 

лечение иммунодепрессантами, пожилой возраст, сахарный диабет, 

хронические легочные заболевания (пневмокониозы, силикоз и др.), 

хирургические вмешательства, хронический стресс, а также многие другие 

заболевания и состояния. Однако в последние годы появились сообщения, 

что микобактериозу могут быть подвержены и иммунокомпетентные лица 

(Orme , Ordwa, 2014), что делает проблему еще более актуальной. Развитие 

патологии, вызываемой НТМ, в значительной мере обусловлено 

распространением ВИЧ-инфекции. Более того, некоторые исследователи 

считают, что микобактериозы у ВИЧ-инфицированных пациентов  — это 

индикаторы развития СПИД. Распространенность заболеваний, вызванных 

этими микроорганизмами, неуклонно растет. 

 Исследования также показали, что риск легочных инфекций, 

вызванных нетуберкулезными микобактериями растет, особенно у людей 

старше 50 лет (Winthrop et.al., 2010). Многие виды нетуберкулезных 

микобактерий способны к образованию биопленок, что способствует  

устойчивости к антибиотикам (Johnson, Odell, 2014). 
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 Число выделенных и описанных микобактерий постоянно растет. В 

настоящее время насчитывается более 150 видов нетуберкулезных 

микобактерий, 40 из которых могут являться возбудителями заболеваний 

легких. В последние годы быстрое увеличение выявления новых видов 

связано с улучшением методов культивирования и  точной дифференциацией 

видов. Дифференциация видов усовершенствовалась с развитием 

молекулярных методов, которые позволили обнаружить различия в гене 16S 

рРНК (Johnson, Odell, 2014). Микобактерии продолжают считать 

безопасными, так как передача инфекции от человека к человеку не 

установлена и не подлежит обязательной регистрации. 

 Нетуберкулезные микобактерии делятся на 4 группы:  

1. медленнорастущие фотохромогенные (М. kansasii и др.). Главным 

признаком представителей этой группы является появление пигмента на 

свету. Они образуют колонии от S до RS-форм, содержат кристаллы 

каротина, окрашивающие их в желтый цвет. Скорость роста от 7 до 20 дней 

при 25, 37 и 40 °С, катадазоположительны. М. kansasii - желтые бациллы, 

обитают в воде, почве, поражают легкие. Эти бактерии можно 

идентифицировать за счет их больших размеров и крестообразного 

расположении. Важным проявлением инфекций, вызванных М. kansasii, 

считается поражения кожи и мягких тканей, остеомиелита, лимфаденитов, 

перикардитов. 

2. медленнорастущие скотохромогенные (М. scrofulaceum, М. 

matmoense, M. gordonae и др.). Микроорганизмы образуют в темноте желтые, 

а на свету оранжевые колонии S-формы, растут при 37 °С. Это самая 

многочисленная группа нетуберкулезных микобактерий. Они выделяются из 

загрязненных водоемов и почвы и являются условно-патогенными для 

человека и животных. М. matmoense - микроаэрофилы, образуют серовато-

белые гладкие блестящие непрозрачные куполообразные круглые колонии. 

Эти микроорганизмы растут очень медленно при 22-37 °С. Нахождение их на 

свету не вызывает продукции пигмента. У человека они вызывают 
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хронические заболевания легких. М. gordonae − распространенные 

повсеместно сапрофиты, скотохромогены водопроподной воды, 

микобактериоз вызывают крайне редко. Помимо воды их часто выделяют из 

почвы, бронхиального секрета или другого материала от больных, но в 

большинстве случаев они оказываются непатогенными для человека. В то же 

время имеются сообщения о случаях менингита, перитонита и кожных 

поражений, вызванных этим видом микобактерий. 

3. медленнорастущие нехромогенные микобактерии (М. avium complex, 

M. gaslri M. terrae complex и др.). Они образуют бесцветные S-, SR- или R-

фор мы колоний, которые могут иметь светло-желтые. Выделяются от 

больных животных, из воды и почвы. М. avium - М. inlracellulare объединены 

в один М. avium complex так как их межвидовая дифференциация 

представляет определенные трудности. Микроорганизмы растут при 25-45 

°С, наиболее часто эти микроорганизмы вызывают у человека поражения 

легких. Описаны поражения кожных покровов, мышечной ткани и костного 

скелета. Они входят в число возбудителей оппортунистических инфекций, 

осложняющих синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД). 

Стандартные методы очистки воды не инактивируют данный микроб. 

4. быстрорастущие микобактерий (М. fortuitum complex, M. phlei, М. 

xmegmatis и др.). Растут в виде R- или S-форм колоний в течение  1-7 дней. 

Они обнаруживаются в воде, почве и являются представителями нормальной 

микрофлоры человека. Бактерии этой группы редко выделяются из 

патологического материала от больных, однако некоторые из них имеют 

клиническое значение. М. fortuitum complex включает М. fortuitum и М. 

chcionae. Они вызывают кожные и послеоперационные инфекции, 

заболевания легких. Микробы данного комплекса высокоустойчивы к 

противотуберкулезным препаратам. 

 В настоящее время M. avium complex и М. kansasii считаются самыми 

распространенными видами НТМ, вызывающими заболевания легких у 

человека, причем M. avium complex составляет почти половину всех 
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микобактериальных инфекций. В пределах вида М. аvium выделяют 

несколько подвидов, которые ассоциированы с определенным кругом хозяев, 

экологическими и географическими характеристиками штаммов. 

Наибольшее клиническое значение имеют микроорганизмы M. avium subsp. 

hominissuis, вызывающие микобактериоз у людей (González-Pérez, et.al., 

2013). Далее по распространенности идут M. kansasii, М. chelonae, М. 

fortuitum и M. abscessus. Редко отмечают случаи заболевания здоровых людей 

сапрофитными видами микобактерий, такими как M. gordonae, M. 

peregrinum, и некоторыми другими, например M. lentiflavum (Nakazawa et.al., 

2012). 

 По мнению некоторых исследователей, такие виды, как M. gordonae и 

M. simiae, вызывают колонизацию и редко могут быть причиной инфекции. 

Трудности диагностики микобактериозов легких обусловлены сходством их 

клинических, рентгенологических и морфологических проявлений с 

туберкулезом. 

P. aeruginosa - вид грамотрицательных подвижных палочковидных 

бактерий. Обитает в воде и почве,  является условно – патогенным 

микроорганизмом для человека. Факторами патогенности P. aeruginosa 

является наличие подвижности, образование токсинов, продукция 

гидролитических ферментов. Многие штаммы синегнойной палочки могут 

продуцировать слизь, основой которой является альгинат — гелеобразующий 

полимер, собранный из β-1,4-связанных мономеров D-маннуроновой и L-

гиалуроновой кислоты. В состав слизи могут входить рамнолипиды, Pls- и 

Pel-полисахариды, дериваты клеточной ДНК, протеины. 

Moraxella catarrhalis. Moraxella – группа неферментирующих условно – 

патогенных грамотрицательных микроорганизмов, обитающих на слизистых 

оболочках у человека и животных. M. catarrhalis может вызывать инфекции 

верхних и нижних дыхательных путей. 

 Streptococcus pneumonia — вид грамположительных факультативно – 

анаэробных гемолитических бактерий. Клетки Str. pneumoniae имеют 
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сферическую форму. Чаще всего располагаются попарно, но в жидких 

питательных средах образуют цепочки. Str. pneumoniae является вторым по 

распространѐнности и важности пневмотропным микроорганизмом в 

микробном спектре при хронических заболеваниях легких в периоде 

обострения. Пневмококковая инфекция, по данным ВОЗ, является ведущей 

причиной смертности. 

 Haemophilus influenza — вид грамотрицательных бактерий. Является 

возбудителем тяжелых заболеваний человека. Имеет вид неподвижной 

яйцевидной палочковидной коккобациллы. Располагается одиночно, попарно 

или скоплениями, иногда образует капсулу. Жгутиков не имеет. H. influenzae 

поражает только человека. Резервуаром инфекции являются носители или 

больные острыми респираторными заболеваниями, протекающими в легкой 

или клинически невыраженной форме.  

 Для гемофильных бактерий характерен, так называемый, феномен 

кормушки или сателлита, который проявляется в их способности расти 

вокруг колоний стафилококков или других бактерий, продуцирующих НАД 

или вызывающих гемолиз. Для самих гемофильных палочек, способность 

вызывать гемолиз не характерна. Мелкие радужные колонии гемофильных 

бактерий могут быть обнаружены только в зоне гемолиза, образуемой 

другими микроорганизмами, например стафилококками. 

