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The article provides an analysis of the relationship of antibodies to islet antigens: (glutamate decarbox-

ylase (GAD), zinc transporter 8 (ZnT8), islet antigen-2 (IA-2A) and insulin) with autoimmune thyroid diseases 
in children with type 1 diabetes (T1DM). We found that distinct islet antibodies are associated with thyroid 
pathology in patients with different T1DM duration. Among patients with T1DM duration less than 3 years, a 
high (> 460.0 IU/ml) level of ZnT8 antibodies was prognostic in relation to autoimmune thyropathies, and in 
patients with T1DM duration more than 3 years — the persistence of GAD antibodies > 43.0 IU/ml. The as-
sociation of multiple (3 or more) positive antibodies to islet antigens with thyroid autoimmunity was revealed. 
These criteria can be used in identifying high-risk groups of autoimmune polyglandular syndrome type 3а 
among children with T1DM. 
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Реферат. Torque teno virus (TTV) — безоболочечный, одноцепочечный ДНК-вирус принад-
лежащий к семейству Anelloviridae. Согласно литературным данным, широко распространен 
среди населения, частота встречаемости варьирует в разных популяциях и географических регио-
нах. Не доказана связь TTV ни с одним конкретным заболеванием человека, существует предпо-
ложение, что этот вирус является одним из основных компонентов человеческого вирома. В по-
следние годы растет число исследований, в которых TTV изучается как маркер иммунного статуса 
человека среди различных групп пациентов с ослабленным иммунитетом. Процесс изучения осо-
бенностей вируса осложнен отсутствием стандартизованных методов обнаружения. Разработан-
ный метод мультиплексной ПЦР в реальном времени с использованием оригинальных специально 
подобранных олигонуклеотидных праймеров и молекулярных зондов, состава реакционной смеси 
и программы амплификации позволяет проводить выявление и количественное определение ДНК 
TTV человека в образцах биологического материала.  

Ключевые слова: Torque teno virus, количественная оценка, полимеразная цепная реакция, 
лабораторная диагностика. 



    БГМУ в авангарде медицинской науки и практики Выпуск  1 4  

 
24 

Введение. Семейство вирусов Anelloviridae 
(Анелловирусы) инфицирует широкий спектр ви-
дов млекопитающих. У человека были идентифи-
цированы три рода этого вирусного семейства: 
Alphatorquevirus, Betatorquevirus и 
Gammatorquevirus, которые включают 26, 38 и 
15 видов соответственно, каждый из которых об-
ладает генетическим разнообразием [1]. Капсид 
этих вирусов икосаэдрический, нуклеокапсид не 
имеет липидной оболочки, геном представляет 
собой кольцевую одноцепочечную ДНК с отри-
цательной полярностью размером от ∼2,0 до 
3,9 килобаз (кб), а общий диаметр частиц состав-
ляет около 18–30 нм [2]. TTV относится к 
Alphatorquevirus. Таксономия Anelloviridae регу-
лярно обновляется, согласно Международному 
комитету по таксономии вирусов, все названия 
видов приводят в биномиальном формате, таким 
образом, Alphatorquevirus homin 1 — новое назва-
ние вида Torque teno virus 1. 

Анелловирусы являются одними из самых 
распространенных человеческих вирусов, счита-
ются частью человеческого вирома. Частота вы-
явления варьирует в разных регионах и группах 
населения, тем не менее, в некоторых исследова-
ниях обнаружение TTV достигает 80 % и выше 
[3]. Показано содержание Anelloviridae в различ-
ных биологических тканях и жидкостях, таких 
как кровь, слюна, моча, желчь, соскобы слизи-
стой носоглотки, биоптаты печени, лимфоузлы, 
костный мозг и так далее, что обусловливает раз-
ные пути передачи вирусов, включая паренте-
ральный, половой, вертикальный и, возможно, 
фекально-оральный.  

Роль TTV в развитии тех или иных заболе-
ваний до сих пор является предметом дискуссий. 
Ввиду широкой его распространенности, в том 
числе и среди здоровых людей, существует веро-
ятность коинфекции с другими вирусами, ряд ис-
следований посвящены изучению этого вопроса. 
В последние годы растет число работ, в которых 
TTV изучается как маркер иммунного статуса че-
ловека среди различных групп пациентов с ослаб-
ленным иммунитетом. Например, в последнее де-
сятилетие проведено немало исследований по ис-
пользованию неинвазивных биомаркеров при 
трансплантации почек и печени, и TTV был ис-
пользован в качестве биомаркера иммуносупрес-
сии, поскольку количество копий вируса в пери-
ферической крови может отражать интенсив-
ность иммуносупрессии [4, 5]. При проведении 
такого рода исследований большое значение 
имеет не только выявление вируса, но и количе-
ственная оценка вирусной нагрузки. 

