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ределено два различных аллеля.
Результаты ДНК�анализа 4 микросателлитных марке�

ров хромосомы 18 представлены на рисунке 3.
Отобранные маркеры хромосомы Х являются тетра�

нуклеотидными и располагаются по всей длине хромосо�
мы.

Микросателлитный маркер AMEL расположен в сег�
менте p22.22 хромосомы Х и в сегменте p11.2 хромосомы
Y, имеет два аллеля: 104 п.н. на хромосоме Х и 109 п.н. на
хромосоме Y.

Микросателлитный маркер DХS1187 расположен в
сегменте q26.2 хромосомы Х, имеет метку NED. В ходе про�
ведения исследования данного маркера в 50 образцах
контрольной группы идентифицировано 7 аллелей, имев�
шие размер от 134 до 155 п.н. Гетерозиготность маркера
DХS1187 составила 78%. У 21 из 27 женщин контрольной
группы было определено два различных аллеля.

Микросателлитный маркер DХS981 расположен в сег�
менте q13.1 хромосомы Х, имеет метку NED. При исследо�
вании полиморфизма DХS981 в 50 проанализирован�
ных ДНК – образцах идентифицировано 10 различных
аллелей, имевших размер от 236 до 258 п.н. Гетерозигот�
ность маркера D13S252 составила 74%. У 20 из 27 жен�
щин контрольной группы было определено два различ�
ных аллеля.

Результаты ДНК�анализа микросателлитных маркеров
хромосомы Х представлены на рисунке 4.

Характеристики маркеров, установленные в резуль�
тате исследования, представлены в таблице 1.

Для определения пола, а также для установления син�
дрома Кляйнфельтера в работу был включен микроса�
теллитный маркер DYS448 хромосомы Y.

Полученные данные свидетельствуют, что все марке�
ры обладают высоким уровнем гетерозиготности и могут
быть эффективно использованы для определения анеуп�
лоидий хромосом 13, 18, 21 и Х методом количественного
определения аллелей внутрилокусных микросателлитных
маркеров.

На основании проведенного исследования разрабо�
тан протокол ДНК�диагностики наиболее частых хромо�
сомных анеуплоидий (синдромов Дауна, Эдвардса, Па�
тау, Тернера, Кляйнфельтера) с использованием мульти�
плексной ПЦР и автоматического капиллярного электро�
фореза. Выполнение методики включает в себя одновре�
менное тестирование 15 микросателлитных маркеров
хромосом 13, 18, 21, X, Y в ходе одного анализа.

Для выполнения мультиплексной ПЦР подобраны оп�
тимальные концентрации праймеров для всех микроса�
теллитных маркеров. С целью увеличения информатив�

ности в анализ включено от 3 до 4 маркеров на каждую
из тестируемых хромосом, как показано на рисунке 5.

Исследованные микросателлитные маркеры хромосом
13, 18, 21 и Х обладают высоким уровнем гетерозиготно�
сти и могут быть эффективно использованы для опреде�
ления анеуплоидий.

Таким образом, разработан метод ДНК�диагностики
наиболее частых хромосомных анеуплоидий с использо�
ванием мультиплексной ПЦР и автоматического капил�
лярного электрофореза на основе одновременного тес�
тирования 15 микросателлитных маркеров хромосом 13,
18, 21, X и Y в ходе одного анализа. Метод отличается
высокой точностью даже при небольшом количестве ма�
териала. Преимущество его состоит в том, что это более
дешевый метод, позволяющий одновременно оценить
большое количество образцов и сопоставим со стандар�
тным кариотипированием. В процессе исследования по�
казано, что результат ДНК�диагностики числовых анома�
лий хромосом человека при применении технологии флу�
оресцентной количественной ПЦР может быть получен
менее чем через 6 часов после выполнения биопсии или
амниоцентеза, что при пренатальной диагностике имеет
решающее значение.
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Период эпидемиологического неблагополучия по ту�
 беркулезу в Республике Беларусь, как и во всем

мире, в настоящее время характеризуется ростом лекар�
ственно�резистентных форм заболевания и ухудшением
его клинической структуры [2,6,7]. В этих условиях осо�
бенно важным является правильное формирование групп
риска по заболеванию и выявление детей с латентной
туберкулезной инфекцией.