 Первоначально H. influenzae идентифицировали как возбудителя 

гриппа, после установления вирусной природы гриппа обнаружилось, что 

микроб является одним из возбудителей пневмонии, заболеваниям 

подвержены дети, а также взрослые с ослабленным иммунитетом. H. 

influenzae  поражает только людей. Капсула является фактором патогенности 

и защищает микроорганизм от действия иммунной системы человека. 
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1.2.1. Факторы и механизмы вирулентности микобактерий 

 

Механизмы вирулентности НТМ, имеют общие черты для всех 

инфекционных патогенов: 

● адгезия — способность микроорганизма прикрепляться к клеткам 

организма-хозяина с помощью различных адгезинов (различных белков, 

тейхоевых кислот, липополисахаридов); 

● инвазия — проникновение в клетки хозяина за счет продукции 

определенных ферментов (гиалуронидаза, нейраминидаза), а также факторов, 

подавляющих клеточную защиту; адаптация к условиям макроорганизма-

хозяина за счет ряда механизмов, позволяющих «ускользать» от 

иммунологических факторов защиты, включая персистенцию, т. е. переход в 

дормантное состояние; 

● агрессия — противостояние защитным (иммунным) факторам 

макроорганизма за счет продукции различных ферментов (Julián et.al., 2010). 

 Принято считать, что у НТМ отсутствует корд-фактор, 

обусловливающий рост микроколоний МБТ в виде «жгутов» и «кос» и 

играющий существенную роль в вирулентности МБТ. На этом  основан 

дифференциально-диагностический признак различия микроколоний 

микобактерий (Вишневский, Маничева, 2015). 

 Исследования последних лет свидетельствуют о большей 

вирулентности шероховатых (грубых) колоний НТМ. Непрозрачные колонии 

M. fortuitum в 4–9 раз сильнее ингибируют производство оксида азота, 

индуцированного в макрофагах гамма-интерфероном, а также ограничивают 

слияние фагосомы с лизосомой (Kim K.H. et.al., 2014). Имеются данные, что 

шероховатые М. scrofulaceum вызывают более выраженные воспалительные 

реакции и обладают большей вирулентностью, чем гладкие. На это же 

указывают исследования с M. abscessus, выделенных от больных с 

хроническими поражениями легких (Park et.al., 2015). 
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 Из других фенотипических видов изменчивости НТМ, которые могут 

ассоциироваться с вирулентностью, является принадлежность к 

определенному серовару. Так, для вирулентности M. avium наибольшее 

значение имеют серовары 4 и 8. У M. avium сероваров 4 и 8 наиболее 

выражена гемолитическая активность, поскольку гемолизин является одним 

из факторов вирулентности НТМ, необходимой для инвазии в клетки 

макроорганизма-хозяина (Guirado et.al.,2012). 

 Важнейшими факторами вирулентности ряда потенциально 

патогенных микобактерий являются фенольные гликолипиды, в частности 

липоарабиноманнан (LAM), гликопептидолипиды (GPLs) и phthiocerol 

dimicocerosates (PDIMs) клеточной стенки микобактерий. Это относится 

главным образом к МАС, а также M. kansasii, М. marinum  (Vergnolle et.al., 

2015). Установлено, что гликопептидолипиды M.  smegmatis специфически 

ингибируют фагоцитоз в человеческих макрофагах.  Кроме того, эти липиды 

играют большую роль в образовании бактериальных биопленок как факторов 

приспособления микобактерий (Вишневский, Маничева и др., 2015).  

 Некоторые виды НТМ продуцируют экзотоксин — миколактон, 

который является основным фактором вирулентности M. ulcerans. 

Миколактон по химической структуре представляет собой поликетидное 

производное макролида. Токсин имеет сродство к жировым клеткам, 

обладает цитотоксическим эффектом, способствуя развитию некротических 

процессов, и иммуносупрессивным действием, так как в некротической фазе 

заболевания снижается чувствительность кожных проб (Käser et.al., 2009).  

 Плазмиды (внехромосомные генетические элементы) играют важную 

роль в вирулентности НТМ. Доказано, что МАС, несущие плазмиды, 

обладают высокой каталазной активностью и вирулентностью. На значение 

плазмид в вирулентности НТМ указывает  тот факт, что наибольшая частота 

носительства плазмид была у клинических изолятов МАС (Uchiya et.al., 

2015). 
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 НТМ обладают комплексом генов, детерминирующих различные 

факторы вирулентности. Отличительной чертой микобактерий от других 

патогенов является то, что у них обнаружен дополнительный тип секреции 

продуктов жизнедеятельности клетки во внешнюю среду (VII тип).  

 Система секреции ESX-1, ответственная за секрецию белков ESAT-6 и 

CFP-10, играет важнейшую роль в вирулентности M. marinum (Kennedy  et.al., 

2014), но гены, необходимые для секреции ESAT-6 системой секреции ESX 

1, находятся за пределами локуса RD1. 

 НТМ могут повлиять на различные сложные взаимоотношения с 

клетками макроорганизма, изменяя различные механизмы иммунитета 

организма-хозяина. Так, ESX-5 система секреции M.  marinum модулирует 

макрофагальный ответ, изменяя уровень TNF-α, IL-6, и вызывает продукцию 

воспалительных цитокинов. Клинические штаммы M. kansasii могут 

индуцировать гибель макрофагов макроорганизма (Rahman et.al., 2014). 

 

1.3.Лабораторные методы исследования хронической 

обструктивной болезни легких 

 

 Современные молекулярно-генетические методы идентификации 

микроорганизмов открывают новые возможности для полноценного анализа 

микробиома респираторного тракта, как у здоровых людей, так и у пациентов 

с различными заболеваниями дыхательной системы. Молекулярные методы 

идентификации основаны на более быстром выявлении видов.  

 В настоящее время исследование состава сообщества 

микроорганизмов и его взаимодействия с организмом-хозяином является 

главной задачей, решение которой необходимо для последующего выявления 

молекулярных маркеров диагностики и профилактики ХОБЛ. Полученные 

результаты позволят не только уточнить вклад микроорганизмов в 

формирование и прогрессирование ХОБЛ, но и создадут предпосылки для 
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стратегического пересмотра концепции лечения хронической обструктивной 

патологии легких (Федосенко и др., 2014). 

 На сегодняшний день, знание патогенетической роли штаммов MAC 

(Mycobacterium avium complex) в легких человека, и окончательные критерии 

инициирования множественной лекарственной терапии до сих пор 

отсутствуют. Обнаружение микобактерий и определение их 

чувствительности к лекарственным средствам основано на культуре, которая 

является трудоемким, сложным, дорогостоящим и длительным процессом. 

Установление наличия микобактерий по культуре  занимает около 2-4 

недель, а затем еще на 1-2 недели для тестирования чувствительности к 

лекарственным препаратам (Manual of Clinical Microbiology, 2015). 

Существует мнение о том, что кларитромицин является наиболее 

эффективным препаратом среди различных схем против НТM.  

Кларитромицин − полусинтетический 14-членный антибиотик-макролид, 

производная эритромицина, который взаимодействует с бактериальной 23S 

рРНК, образуя шпилько-подобную структуру в области II и петли 

пептидилтрансферазы в области V (Wilson, 2014).   

 На данный момент, на основе методов культивирования тестирование 

на лекарственную чувствительность является единственным способом 

оценки биологической активности антибиотиков против штаммов MAC. 

 Из-за кислотоустойчивости микобактерий, их окрашивание 

свидетельствует о ложном результате, в связи с этим  используются методы 

молекулярной диагностики. Но, посев мокроты  может стать более 

чувствительным методом  для идентификации видов микобактерий. Кроме 

того, тестирование на лекарственную чувствительность путем посева 

мокроты важно для выявления резистентных к лекарствам микобактерии. 

Однако, выделение культур микобактерий является сложным и длительным 

процессом. 

 Так же, посев микобактериальных культур из дыхательных путей не 

может быть выполнен у больных при отсутствии мокроты. 
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 С момента внедрения амплификации нуклеиновых кислот, произошло 

значительное улучшение методов обнаружения микобактерий.  

 Из-за высокой чувствительности, быстроты, простоты,  отсутствия 

особых  требований для работы с ПБА 3 группы и автоматизации процесса  

полимеразная цепная реакция (ПЦР) становится все более важной  в 

молекулярной диагностике микобактерий (Shingadia, 2012). Подходы ДНК- 

секвенирования дают возможность оценить влияние широкого спектра видов 

НТМ на заболевание. В настоящее время, амплификация и секвенирование 

rrs-гена, кодирующего 16S рРНК, является наиболее распространенным 

методом идентификации последовательностей микобактерий. 