Верификация диагноза при туберкулёзе относится к
числу наиболее сложных задач. «Золотым стандартом» ди�
агностики туберкулеза является выделение возбудителя
из патологического материала и его видовая идентифика�
ция. Результативность бактериологических исследований
у детей при большинстве локализаций невысока. Диффе�
ренциальная диагностика БЦЖ�осложнений и туберкуле�
за по морфологической картине резекционного материа�
ла не всегда доказательна [1,4,8]. Остается актуальной
проблема дифференциальной диагностики нетуберкулез�
ных заболеваний органов дыхания и туберкулеза. В осно�
ве диагностического и дифференциально�диагностическо�
го подхода на протяжении десятилетий лежала туберкули�
нодиагностика. Однако внутрикожная туберкулиновая
проба с 2ТЕ ППД�Л имеет низкую специфичность из�за
перекрёстной сенсибилизации организма вакцинным
штаммом M. bovis BCG и патогенным штаммом M.
tuberculosis, что определяет ее положительный результат
во всех случаях [1,5]. Сравнительный анализ и расшиф�
ровка геномов разных видов микобактерий позволили
выделить у М. tuberculosis область RD1, которая отсутству�
ет у штамма БЦЖ. Синтез двух секреторных белков ESAT�6
(early secreted antigenic target) и CFP�10 (culture filtrate
protein) кодируется в этой области при размножении M.
tuberculosis и определяет ее вирулентные свойства [3,9,10].

В лаборатории биотехнологии НИИ Молекулярной ме�
дицины ММА им. И.М. Сеченова совместно с ЗАО «Мас�
терклон» был разработан на основе этих пептидов новый
реагент для постановки внутрикожной пробы, названый
Диаскинтест®. Препарат «Диаскинтест®» представляет
собой аллерген туберкулезный рекомбинантный в стан�
дартном разведении, продуцируемый генетически моди�
фицированной культурой Escherichia coli BL21(DE3)/pCFP�
ESAT. Препарат содержит два антигена (ESAT�6 и CFP�
10), которые отсутствуют в вакцинном штамме БЦЖ, по�
этому гиперчувствительность замедленного типа при его
введении в организм отмечается у инфицированных и
больных туберкулезом. Исследования, проведенные рос�
сийскими учеными, установили, что внутрикожная про�
ба с препаратом Диаскинтест® превосходит туберкули�
новую пробу по чувствительности и специфичности [3].

Цель работыЦель работыЦель работыЦель работыЦель работы
Изучить диагностическую значимость нового препа�

рата «Диаскинтест®» для дифференциальной диагности�
ки туберкулеза, БЦЖ�осложнений, постинфекционной и
поствакцинальной аллергии у детей.

Материал и методыМатериал и методыМатериал и методыМатериал и методыМатериал и методы
Клиническое исследование по изучению чувствитель�

ности и специфичности препарата «Диаскинтест®» про�
водилось на базе детско�подросткового отделения ГУ
«РНПЦ пульмонологии и фтизиатрии» и УЗ «Минский об�
ластной противотуберкулезный диспансер». Обследова�
но 70 пациентов в возрасте от 1 года до 18 лет, среди
которых было выделено 4 группы:

1 группа – 36 больных туберкулезом детей и подрост�
ков, находившихся на стационарном лечении в детско�
подростковом отделении ГУ «РНПЦ пульмонологии и фти�
зиатрии».

2 группа – 16 инфицированных микобактериями ту�
беркулеза детей и подростков, проживающих в контакте
с больным туберкулезом;

3 группа – 6 детей с осложненным течением вакци�
нации БЦЖ;

4 группа – 12 детей с первичным инфицированием
микобактериями туберкулеза (виражом туберкулиновой
реакции).