Секвенирование rrs-гена способствовало открытию ряда неизвестных видов 

НТМ (Christianson et.al., 2012). В связи с ограниченными клинически 

значимыми проявлениями микобактериозов, стандартизация молекулярных 

методов для этих микроорганизмов отсутствует. Есть множество методов для 

генотипирования М. avium, включая вставку последовательности 900, IS1245, 

и IS1300, полиморфизм длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ) и ПЦР-

методов, таких как чередование повторяющиеся тандемных повторов, анализ 

мультилокусных последовательностей и секвенирования hsp65-гена 

(Christianson et.al., 2012). Широко используется анализ случайно 

амплифицированной полиморфной ДНК (RAPD). RAPD-анализ может 

служить своеобразным экспресс-методом выявления генетического 

полиморфизма, что особенно актуально для малоизученных таксономических 

групп. RAPD применяется также для геномного маркирования в различных 

исследованиях. К недостаткам метода можно отнести низкую 

воспроизводимость результатов, обусловленную повышенной 

чувствительностью к условиям реакции: концентрации ионов магния, 

соотношению праймер/матрица, температурному режиму. Тем не менее, 

RAPD-анализ может быть использован как экспресс-метод выявления 

генетического полиморфизма и как источник уникальных локус-

специфичных маркеров. 
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 Возрастает роль использования ПЦР в режиме реального времени для 

обнаружения микроорганизмов, заменяя обычную ПЦР, использующую 

электрофорез в агарозном геле для выявления продуктов ПЦР. В ПЦР в 

реальном времени применяются флуоресцентные резонансные переносы 

энергии (FRET), молекулярные маяки и зонды, которые адаптированы для 

обнаружения продуктов амплификации в закрытой системе. При этом 

подходе снижается риск контаминации и одновременно происходит 

амплификация нескольких последовательностей. Применение красителя 

SYBR Green в ПЦР в реальном времени позволило улучшить диагностику, в 

связи с увеличением специфичности, и способности обнаружить два и более 

микроорганизмов в течение одной реакции. 

Амплификация на основе капиллярного гель-электрофореза. 

Амплификация на основе капиллярного гель-электрофореза  

представляет собой альтернативный подход для быстрой и точной 

идентификации микроорганизма и скрининга, производит высокое 

разрешение для видовой идентификации. В отличие от традиционного гель - 

электрофореза, в этом методе используют меченные флуоресцеином 5'-концы 

праймеров, в результате чего происходит быстрый и точный анализ  

ампликонов. Идентификация обеспечивается путем секвенирования ДНК. 

Амплификация на основе капиллярного гель-электрофореза  улучшает 

первоначальную идентификацию и обеспечивает альтернативу 

высокоэффективной жидкостной хроматографии (Gray, et.al., 2014). 

Амплифицированные фрагменты представлены одним или более пиками, в 

зависимости от размера фрагмента. 

 Преимуществами амплификации на основе капиллярного гель-

электрофореза являются простота, быстрота, воспроизводим, имеет 

минимальные требования для реагентов. Другое преимущество -  результаты 

могут быть визуализированы в центрах с использованием доступных и 

стандартизированных баз данных. Для сравнения, ВЭЖХ отнимает много 

времени, требует значительного опыта и лучше всего подходит для 
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лаборатории с высокой пропускной способностью (Butler, Guthertz, 2001). 

Дальнейшее расширение базы данных SCGE, с использованием 

охарактеризованных штаммов, будет постепенно устранять ограничение 

фрагментов перекрытия между близкородственными видами и  будет 

способен идентифицировать менее распространенные виды.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Объекты и материалы исследования 

 

 Был проведен забор клинического материала (мокрота) в пробирки 

объемом 1,5 мл. 

Были исследованы образцы мокроты от 169 человек в возрасте от 18 до 

91 лет; среди них 86 мужчин и 83 женщины. Отбор больных проводился в 

период с апреля 2016 года по август 2016 года с диагнозом хроническая 

обструктивная болезнь легких. Образцы мокроты исследовали методом  

ПЦР-анализа. 

 

2.2. Методы исследования 

 

 Выделение ДНК из клинического материала с помощью набора 

«АмплиПрайм ДНК-сорб-АМ». 

 Наборы серии «ДНК-сорб» на основе метода Бума позволяют решить  

основные задачи экстракции ДНК из различных  клинических материалов 

для последующего ПЦР-анализа. Назначение: получение ДНК из 

клинических образцов, свободного от ингибиторов для проведения ПЦР. 

Компоненты набора «ДНК-сорб-АМ»: 

− Раствор лизирующий: буферный раствор хаотропного агента. 

Обеспечивает лизис клинического материала, растворение клеточных и 

вирусных частиц и высвобождение ДНК; 

− Универсальный сорбент: суспензия силики с разрыхлителем в 

буферном растворе. Силика обеспечивает сорбцию ДНК, растворенной в 

хаотропном агенте лизирующего раствора. Разрыхлитель препятствует 

склеиванию силики в присутствии избытка геномной ДНК и слизи 

клинического материала; 
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− Раствор отмывочный: водно-спиртовой раствор. Удаляет остатки 

лизирующего раствора с растворенными ингибиторами ПЦР и другими 

компонентами клинического материала.  

− Комплексный ВКО: суспензия рекомбинантного фага λ с 

клонированным фрагментом неконкурентного ВКО со стандартизованной 

концентрацией. 

− ТЕ-буфер для элюции: буферный раствор. После добавления к 

подсушенной силики растворяет сорбированную на ней ДНК. 

− ОКО: отрицательный контроль. Используется как контроль 

контаминации при экстракции ДНК из клинического материала. 

 

2.3. Выделение ДНК 

 

Подготовка к проведению процедуры экстракции ДНК. 

1) Включаем термостат и установить температуру 65 °С. 

2) Лизирующий раствор (если он хранился при температуре от 2 до 

8 °C) прогреваем, перемешивая при температуре 65 °C, перемешивая до 

полного растворения кристаллов. 

3) Отбираем нужное количество одноразовых пробирок объемом 1,5 

мл. Маркируем их. 

4) Подготавливаем и расставляем в штативе пробирки с 

клиническими образцами. Осаждаем капли клинического материала со 

стенок и внутренней части крышки пробирки на вортексе, затем 

перемешиваем содержимое пробирки на вортексе, избегая разбрызгивания и 

попадания клинического материала на внутреннюю часть крышки. 

1. В заранее подготовленные одноразовые стерильные 

полипропиленовые пробирки внести ВКО-комплексного и ВКО-FL по 10 мкл 

в зависимости от метода детекции продуктов ПЦР. При использовании 

наборов реагентов с разными методами детекции возможно внесение двух 

препаратов внутреннего контрольного образца по 10 мкл каждого.  



26 
 

2. Ресуспендируем сорбент, перемешивая на вортексе. Вносим в 

каждую пробирку ресуспендированного сорбента по 20 мкл, затем вносим 

раствора лизирующего по 300 мкл. 

3. В пробирки вносим исследуемых образцов по 100 мкл, в пробирку 

отрицательного контроля (ОК) экстракции вносим ОКО 100 мкл. 

4. Пробирки плотно закрываем и перемешиваем  содержимое на 

вортексе, затем инкубируем 5 мин при 65°С в термостате. 

5. Содержимое пробирок перемешиваем на вортексе и оставляем при 

комнатной температуре на 2 мин. 

6. Осаждаем сорбент центрифугированием при 10 тыс об/ мин в 

течение 30 сек. Не захватывая сорбент, удаляем надосадочную жидкость в 

колбу-ловушку с помощью вакуумного отсасывателя, используя для каждой 

пробы отдельный наконечник без фильтра. 

7. Добавляем в пробы по 1 мл раствора отмывочного, перемешиваем на 

вортексе до полного ресуспендирования сорбента. 

8. Повторяем п.6. 

9. Помещаем пробирки в термостат с температурой 65°С на 5-10 мин 

для подсушивания сорбента, крышки пробирок должны быть открыты. 

10. В пробирки добавляем ТЕ-буфера для элюции ДНК по 100 мкл, 

используя наконечник с фильтром. Перемешиваем на вортексе до полного 

ресуспендирования сорбента. Помещаем в термостат с температурой 65 °C на 

5 мин. Допускается при необходимости увеличение объема элюции до 150 

мкл. 

11. Центрифугируем пробирки при 12 тыс об/ мин в течение 1 мин. 

Надосадочная жидкость содержит очищенную ДНК. Пробы готовы к 

постановке ПЦР-анализа. 

 Пробы  можно хранить в течение 1 недели при температуре от 2 до 8 

°С или в течение года при температуре не выше минус 16°С. При повторном 

исследовании проб, содержимое пробирок необходимо перемешать на 

вортексе и повторить п. 10. 
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2.4. ПЦР-анализ препаратов ДНК клинического материала 

 

 Среди большого многообразия гибридизационных методов анализа 

ДНК, метод ПЦР наиболее широко используется в клинической 

лабораторной диагностике. Принцип метода полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) в настоящее время широко используется как для научных 

исследований, так и для диагностики в практическом здравоохранении. В 

основе метода ПЦР лежит природный процесс − комплементарное 

достраивание ДНК матрицы, осуществляемое с помощью фермента ДНК-

полимеразы. Эта реакция носит название репликации ДНК. 

Основные компоненты реакционной среды: 

● ДНК-матрица — выделенная ДНК анализируемого образца, 

содержащая искомый специфический фрагмент. 

● Праймеры (Forward и Reverse) — синтетические олигонуклеотиды 

размером 15-30 пар нуклеотидов, комплементарные прямой и обратной 

цепям определяемого фрагмента и ограничивающие его; играют ключевую 

роль в образовании продуктов реакции и обеспечивают чувствительность и 

специфичность реакции. Для ПЦР используют 2 праймера, которые 

ограничивают с двух сторон последовательность. 

● Смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов (дНТФ) — смесь четырех 

нуклеотидных оснований, «строительных блоков» для синтеза новых 

комплементарных цепей ДНК. 

● Taq-полимераза — термостабильный фермент, катализирующий 

удлинение новой цепи ДНК. 

● Буферный раствор  — реакционная среда, содержащая различные 

ионы, в том числе ионы Mg2+, необходимые для поддержания оптимальной 

активности и стабильности фермента. 

 Амплификацию  участков ДНК осуществляют с использованием 

стандартных наборов на амплификаторе « Терцик МС-2». 

Ход работы:                                                                                                                                      
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1. Распологаем в штативе буфер Taq-полимеразы, дНТФ, растворы 

праймеров для разморозки, после ресуспендируем на вортексе. Taq-

полимеразу хранят в холодильнике. 

2. Отбираем нужное количество одноразовых пробирок объемом 0.6 

мл, маркируем и расставляем в штатив. 

3. Готовим амплификационную смесь для анализируемых проб в 

пробирке на 1.5 мл и разливаем по 22 мкл в каждую пробирку для 

амплификации на 0.6 мл. 

4. В каждую пробирку вносим по 3 мкл ДНК исследуемого образца. 

5. На поверхность каждой реакционной смеси наносим 1 каплю 

минерального масла во избежание испарения жидкости. 

6. Пробирки закрываем, центрифугируем 5 с при 3000 об/мин на 

микроцентрифуге-вортекс. 

7. Переносим пробирки в амплификатор. 

8. На ДНК амплификаторе запускакем программу. 

9. Проводим амплификацию на термоциклере «Терцик МС-2» («ДНК-

технология», Россия). 

Этапы проведения амплификации.  

 Для получения достаточного для визуализации количества копий 

целевого фрагмента ДНК необходимо провести 20-40 циклов амплификации, 

каждый цикл включает в себя несколько стадий: 

Инициация  — необходима в случае, если активация ДНК-полимеразы 

происходит с помощью нагревания при высоких температурах, реакционную 

смесь выдерживают при 93-96°С в течение нескольких минут. 

Этап 1. Денатурация  — реакционную смесь нагревают при 93-95°С в 

течение 30-40 сек., происходит расплетение двойной спирали ДНК с 

образованием одноцепочеченых молекул. 

Этап 2. Отжиг праймеров  — происходит комплементарное 

связывание праймеров с ДНК-матрицей, температура отжига специфична для 
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каждой пары праймеров и ее значения располагаются в интервале 50-65° С, 

реакция протекает в течение 10-40 сек. 

Этап 3. Элонгация цепи  — происходит синтез новых цепей ДНК Taq-

полимеразой путем удлинения праймеров в направлении от 5'-конца к 3'-

концу. Как правило, реакция протекает при 68-72°С, время проведения 

элонгации зависит от размера амплифицируемого фрагмента. 

 Образовавшиеся в ходе первого цикла амплификации новые молекулы 

ДНК служат матрицей для второго цикла репликации ДНК, таким образом, 

происходит экспоненциальное накопление целевых фрагментов ДНК 

(ампликонов) в реакционной смеси. За 30-40 циклов амплификации в 

растворе накапливается около 108 молекул ампликона. Такого количества 

достаточно для визуального обнаружения ПЦР-продукта методом 

электрофореза в агарозном геле. 

 

Программа амплификации: 

1. Денатурация – 95°С – 20 сек 

2. Отжиг – 60°С – 20 сек                             30 циклов 

3. Элонгация – 72°С – 30 сек 

4. Хранение – 10°С                 

После окончания процесса ампликоны окрашивали: на чашку Петри  

вносили по 3 мкл образца и 6 мкл красителя. 

 

2.5. Детекция ПЦР-продуктов методом агарозного гель-

электрофореза 

 

 Метод позволяет разделять макромолекулы, различающиеся по таким 

важнейшим параметрам, как размеры (или молекулярная масса), 

пространственная конфигурация, вторичная структура и электрический 

заряд, причем эти параметры могут выступать как порознь, так и в 

совокупности. Гелеобразование идет путем связывания в пространственную 
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сетку пучков нитей за счет водородных связей между ними. При 

электрофорезе поры геля должны быть легко проницаемы для молекул 

биополимеров, чтобы лишь тормозить их миграцию в электрическом поле за 

счет трения, поэтому для электрофореза применяют агарозные гели с 

концентрацией от 0,4 до 2%, но не более, так как в более концентрированные 

агарозные гели молекулы ДНК даже самых малых размеров не могут 

проникать. Чаще всего пользуются агарозными гелями с концентрацией 1%. 

Приготовленный в такой концентрации гель позволяет разделять и 

детектировать молекулы двуцепочечной ДНК от 300 п.н. до 20 000 п.н. 

1. Готовим 1 л 2-х-ного ТАЕ буфера путем разбавления 50х-ного ТАЕ 

буфера в дистиллированной воде. К 20 мл 50х-ного ТАЕ буфера добавляем 

980 мл дистиллированной воды. Перемешиваем. 

2. Взвешиваем 1.7 г агарозы и добавляем 2 мл 50х-ного ТАЕ буфера, 

перемешиваем и расплавляем смесь в течение 2-3 минут помешивая. 

Доводим до кипения. Смесь в колбе становится прозрачного цвета. 

3. Разливаем агарозу на ровной поверхности с пластиковыми 

гребенками. Гель полностью застывает через 15-20 минут. 

4. Наливаем в камеру для электрофореза 2х-ный ТАЕ буфер, помещаем 

в него застывший гель. 

5. Пипеткой наносим пробу ДНК с красителем, отрицательный 

контроль и маркерную лестницу в лунки геля. 

6. Подключаем клеммы прибора к источнику питания ((−) находится на 

старте, (+) – на финише). 

7. Запускаем электрофорез при помощи источника питания. На старте 

пузырей должно быть больше, чем на финише. 

8. Электрофорез проводим в течение 20-50 минут, затем вынимаем гель 

из формы и помещаем в кювету для окрашивания. В кювету наливаем 

раствор бромистого этидия. Окрашиваем в течение 5-7 минут. 

9. Сливаем краситель в колбу. Промываем гель проточной водой. 

Помещаем его на стекло УФ-трансиллюминатора. Включаем 
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трансиллюминатор. Фотографируем гель с помощью цифрового 

фотоаппарата. Фрагменты ДНК появляются в виде светящихся полос при 

облучении УФ-излучением с длиной волны 310 нм. 

 

2.5.1. Статистический анализ 

 

На графиках и в таблицах представлены средние арифметические 

значения из n-числа повторностей (где n≥10) и их стандартные отклонения. 

Для сравнения независимых выборок, подчиняющихся закону нормального 

распределения, использовали параметрический критерий Стьюдента, 

значения t-критерия находили для 95% уровня значимости.  

 

 fo – фактические частоты;  

fe  – ожидаемые частоты. 

Данные в таблицах и на диаграммах представляют средние 

арифметические величины и стандартные ошибки, количество повторений 

указано для каждого случая отдельно. 

Результаты обработаны с использованием стандартных пакетов 

программы Microsoft Exсel 2010. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

 

3.1. Подбор родоспецифичных праймеров 

 

Для достижения поставленной в нашем исследовании цели, 

использовали праймеры к специфическим консервативным 

последовательностям ДНК микроорганизмов рода Mycobacterium spp - генам 

16S рРНК, депонированным в международных банке нуклеотидных 

последовательностей EMBL/GenBank/DDBJ. Сравнительный множественный 

анализ, найденных последовательностей нескольких видов микобактерий, 

представленных на рисунке 1, с использованием программы «MegAlign» из 

пакета «Lasergene» фирмы «DNASTAR» (США) выявил наличие 

консервативных, свойственных только для данной группы микроорганизмов, 

последовательностей ДНК. К данным последовательностям с помощью 

программы «PrimerSelect» из пакета компьютерных программ «Lasergene» 

(«DNASTAR,Ins.»,США) были подобраны праймеры длиной 20 нуклеотидов 

состав и подробная характеристика которых представлены в табл. 1 

 

Таблица 1. Праймеры, используемые в работе, и их характеристика: 

 

Название 

праймера 

 

        Нуклеотидная 

последовательность праймеров 

 

Тем. 

отжига 

Ожид. 

размер 

продукта 

(пн) 

Mycob. spp. 
       5' – gcgggcgatacgggcagact-3' 

       5' – aggggcatgatgacttgacg-3' 
60°С 580 
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А 

 

Б 

 

Рисунок 1 - Подбор прямого (А) и обратного (Б) праймеров для    

детекции  Mycobacterium spp. (Хисамитдинова, 2014) 

 

При оценке результатов амплификации ПЦР с ранее подобранными 

праймерами положительными считались пробы (то есть содержащими ДНК 

микроорганизма), в которых размер продукта, выявленный в геле, 

соответствовал ожидаемому размеру продукта. А у отрицательного 

контрольного образца после проведения ПЦР продукт амплификации не 

определялся. 