Каждому пациенту в соответствии с инструкцией было
введено 0,1 мл раствора (0,2 мкг) препарата «Диаскин�
тест®» внутрикожно на внутреннюю поверхность сред�
ней трети предплечья. Результаты реакции оценивались
через 72 часа по следующим критериям: отрицательная
– полное отсутствие инфильтрата (папулы) и гиперемии;
сомнительная – наличие инфильтрата 2 – 4 мм или толь�
ко гиперемии; положительная – инфильтрат размером 5
мм и более; при размере инфильтрата 15 мм и более ре�
акция считалась гиперергической.

Техника постановки и оценка результата внутрикож�
ной пробы с Диаскинтестом® аналогичны пробе Манту с
2ТЕ ППД�Л, что позволило провести сравнительную оцен�
ку результативности препарата «Диаскинтест®» и тубер�
кулина у обследуемых детей всех групп.

РезульРезульРезульРезульРезультаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждение
В структуре клинических форм туберкулеза у пациен�

тов первой группы преобладал инфильтративный тубер�
кулез – 20 (55,5%) случаев. Первичный туберкулезный
комплекс был зарегистрирован у 4 (11,1%) пациентов,
по 3 (8,3%) пациента с очаговым туберкулезом и туберку�
лезом внутригрудных лимфатических узлов, по 2 (5,6%)
пациента с диссеминированным туберкулезом и тубер�
кулезным экссудативным плевритом, по 1 (2,8%) больно�
му с туберкулезом почек и туберкулезом костей и суста�
вов. Больные активным туберкулезом органов дыхания
составили 32 (88,9±5,2%) человека, 4 (11,1±5,2%) паци�
ента окончили основной курс лечения и имели клиничес�
кое излечение туберкулеза. Бактериологическое подтвер�
ждение диагноза имели 19 (52,8±8,3%) пациентов. Срав�
нительный анализ результатов исследования внутрикож�
ной пробы с препаратом «Диаскинтест®» и пробы Манту
с 2ТЕ ППД�Л показал, что у большинства пациентов, вклю�
ченных в первую группу наблюдения, отмечена положи�

A.S. Khitsiova, A.S. Pozdnóakova, E.I. Katibnikova
NEW METHOD FOR THE DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS INFECTION IN

CHILDREN AND ADOLESCENTS

The findings of the assessment of the effectiveness of Diaskintest® have been presented. Diaskintest® is a new
medical product for the diagnosis and differential diagnosis of tuberculosis infection. The clinical trial was
carried out with a view to studying the sensitivity to Diaskintest® and its specificity. Besides, 70 children and
adolescents, both tuberculosis sufferers and healthy, vaccinated with BCG, underwent a comparative test aimed
at studying the response to tuberculin and Diaskintest®.

Key words: Diaskintest, tuberculin sensitivity, children, adolescents, tuberculosis patients.



Îðèãèíàëüíûå íàó÷íûå ïóáëèêàöèè

65

тельная реакция на туберкулин – 30 (83,3±6,2%) чело�
век, тогда как на Диаскинтест® ответ был положитель�
ным у 23 (63,9±8,0%) пациентов (таблица 1). Сопоставле�
ние степени выраженности положительных реакций по�
казало преобладание у больных туберкулезом гиперер�
гической реакции на Диаскинтест®, которая была заре�
гистрирована у 18 (50,0±8,3%) пациентов. В то время
как на туберкулин гиперергическую и высокую нормер�
гическую реакцию имели только 7 (19,4±6,6%) пациен�
тов. Средний размер инфильтрата на Диаскинтест® со�
ставил 17,4±1,15 мм, что достоверно по степени выра�
женности превосходило туберкулиновую реакцию с 2ТЕ
ППД�Л – 12,7±0,67 мм (p < 0,01) (таблица 2). Отрицатель�
ной реакции на туберкулин зарегистрировано не было,
на Диаскинтест® отрицательный ответ был получен у 7
(19,4±6,6%) пациентов (р<0,05). На начальном этапе про�
тивотуберкулезного лечения (продолжительность лечения
составила 1,2±0,2 месяца) отрицательный ответ на Ди�
аскинтест® имели два пациента с диагнозом очаговый
туберкулез легких, реакция на туберкулин у одного из этих
пациентов была сомнительной, у другого – положитель�
ной. Контрольное рентгенологическое обследование пос�
ле постановки пробы с Диаскинтестом® засвидетель�
ствовало полное рассасывание воспалительных измене�
ний в легких, что позволило снять диагноз туберкулеза.
Следует отметить, что отрицательный ответ на Диаскин�
тест®, как и сомнительный у 6 (16,7±6,2%) пациентов,
был зарегистрирован у детей, получавших противотубер�
кулезную терапию свыше 4�х месяцев и с клинически
излеченным туберкулезом. Проба Манту у пациентов с
таким же сроком лечения, оставалась преимущественно
положительной. Полученные результаты указывают на
высокую информативность нового кожного метода с Ди�

аскинтестом® для определения активности туберкулез�
ного процесса.

Все дети второй группы наблюдения из семейного
контакта с больным туберкулезом состояли на учете в про�
тивотуберкулезном диспансере и получили курс превен�
тивной терапии. На момент исследования реакция Ман�
ту оставалась положительной у 14 (87,5±8,5%) детей, тог�
да как на кожную пробу с Диаскинтестом® положитель�
но отреагировало 6 (37,5±12,5%) человек (p < 0,01). Гипе�
рергическая реакция на Диаскинтест® была зарегист�
рирована у одного ребенка 10 лет из туберкулезного оча�
га смерти и совпадала с гиперергическим ответом на
туберкулин. Достоверного различия в степени выражен�
ности положительной реакции на Диаскинтест® и на
пробу Манту отмечено не было, средний размер папулы
составлял 11,2±2,46 мм и 9,9±1,02 соответственно (p >
0,05). Сомнительную чувствительность на туберкулин
имели 2 (12,5±8,5%) детей, на Диаскинтест® – 6
(37,5±12,5%). Отрицательно реагирующих на туберкулин
детей зарегистрировано не было, при постановке Диас�
кинтеста® отрицательная реакция была отмечена у 4
(25,0±11,2%) человек. Данные результата пробы с пре�
паратом «Диаскинтест®» указывали на отсутствие необ�
ходимости проведения повторного курса превентивной
терапии 10 детям, проживавшим в контакте с больным
туберкулезом.

У детей третей группы наблюдения раннего возраста
с осложненным течением вакцинации БЦЖ был диагно�
стирован БЦЖ�остит у 3 пациентов, БЦЖ�лимфаденит у
2 пациентов и у 1 пациента – холодный абсцесс левого
плеча. Реакция Манту с 2ТЕ ППД�Л была положительной
у всех детей, средний размер папулы составил 12,3±1,83
мм. Ответ на Диаскинтест® у 5 (83,3%±16,6%) детей в
возрасте до 2�х лет был отрицательным. У одного ребенка
в возрасте 4�х лет лимфаденит был выявлен при обсле�
довании по виражу туберкулиновой пробы с гиперерги�
ческой реакцией на туберкулин, что предполагало воз�
можность развития у него туберкулеза периферических
лимфатических узлов. Ответная реакция на Диаскин�
тест® у этого ребенка была сомнительной. Данные срав�
нительного анализа результата на Диаскинтест® и про�
бу Манту с 2ТЕ ППД�Л указывали на поствакцинальное
состояние детей с развитием БЦЖ�осложнений.

В анамнезе 3 детей четвертой группы наблюдения с
виражом туберкулиновой реакции была отмечена пище�

Таблица 1. Сравнительная частота резульСравнительная частота резульСравнительная частота резульСравнительная частота резульСравнительная частота результатов кожных реакций на Диаскинтест® и туберкулин в группах наблюде�татов кожных реакций на Диаскинтест® и туберкулин в группах наблюде�татов кожных реакций на Диаскинтест® и туберкулин в группах наблюде�татов кожных реакций на Диаскинтест® и туберкулин в группах наблюде�татов кожных реакций на Диаскинтест® и туберкулин в группах наблюде�
ния (Р ± m)ния (Р ± m)ния (Р ± m)ния (Р ± m)ния (Р ± m)