 

3.2. Детекция микобактерий в клиническом материале методом ПЦР 

 

Объектом исследования явились 169 пациентов, находящихся на 

стационарном лечении с различными диагнозами патологий дыхательных 

путей (табл.2) (рис.2).  
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Рисунок 2 – Выборка пациентов с различными патологиями дыхательных 

путей (в процентах) 

 

Среди исследуемых пациентов у 29% - диагноз ХОБЛ. По сравнению с 

другими заболеваниями дыхательных путей диагноз ХОБЛ встречается чаще. 

В выборке пациентов были 86 мужчин и 83 женщины (рис. 3).  

 

Рисунок 3 – Соотношение количества мужчин и женщин, у которых был взят 

клинический материал (в процентах) 

 

Таблица 2 − Пациенты, находящиеся на стационарном лечении с различными 

диагнозами патологий дыхательных путей 

№ возраст пол № 

образца 

Диагноз Mycobact

erium spp. 

кашель течение 

1 77 Ж 242 ХОБЛ + + среднее 
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2 75 М 243 Бронхит − + среднее 

3 65 Ж 244 Бронх. астма + + среднее 

4 68 М 245 Бронхит − + среднее 

5 56 Ж 246 Бронх. астма + + среднее 

6 54 М 247 Пневмония − + тяжелое 

7 69 Ж 248 Бронх. астма + + тяжелое 

8 74 Ж 249 Бронх. астма − + среднее 

9 58 Ж 250 Пневмония − + среднее 

10 65 Ж 251 Бронх. астма − + среднее 

11 64 М 252 ХОБЛ − + тяжелое 

12 84 М 253 Бронхит + + среднее 

13 77 М 254 ХОБЛ + + тяжелое 

14 46 Ж 255 Бронхит − + среднее 

15 58 М 256 Бронх. астма + + тяжелое 

16 76 Ж 257 Бронхит − + среднее 

17 78 М 258 ХОБЛ − + тяжелое 

18 31 М 259 Саркоидоз + + острое 

19 79 Ж 260  Бронх. Астма + + среднее 

20 56 Ж 261 Бронх. астма − + среднее 

21 61 Ж 262 Пневмония + + среднее 

22 77 Ж 263 ХОБЛ + + тяжелое 

23 55 М 264 ХОБЛ + + тяжелое 

24 60 М 265 ХОБЛ − − тяжелое 

25 82 Ж 266 ХОБЛ − + тяжелое 

26 77 М 267 Пневмония − − среднее 

27 55 Ж 268 Бронх. астма − + тяжелое 

28 55 Ж 269 Бронх. астма − + среднее 

29 22 М 270 Саркоидоз − + острое 

30 73 М 271 Бронх. астма − + тяжелое 

31 35 М 272 Абсцесс 

легкого 

− + тяжелое 

32 36 М 273 Пневмония + + тяжелое 

33 74 М 274 ХОБЛ − + обостре

ние 

34 74 М 275 Бронх. астма + + среднее 

35 71 М 276 ХОБЛ − + тяжелое 

36 62 Ж 277 Бронх. астма − + среднее 

37 28 М 278 Пневмония + + среднее 

38 77 Ж 279 Рак − + среднее 

39 63 Ж 280 Альвеолит − + среднее 

40 49 М 281 Лимфаденопа

тия 

− − среднее 

41 59 Ж 282 Пневмония + + среднее 
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42 80 М 283 ХОБЛ − + тяжелое 

43 73 Ж 284 ХОБЛ − − тяжелое 

44 80 Ж 285 Бронх. астма + + среднее 

45 54 Ж 286 Бронхит + + среднее 

46 57 М 287 Бронхит + + среднее 

47 58 М 288 Бронх. астма − + среднее 

48 56 М 289 Бронх. астма + + тяжелое 

49 78 М 290 Пневмония − + тяжелое 

50 32 Ж 291 Бронхит + + тяжелое 

51 37 Ж 292 Пневмония − + среднее 

52 53 Ж 293 Бронхит − + среднее 

53 59 М 294 Бронх. астма − + среднее 

54 69 Ж 295 Бронхит − + среднее 

55 48 Ж 296 Бронх. астма + + среднее 

56 58 М 297 Бронх. астма − + тяжелое 

57 59 М 298 ХОБЛ − + среднее 

58 58 М 299 ХОБЛ + + тяжелое 

59 69 Ж 300 Бронх. астма − + среднее 

60 83 М 301 Бронхит − + среднее 

61 59 М 302 Рак − + среднее 

62 76 Ж 303 Бронх. астма − + тяжелое 

63 59 М 304 Бронхит − + среднее 

64 66 М 305 Бронх. астма − + тяжелое 

65 38 Ж 306 Бронхит − − среднее 

66 65 Ж 307 ХОБЛ + + тяжелое 

67 56 М 308 Пневмония − + среднее 

68 27 Ж 309 ОРВИ − + среднее 

69 74 Ж 310 Пневмония − + среднее 

70 57 Ж 311 Бронх. астма + + тяжелое 

71 62 Ж 312 Бронх. астма − + среднее 

72 24 М 313 Пневмония − + среднее 

73 71 Ж 314 Бронх. астма − + тяжелое 

74 84 Ж 315 Пневмония − + среднее 

75 72 М 316 ХОБЛ + + тяжелое 

76 53 М 317 Бронхит − + среднее 

77 53 Ж 318 Плеврит − + среднее 

78 23 М 319 Плеврит − + среднее 

79 49 Ж 320 Плеврит − − среднее 

80 73 Ж 321 ХОБЛ + + среднее 

81 62 М 322 Бронх. астма − + тяжелое 

82 75 Ж 323 Бронхит − + среднее 

83 56 М 324 Пневмония − + среднее 

84 59 М 325 ХОБЛ + + тяжелое 
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85 57 Ж 326 Пневмония − + среднее 

86 79 М 327 Бронхит − + среднее 

87 77 Ж 328 Бронх. астма − + тяжелое 

88 78 М 329 Пневмония − + среднее 

89 18 Ж 330 Пневмония − + среднее 

90 77 Ж 331 ХОБЛ + + среднее 

91 81 М 332 ХОБЛ − + среднее 

92 62 М 333 Пневмония − + среднее 

93 59 М 334 ХОБЛ − + среднее 

94 91 Ж 335 Бронхит − + среднее 

95 39 М 336 Бронхит − + среднее 

96 30 Ж 337 Бронх. астма − + среднее 

97 53 М 338 ХОБЛ − + тяжелое 

98 52 М 339 Пневмония − + среднее 

99 77 Ж 340 Пневмония − + среднее 

100 51 Ж 341 Бронхит − + среднее 

101 76 Ж 342 Бронхит − + среднее 

102 76 Ж 343 Бронх. астма − + тяжелое 

103 39 М 344 ХОБЛ − + тяжелое 

104 63 М 345 Бронхит − + среднее 

105 63 Ж 346 Пневмония − + среднее 

106 68 Ж 347 Плеврит − + среднее 

107 42 М 348 Пневмония − + среднее 

108 53 Ж 349 ХОБЛ − + тяжелое 

109 61 М 350 ХОБЛ + − тяжелое 

110 78 Ж 351 Бронхит − + среднее 

111 76 М 352 Бронхит + + среднее 

112 57 М 353 ХОБЛ − + среднее 

113 69 М 354 ХОБЛ − + среднее 

114 58 М 355 Бронх. астма + + среднее 

115 74 Ж 356 ХОБЛ + + среднее 

116 80 М 357 ХОБЛ + + тяжелое 

117 53 Ж 358 Бронхит + + среднее 

118 50 Ж 359 Бронхит − + среднее 

119 63 М 360 ХОБЛ − + среднее 

120 41 М 361 ХОБЛ − + тяжелое 

121 42 М 362 ХОБЛ + + тяжелое 

122 55 М 363 Бронхит − + среднее 

123 44 М 364 Бронхит − + среднее 

124 57 Ж 365 Бронх. астма − + тяжелое 

125 53 М 366 ХОБЛ − + тяжелое 

126 37 М 367 ХОБЛ − + тяжелое 

127 65 М 368 Бронх. астма − + тяжелое 
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128 67 Ж 369 ХОБЛ − + среднее 

129 43 М 370 Пневмония − + среднее 

130 37 Ж 371 Бронхит + + среднее 

131 62 Ж 372 Бронх. астма − + среднее 

132 85 М 373 ХОБЛ − + тяжелое 

133 44 М 374 Пневмония − + среднее 

134 32 М 375 Пневмония − + среднее 

135 59 Ж 376 ХОБЛ − + среднее 

136 56 Ж 377 Пневмония − + среднее 

137 64 М 378 ХОБЛ − + тяжелое 

138 72 Ж 379 ХОБЛ − + тяжелое 

139 76 Ж 380 Бронх. астма − + тяжелое 

140 61 М 381 ХОБЛ − + среднее 

141 45 М 382 Пневмония − + среднее 

142 59 Ж 189 ХОБЛ − + среднее 

143 53 М 190 ХОБЛ − + среднее 

144 78 Ж 187 ХОБЛ − + тяжелое 

145 61 Ж 191 ХОБЛ − + тяжелое 

146 33 Ж 31 Пневмония + + среднее 

147 67 Ж 29 Плеврит − + среднее 

148 39 Ж 30 Бронхит − + среднее 

149 58 Ж 28 Пневмония − + среднее 

150 36 М 26 Плеврит − + среднее 

151 54 М 27 Бронхит + + среднее 

152 56 М 39 ХОБЛ − + тяжелое 

153 43 Ж 37 Бронх. астма + + среднее 

154 63 Ж 38 Бронх. астма − + среднее 

155 55 М 34 Бронхит − + среднее 

156 70 М 32 ХОБЛ − + тяжелое 

157 59 М 40 Бронхит − + среднее 

158 65 М 36 Пневмония − + среднее 

159 58 Ж 35 Саркоидоз + + тяжелое 

160 62 Ж 33 Бронхит + + среднее 

161 70 М 232 Бронх. астма − + тяжелое 

162 65 М 231 ХОБЛ − + тяжелое 

163 69 Ж 230 Альвеолит + + тяжелое 

164 88 Ж 235 Бронхит − + среднее 

165 66 Ж 238 ХОБЛ − + тяжелое 

166 57 М 233 Пневмония − + среднее 

167 77 М 234 ХОБЛ − + среднее 

168 76 Ж 236 Рак + + среднее 

169 58 Ж 237 Бронхит + + среднее 
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Кроме того, все пациенты относились к различным возрастным 

группам (рис.4). 

 

Рисунок 4 – Соотношение возраста и проявления симптомов 

заболевания дыхательных путей 

 

По диаграмме видно, что проявления симптомов заболевания чаще 

происходит у людей пожилого возраста: 18-30 лет – 4,1%,31-40 – 8,2%,41-50 

– 7,6%, 51-60 – 29,5%,61-70 – 21,5%, 71-91 – 29%. При этом заболевание 

чаще всего характеризовалось тяжелым клиническим течением. 

В ходе исследования был проведен ПЦР-анализ образцов мокроты 

пациентов с различными патологиями дыхательных путей. При исследовании 

мокроты для обнаружения Mycobacterium spp. использовались праймеры 

MycF/ MycR (рис.5,6).  

При оценке результатов амплификации ПЦР с ранее подобранными 

праймерами положительными считались пробы (то есть содержащими ДНК 

микроорганизма), в которых размер продукта, выявленный в геле, 

соответствовал ожидаемому размеру продукта. А у отрицательного 

контрольного образца после проведения ПЦР продукт амплификации не 

определялся. 
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Рисунок 5 − Электрофореграмма результатов амплификации ДНК 

исследуемых образцов мокроты: 1 – ДНК-отрицательный контрольный 

образец; 2-9- ДНК исследуемых образцов 

 

 

Рисунок 6 − Электрофореграмма результатов амплификации ДНК 

исследуемых образцов мокроты: 1 – ДНК - отрицательный контрольный 

образец; 2- 14- ДНК исследуемых образцов 

 

Опытным путем были подобраны условия реакции. Положительный 

результат наблюдался в 45 случаях (27%) (рис.7).  

 Таким образом, можно сделать вывод о том, что Mycobacterium spp. 

встречается у 27% пациентов с патологиями дыхательных путей. При этом 

из 49 пациентов с диагнозом ХОБЛ, лишь у 14 человек (28,6%) были 

обнаружены Mycobacterium spp. (рис.8). 
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Рисунок 7 – Наличие ДНК бактерий Mycobacterium spp. в 

клиническом материале пациентов с различными патологиями 

дыхательных путей (в процентах) 

 

 

Рисунок 8 – Наличие ДНК бактерий Mycobacterium spp. в 

клиническом материале пациентов с диагнозом ХОБЛ (в процентах) 

 

3.3. Исследование показателей анализа крови 

 

В ходе исследования были проверены показатели крови: эритроциты, 

гемоглобин, лейкоциты (табл.3). 
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Таблица 3 − Показатели анализа крови. 

 

№ возраст пол № 

образца 

диагноз Эритр. 

10*12/л 

Нв 

г/л 

Лейк. 

10*9/л 

1 77 Ж 242 ХОБЛ 4,7 139 4,2 

2 75 М 243 Бронхит 4,0 112 4,4 

3 65 Ж 244 Бронх. астма 4,6 124 7,9 

4 68 М 245 Бронхит 3,4 102 9,8 

5 56 Ж 246 Бронх. астма 4,4 134 5,3 

6 54 М 247 Пневмония 4,5 147 4,7 

7 69 Ж 248 Бронх. астма 3,5 143 8,6 

8 74 Ж 249 Бронх. астма 4,3 141 8,0 

9 58 Ж 250 Пневмония 4,2 140 4,8 

10 65 Ж 251 Бронх. астма 4,4 139 10,7 

11 64 М 252 ХОБЛ 4,4 118 4,8 

12 84 М 253 Бронхит 5,2 142 3,7 

13 77 М 254 ХОБЛ 4,7 140 14,2 

14 46 Ж 255 Бронхит 4,4 144 5,1 

15 58 М 256 Бронх. астма 4,8 144 5,6 

16 76 Ж 257 Бронхит 4,5 134 7,8 

17 78 М 258 ХОБЛ 4,8 147 13,0 

18 31 М 259 Саркоидоз 4,2 127 7,2 

19 79 Ж 260 Бронх. астма 4,0 128 7,2 

20 56 Ж 261 Бронх. астма 4,5 143 12,3 

21 61 Ж 262 Пневмония 4.4 119 7,9 

22 77 Ж 263 ХОБЛ 4,8 136 9,9 

23 55 М 264 ХОБЛ 4,4 126 6,3 

24 60 М 265 ХОБЛ 4,0 120 8,4 

25 82 Ж 266 ХОБЛ 4,4 116 4,1 

26 77 М 267 Пневмония 4,9 165 7,5 

27 55 Ж 268 Бронх. астма 4,0 128 11,0 

28 55 Ж 269 Бронх. астма 4,8 143 8,0 

29 22 М 270 Саркоидоз 3,8 121 5,8 

30 73 М 271 Бронх. астма 4,2 121 4,3 

31 35 М 272 Абсцесс 

легкого 

4,2 112 11,6 

32 36 М 273 Пневмония 3,7 115 6,0 

33 74 М 274 ХОБЛ 5,5 160 15,4 

34 74 М 275 Бронх. астма 3,5 120 10,7 

35 71 М 276 ХОБЛ 4,5 137 5,6 

36 62 Ж 277 Бронх. астма 3,6 134 4,9 

37 28 М 278 Пневмония 4,2 123 4,0 
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38 77 Ж 279 Рак 4,3 106 17,1 

39 63 Ж 280 Альвеолит 3,9 119 6,2 

40 49 М 281 ХОБЛ 4,8 140 5,7 

41 59 Ж 282 Пневмония 4,1 123 6,8 

42 80 М 283 ХОБЛ 4,9 148 15,7 

43 73 Ж 284 Бронх. астма 4,4 141 9,5 

44 80 Ж 285 Бронх. астма 4,5 136 9,0 

45 54 Ж 286 Бронхит 4,2 122 6,0 

46 57 М 287 Бронхит 4,0 139 4,0 

47 58 М 288 Бронх. астма 4,3 131 7,0 

48 56 М 289 Бронх. астма 4,9 163 10,4 

49 78 М 290 Пневмония 4,7 111 7,0 

50 32 Ж 291 Бронхит 4,3 127 8,0 

51 37 Ж 292 Пневмония 3,9 130 7,0 

52 53 Ж 293 Бронхит 4,4 140 5,9 

53 59 М 294 Бронх. астма 4,4 148 7,9 

54 69 Ж 295 Бронхит 4,1 138 8.4 

55 48 Ж 296 Бронх. астма 4,9 130 8,8 

56 58 М 297 Бронх. астма 3,8 113 10,9 

57 59 М 298 ХОБЛ 4,5 134 6,6 

58 58 М 299 ХОБЛ 5,1 145 8,4 

59 69 Ж 300 Бронх. астма 5,1 152 8,6 

60 83 М 301 Бронхит 4,9 147 8,5 

61 59 М 302 Рак 4,2 128 5,0 

62 76 Ж 303 Бронх. астма 4,7 138 9,9 

63 59 М 304 Бронхит 4,1 124 6,5 

64 66 М 305 Бронх. астма 4,4 133 7,2 

65 38 Ж 306 Бронхит 4,1 112 11,3 

66 65 Ж 307 ХОБЛ 3,7 114 13,4 

67 56 М 308 Пневмония 3,5 118 6,5 

68 27 Ж 309 ОРВИ 3,5 116 9,0 

69 74 Ж 310 Пневмония 4,0 142 9,8 

70 57 Ж 311 Бронх. астма 5.0 98 10,8 

71 62 Ж 312 Бронх. астма 3,4 118 4,4 

72 24 М 313 Пневмония 4,7 134 6,1 

73 71 Ж 314 Бронх. астма 4.2 125 4,3 

74 84 Ж 315 Пневмония 4,9 139 4,4 

75 72 М 316 ХОБЛ 4,9 142 7,3 

76 53 М 317 Бронхит 4,8 146 10,1 

77 53 Ж 318 Плеврит 4,8 148 3,2 

78 23 М 319 Плеврит 2,9 70 10,8 

79 49 Ж 320 Плеврит 4,1 116 7,4 

80 73 Ж 321 ХОБЛ 4,9 139 14,4 
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81 62 М 322 Бронх. астма 4,9 147 5,7 