Таблица 2. Степень выраженности положительнойСтепень выраженности положительнойСтепень выраженности положительнойСтепень выраженности положительнойСтепень выраженности положительной
реакции на Диаскинтест® и туберкулин (М ± m)реакции на Диаскинтест® и туберкулин (М ± m)реакции на Диаскинтест® и туберкулин (М ± m)реакции на Диаскинтест® и туберкулин (М ± m)реакции на Диаскинтест® и туберкулин (М ± m)
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вая и медикаментозная аллергия. Контакт с больным ту�
беркулезом установлен не был. У всех детей решался воп�
рос о назначении превентивной терапии, трем детям с
гиперергической реакцией на туберкулин – с использо�
ванием двух противотуберкулезных препаратов. При по�
становке Диаскинтеста® только 4 (33,3±14,2%) детей
имели положительные реакции, подтверждающие их ин�
фицирование. Средний размер папулы на Диаскинтест®
составил 6,0±0,47 мм и был достоверно меньше средне�
го размера папулы на пробу Манту – 12,3±1,19 мм
(p<0,01). У годовалого ребенка с гиперергической реак�
цией на туберкулин и с аллергическим фоном в анамне�
зе ответа на Диаскинтест® отмечено не было. Отрица�
тельная реакция на Диаскинтест® была зафиксирована
у 7 (58,3±14,9%) из 12 детей, что указывало на отсутствие
у них активной туберкулезной инфекции и не требовало
проведения профилактического противотуберкулезного
лечения.

Сравнительный анализ степени выраженности реак�
ции на препарат «Диаскинтест®» у детей из разных групп
наблюдения показал, что при заболевании туберкулезом
(1 группа) степень выраженности положительной реак�
ции была достоверно выше, чем при инфицировании ми�
кобактериями туберкулеза (таблица 2). Выраженность
реакции снижалась в процессе противотуберкулезного
лечения. У детей с осложненным течением вакцинации
БЦЖ (3 группа), положительных реакций на препарат
«Диаскинтест®» зарегистрировано не было, что дало воз�
можность дифференцировать поствакцинальную и инфек�
ционную аллергии у детей 2, 3 и 4 групп наблюдения.
Таким образом, данный тест может быть использован при
обследовании на заболевание туберкулезом детей из
наиболее угрожаемых групп социального и медицинско�
го риска, а также для отбора инфицированных детей и
подростков на проведение превентивной терапии, и, осо�
бенно, для повторного ее курса в условиях контакта с
больным туберкулезом.

ВыводыВыводыВыводыВыводыВыводы
1. Полученные данные свидетельствуют о высокой сте�

пени чувствительности препарата «Диаскинтест®». В пе�
риод начальных проявлений болезни все больные тубер�
кулезом дети и подростки реагировали положительно, в
тоже время отрицательная реакция на Диаскинтест® у 2
пациентов подтвердила наличие неспецифических изме�
нений в легких (пневмонии).

2. Установлена высокая информативность нового ме�
тода для определения активности популяций микобакте�
рий в организме ребенка. Дети и подростки с клиничес�
ки излеченным туберкулезом, или получившие курсы пре�
вентивной терапии в очаге туберкулезной инфекции,

чаще реагировали на Диаскинтест® сомнительной или
отрицательной реакцией, в то время как проба Манту у
них оставалась положительной.

3. Исследования показали возможность использова�
ния Диаскинтеста® в качестве маркера у детей и подро�
стков, как активного туберкулеза, так и латентной тубер�
кулезной инфекции. При активном туберкулезном про�
цессе степень выраженности положительной реакции на
Диаскинтест® была достоверно (p<0,01) выше туберку�
линовой реакции с 2ТЕ ППД�Л. Инфицированные мико�
бактериями туберкулеза дети, имели положительные ре�
акции на Диаскинтест®, хотя и менее выраженные в
сравнении с таковыми у больных туберкулезом.

4. Сомнительная и отрицательная реакция на препа�
рат «Диаскинтест®» позволила сократить число детей,
нуждающихся в проведении превентивного лечения сре�
ди инфицированных по пробе Манту с 2 ТЕ ППД.

5. Внутрикожная проба с препаратом «Диаскинтест®»
высоко специфична. Дети, вакцинированные БЦЖ, вклю�
чая детей с осложнениями противотуберкулезной вакци�
нации, не имели ответа на препарат «Диаскинтест®».
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