82 75 Ж 323 Бронхит 5,2 157 10,0 

83 56 М 324 Пневмония 4,2 126 5,0 

84 59 М 325 ХОБЛ 4,5 139 4,0 

85 57 Ж 326 Пневмония 4,0 119 6,8 

86 79 М 327 Бронхит 4,8 147 4,4 

87 77 Ж 328 Бронх. астма 3,5 91 9,3 

88 78 М 329 Пневмония 3,6 108 8,0 

89 18 Ж 330 Пневмония 3,0 119 6,8 

90 77 Ж 331 ХОБЛ 4,2 126 5,0 

91 81 М 332 ХОБЛ 4,8 148 3,2 

92 62 М 333 Пневмония 3,5 105 10,1 

93 59 М 334 ХОБЛ 4,4 139 10,7 

94 91 Ж 335 Бронхит 4,8 142 7,2 

95 39 М 336 Бронхит 4,5 135 6,6 

96 30 Ж 337 Бронх. астма 4,8 141 7,2 

97 53 М 338 ХОБЛ 4,1 122 9,2 

98 52 М 339 Пневмония 4.4 126 6,3 

99 77 Ж 340 Пневмония 3,5 97 6,0 

100 51 Ж 341 Бронхит 4,6 129 6,9 

101 76 Ж 342 Бронхит 3,8 116 4,5 

102 76 Ж 343 Бронх. астма 4,4 120 9,1 

103 39 М 344 ХОБЛ 3,5 143 8,6 

104 63 М 345 Бронхит 4,0 132 5,5 

105 63 Ж 346 Пневмония 5,0 143 8,4 

106 68 Ж 347 Плеврит 4,5 129 4,7 

107 42 М 348 Пневмония 4,6 142 9,6 

108 53 Ж 349 ХОБЛ 5,0 152 13,6 

109 61 М 350 ХОБЛ 4,4 148 7,9 

110 78 М 351 Бронхит 5,2 159 12,4 

111 76 М 352 Бронхит 3,9 117 6,6 

112 57 М 353 ХОБЛ 5,1 152 8,6 

113 69 М 354 ХОБЛ 3,5 105 10,1 

114 58 М 355 Бронх. астма 3,6 107 6,3 

115 74 Ж 356 ХОБЛ 3,8 117 10,3 

116 80 М 357 ХОБЛ 4,3 133 13,5 

117 53 Ж 358 Бронхит 4,0 121 8,4 

118 50 Ж 359 Бронхит 4.4 140 13,4 

119 63 М 360 ХОБЛ 4,7 141 6,5 

120 41 М 361 ХОБЛ 4,1 122 9,6 

121 42 М 362 ХОБЛ 4,5 121 14,1 

122 55 М 363 Бронхит 5,3 162 9,8 

123 44 М 364 Бронхит 4,9 150 11,4 



45 
 

124 57 Ж 365 Бронх. астма 5,0 140 6,3 

125 53 М 366 ХОБЛ 4,1 122 9,2 

126 37 М 367 ХОБЛ 4,6 142 9,6 

127 65 М 368 Бронх. астма 5,1 153 9,2 

128 67 Ж 369 ХОБЛ 4,3 128 8,6 

129 43 М 370 Пневмония 4,6 138 7,1 

130 37 Ж 371 Бронхит 4,5 137 9,5 

131 62 Ж 372 Бронх. астма 3,7 115 10,1 

132 85 М 373 ХОБЛ 4,5 121 14,1 

133 44 М 374 Пневмония 4,4 123 10,7 

134 32 М 375 Пневмония 4,6 135 6,8 

135 59 Ж 376 ХОБЛ 3,8 115 7,4 

136 56 Ж 377 Пневмония 4,5 128 6,9 

137 64 М 378 ХОБЛ 4,6 142 8,0 

138 72 Ж 379 ХОБЛ 5,2 148 4,0 

139 76 Ж 380 Бронх. астма 3,9 118 8,8 

140 61 М 381 ХОБЛ 5,0 140 6,3 

141 45 М 382 Пневмония 4,4 134 8,0 

142 59 Ж 189 ХОБЛ 4,9 148 5,7 

143 53 М 190 ХОБЛ 2,9 80 9,4 

144 78 Ж 187 ХОБЛ 3,6 104 3,8 

145 61 Ж 191 ХОБЛ 4,2 123 14,4 

146 33 Ж 31 Пневмония 4,9 119 10,8 

147 67 Ж 29 Плеврит 4,5 128 7,6 

148 39 Ж 30 Бронхит 4,9 138 9,1 

149 58 Ж 28 Пневмония 4,8 136 9,9 

150 36 М 26 Плеврит 3,4 106 5,8 

151 54 М 27 Бронхит 3,6 109 8,5 

152 56 М 39 ХОБЛ 4,6 134 6,2 

153 43 Ж 37 Бронх. астма 4,0 120 3,6 

154 63 Ж 38 Бронх. астма 4,1 122 9,5 

155 55 М 34 Бронхит 4,3 132 5,9 

156 70 М 32 ХОБЛ 3,7 108 4,0 

157 59 М 40 Бронхит 4,1 124 8,7 

158 65 М 36 Пневмония 4,6 138 7,0 

159 58 Ж 35 Саркоидоз 4,0 115 8,4 

160 62 Ж 33 Бронхит 5,3 156 12,6 

161 70 М 232 Бронх. астма 3,7 110 12,7 

162 65 М 231 ХОБЛ 4,7 139 10,3 

163 69 Ж 230 Альвеолит 4,3 115 10.6 

164 88 Ж 235 Бронхит 4,5 136 9,2 

165 66 Ж 238 ХОБЛ 3,6 100 8,1 

166 57 М 233 Пневмония 4,7 142 12,2 
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167 77 М 234 ХОБЛ 3,5 118 5,5 

168 76 Ж 236 Рак 4,4 129 7,9 

169 58 Ж 237 Бронхит 4,6 147 9.1 

 

При оценке показателей анализа крови у больных были получены 

следующие данные. 

Большинство больных (98 из 169 чел. — 58%) имеют нормальный 

уровень эритроцитов, у 49 человек (29%) уровень эритроцитов ниже нормы, 

а у 9 человек (14,2%) – выше нормы. 

 Большинство больных (89 чел. – 52,6%) имеют нормальный уровень 

гемоглобина, у 62 человека (36,6%) уровень гемоглобина ниже нормы, а у 18 

человек (10,6%) – выше нормы.  

Большинство больных (104 чел. – 61,5%) имеют нормальный уровень 

лейкоцитов, у 60 человек (35,5%) уровень лейкоцитов выше нормы, а у 5 

человек (3%) – ниже нормы. 

После детекции Mycobacterium spp. в клиническом материале при 

помощи ПЦР-анализа были сравнены показатели эритроцитов у пациентов с 

положительным результатом. Статистически значимой разницы значений 

между показателями пациентов с микобактериозом и без не было (рис.9). 

 

 

Рисунок 9 – Показатели эритроцитов у пациентов с положительным и 

отрицательным результатом на Mycobacterium spp. (10*12/л) 
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Кроме того, были сравнены показатели лейкоцитов (рис.10) и 

гемоглобина (рис.11). Также статистически значимой разницы значений 

между показателями не было. 

 

 
Рисунок 10 – Показатели лейкоцитов у пациентов с положительным и 

отрицательным результатом на Mycobacterium spp. (10*9/л) 

 

 

 

Рисунок 11 – Показатели гемоглобина у пациентов с положительным и 

отрицательным результатом на Mycobacterium spp. 
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В результате сравнения основных показателей крови выяснилось, что 

статистически значимой разницы между значениями не было. Отсюда можно 

сделать вывод о том, что, анализируя общий анализ крови у пациентов с 

патологиями дыхательных путей, нельзя делать какие-либо различия между 

пациентами с микобактериозами и без.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Исследование ДНК, выделенной из образцов клинического материала 

(мокроты), показало, что ПЦР-анализ является высокоспецифичными и 

чувствительными, что является важным фактором при лабораторной 

диагностике, а подобранные родоспецифичные праймеры действительно 

обладают высокой специфичностью и могут применятся при исследовании 

клинического материала на наличие бактерий рода Mycobacterium.  

Как было показано, при диагностике микобактериозов нельзя 

опираться на данные показателей крови, так как статистически значимой 

разницы между значениями у пациентов с патологиями дыхательных путей 

нет. Кроме того, все эти показатели практически находились в пределах 

нормы. 

ПЦР - диагностика при ХОБЛ обладает рядом преимуществ: высокой и 

регулируемой специфичностью, высокой чувствительностью, возможностью 

идентификации возбудителя в течение нескольких часов, не требует 

специальных условий доставки и хранения материала. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. В ходе работы был отобран клинический материал от 169 

больных с различными патологиями дыхательных путей, в том числе с 

диагнозом хроническая обструктивная болезнь легких. 

2. Среди заболеваний дыхательных путей диагноз ХОБЛ 

встречается чаще. 

3. Выделена ДНК с клинического материала набором 

«АмплиПрайм ДНК-сорб-АМ». 

4. Проведен ПЦР-анализ с родоспецифичными праймерами. 

5. Исследование мокроты на ДНК бактерий рода Mycobacterium spp. 

выявило наличие микобактериоза у 29% пациентов с различными 

патологиями дыхательных путей и у 28,6% с диагнозом ХОБЛ. 
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Частота встречаемости нетуберкулезных микобактерий при 

хронической обструктивной болезни легких 

Слайд 2  

По данным ВОЗ на сегодняшний день ХОБЛ занимает 4 место по 

смертности в мире в возрастной группе старше 45 лет, при этом смертность 

неуклонно растет. Значительный рост повсеместного ущерба от ХОБЛ  

отражается в увеличении курения, профессиональных факторах, 

наследственной предрасположенности, а также изменение возрастной 

структуры населения. На первых этапах ХОБЛ протекает без клинических 

проявлений, больные жалоб не имеют. Доказано, что наиболее частыми 

причинами обострений ХОБЛ являются бактериальные и вирусные 

респираторные инфекции и загрязняющие вещества в атмосферном воздухе, 

однако причиной примерно 20-30% случаев обострений установить не 

удается. Считается, что большинство пациентов заражаются 

нетуберкулезными микобактериями из окружающей среды, но механизм их 

поступления в организм  точно не известен. Среди бактерий при обострении 

ХОБЛ обнаруживаются нетипируемые Haemophilus influenzae, Streptococcus 

pneumoniae и Moraxella catarrhalis, энтеробактерии и Pseudomonas 

aeruginosa. Но в последнее время исследование нетуберкулезных 

микобактерий показало их этиологическую значимость. 

Слайд 3 

Диагностика микобактериоза остается сложной проблемой, так как 

большая часть нетуберкулезных микобактерий является условно-патогенной 

и до настоящего времени не разработаны методы постановки диагноза и 

подходы к лечению этого заболевания. 

Слайд 4 

 Поэтому целью моей работы являлась совершенствование 

методологии ПЦР-детекции нетуберкулезных микобактерий в клиническом 

материале и экспериментальная оценка частоты их встречаемости при ХОБЛ. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:  

1. Сбор клинического материала (мокроты) у пациентов с патологиями 

дыхательных путей. 

2. Выделение ДНК с помощью набора «АмплиПрайм ДНК-сорб-АМ». 

3. Амплификация ДНК с родоспецифичными праймерами. 

4. Анализ частоты встречаемости микобактерий при ХОБЛ и сравнение 

с другими диагнозами. 

Слайд 5 

Объектами исследования были образцы мокроты, выделенные от 169 

человек в возрасте от 18 до 91 лет; Бактерии рода Mycobacterium spp. 
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Методы данного исследования:  

Выделение ДНК микобактерий с помощью «АмплиПрайм ДНК-сорб-

АМ»; 

ПЦР-анализ; 

Детекция ПЦР-продуктов методом агарозного гель-электрофореза. 

Статистический анализ данных. 

Слайд 6 

Среди исследуемых пациентов диагноз ХОБЛ был у 29%. По 

сравнению с другими заболеваниями дыхательных путей диагноз ХОБЛ 

встречается чаще. 

В выборке пациентов были 86 мужчин и 83 женщины, то есть 

примерно одинаковое количество. 

Кроме того, все пациенты относились к различным возрастным 

группам. По диаграмме видно, что проявления симптомов заболевания чаще 

происходит у людей пожилого возраста: 18-30 лет – 4,1%,31-40 – 8,2%,41-50 

– 7,6%, 51-60 – 29,5%,61-70 – 21,5%, 71-91 – 29%. При этом заболевание 

чаще всего характеризовалось тяжелым клиническим течением. 

Слайд 7 

При исследовании мокроты для обнаружения Mycobacterium spp. Были 

использованы родоспецифичные праймеры. При оценке результатов 

амплификации ПЦР с ранее подобранными праймерами положительными 

считались пробы (то есть содержащими ДНК микроорганизма), в которых 

размер продукта, выявленный в геле, соответствовал ожидаемому размеру 

продукта. А у отрицательного контрольного образца после проведения ПЦР 

продукт амплификации не определялся. 

Слайд 8 

Было выявлено, что у пациентов диагнозом ХОБЛ Mycobacterium spp. 

встречаются довольно часто, по сравнению с другими заболеваниями 

дыхательных путей, что представлено на диаграмме. Частота встречаемости 

Mycobacterium spp. при ХОБЛ составляет 28,5%, при пневмонии 16,2%, при 

бронхиальной астме 32,4%, при бронхите 28,5%, при других диагнозах – 

23,5%. 

Слайд 9 

В ходе исследования были проверены показатели крови: эритроциты, 

гемоглобин, лейкоциты и получены следующие данные. Большинство 

больных (98 из 169 чел. — 58%) имеют нормальный уровень эритроцитов, у 

49 человек (29%) уровень эритроцитов ниже нормы, а у 9 человек (14,2%) – 

выше нормы. После детекции Mycobacterium spp. в клиническом материале 

при помощи ПЦР-анализа были сравнены показатели эритроцитов у 
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пациентов с положительным результатом. Статистически значимой разницы 

значений между показателями пациентов с микобактериозом и без него не 

было. 

Слайд 10 

Кроме того, были сравнены показатели лейкоцитов и гемоглобина. 

Также статистически значимой разницы значений между показателями не 

было. 

Большинство больных (89 чел. – 52,6%) имеют нормальный уровень 

гемоглобина, у 62 человека (36,6%) уровень гемоглобина ниже нормы, а у 18 

человек (10,6%) – выше нормы.  

Большинство больных (104 чел. – 61,5%) имеют нормальный уровень 

лейкоцитов, у 60 человек (35,5%) уровень лейкоцитов выше нормы, а у 5 

человек (3%) – ниже нормы. 

В результате сравнения основных показателей крови выяснилось, что 

статистически значимой разницы между значениями не было. Отсюда можно 

сделать вывод о том, что, анализируя общий анализ крови у пациентов с 

патологиями дыхательных путей, нельзя делать какие-либо различия между 

пациентами с микобактериозами и без. 

Слайд 11 Выводы: 

6. В ходе работы был отобран клинический материал от 169 

больных с различными патологиями дыхательных путей, в том числе с 

диагнозом хроническая обструктивная болезнь легких. 

7. Среди заболеваний дыхательных путей диагноз ХОБЛ 

встречается чаще. 

8. Выделена ДНК с клинического материала набором 

«АмплиПрайм ДНК-сорб-АМ». 

9. Проведен ПЦР-анализ с родоспецифичными праймерами. 

10. Исследование мокроты на ДНК бактерий рода Mycobacterium spp. 

выявило наличие микобактериоза у 29% пациентов с различными 

патологиями дыхательных путей и у 28,6% с диагнозом ХОБЛ. 

 

Таким образом, исследование ДНК, выделенной из образцов 

клинического материала (мокроты), показало, что ПЦР-анализ является 

высокоспецифичными и чувствительными, что является важным фактором 

при лабораторной диагностике, а подобранные родоспецифичные праймеры 

действительно обладают высокой специфичностью и могут применятся при 

исследовании клинического материала на наличие бактерий рода 

Mycobacterium.  

Как было показано, при диагностике микобактериозов нельзя 

опираться на данные показателей крови, так как статистически значимой 
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разницы между значениями у пациентов с патологиями дыхательных путей 

нет. Кроме того, все эти показатели практически находились в пределах 

нормы. 

Слайд 12 

По теме работы опубликована 1 статья и один тезис в сборниках 

материалов конференций. 

Доклад закончен, спасибо за внимание! 
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Выпускная квалификационная работа выполнена мной самостоятельно. 

Использованные в работе материалы из опубликованной научной литературы 

и других источников имеют ссылки на них. Проверка в системе 

«Антиплагиат» выполнена. Уровень оригинальности работы составляет 

78.98%. 

Работа изложена на 57 страницах машинописного текста, содержит 3 

таблицы, 11рисунков. Библиографический список включает 63 источника, из 

них 12 отечественных и 51 иностранных авторов. 
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