TTV выявляют с помощью разных форма-
тов ПЦР: стандартная, гнездовая ПЦР (nested-
PCR), ПЦР в реальном времени (real-time PCR), 
однако методы выявления не стандартизированы. 
Вследствие высокой генетической гетерогенно-
сти генома TTV выявление зависит от использо-
ванных праймеров, биологического материала. 
Как правило, при изучении TTV исследователи 
вынуждены разрабатывать и использовать соб-
ственные тест-системы (in-house тест-системы) 
для выявления данного вируса и его количествен-
ной оценки, работы в этом направлении ведутся и 
в Республике Беларусь [6]. 

При разработке таких тест-систем нужно 
учитывать ряд требований, таких как выбор био-
логического материала, его отбор и хранение; 
экстракция нуклеиновых кислот; подбор прайме-
ров, зондов, контролей и калибраторов; условия 
проведения ПЦР; определение эффективности 
анализа (эффективность амплификации, коэффи-
циент корреляции, предел обнаружения и так да-
лее). Так, при подборе праймеров для выявления 
TTV необходимо учесть, что геном TTV состоит 
из кодирующего и некодирующего регионов 
(UTR). Кодирующий регион включает несколько 
открытых рамок считывания и является вариа-
бельным, поэтому его использование для прове-
дения ПЦР приводит к снижению частоты выяв-
ления, в отличие от более стабильного некодиру-
ющего. Для увеличения аффинности к мишени и 
биостабильности в праймерах и зондах для ПЦР 
применяют LNA-модификации (locked nucleic 
acid). LNA-модификации, увеличивая темпера-
туру плавления олигонуклеотида на 2–4 °С, улуч-
шают эффективность гибридизации с мишенью 
за счет формирования фиксированной конформа-
ции углеводного фрагмента, образованного мети-
леновым мостиком между атомом кислорода в 2'-
положении и углеродом в 4'-положении. 

Несмотря на быстрое накопление знаний о 
TTV и других анелловирусах, многие вопросы 
остаются нерешенными, а их значение для здоро-
вья человека остается неизвестным. Распростра-
нено мнение о непатогенности Anelloviridae, од-
ним из подтверждений которого является факт их 
высокой представленности в вироме человека, 
широкого распространения, «вездесущести». Од-
нако патогенность некоторых вирусов была дока-
зана спустя продолжительное время после их от-
крытия, и такая вероятность существует и в отно-
шении TTV [7].  

Цель работы – разработать метод для вы-
явления и количественного определения ДНК 
TTV человека в биологическом материале на ос-
нове ПЦР и в реальном времени. 
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Материалы и методы. Исследования про-
водились на базе научно-исследовательской ла-
боратории учреждения образования «Гомельский 
государственный медицинский университет».  

В качестве биологического материала для 
отработки метода использовали лейкоцитарную 
массу периферической крови пациентов, нахо-
дившихся на стационарном лечении в гематоло-
гическом отделении (ГУ «Республиканский 
научно-практический центр радиационной меди-
цины и экологии человека», Гомель, Республика 
Беларусь) по поводу злокачественных новообра-
зований лимфоидной, кроветворной ткани (коды 
МКБ-10: С90–С92). Участники исследования 
(N=21, 38 % мужчин, медиана возраста [Q1; Q3] 
[min; max] 64 года [42; 73] [19; 87]) являлись жи-
телями Гомеля или Гомельской области, были ин-
формированы о целях исследования и предстоя-
щих процедурах (получено информированное 
письменное согласие).  

Для выявления и количественного опреде-
ления ДНК TTV человека использован метод, ос-
нованный на ПЦР с гибридизационно-флюорес-
центной детекцией, во время которой  флуорес-
центно-меченые олигонуклеотидные зонды ги-
бридизуются с комплементарным участком ам-
плифицируемой ДНК-мишени, что приводит к 
нарастанию интенсивности флуоресценции. 
Накопление специфического продукта амплифи-
кации регистрируют путем измерения интенсив-
ности флуоресцентного сигнала.  

Выявление и определение количества ДНК 
TTV включало 2 этапа: экстракцию ДНК из об-
разцов биологического материала и мультиплекс-
ПЦР (одновременная амплификация) консерва-
тивного некодирующего участка ДНК TTV и 
участка ДНК β-глобинового гена человека, ис-
пользуемого в качестве эндогенного внутреннего 
контроля, что позволяет контролировать адекват-
ность взятия биологического материала, его хра-
нения, экстракции и амплификации. β-глобино-
вый ген является участком генома человека, дол-
жен присутствовать в образце в количестве, экви-
валентном количеству клеток (103–105 геномов).  

Экстракцию нуклеиновых кислот из образ-
цов биологического материала проводили с ис-
пользованием набора реагентов «РИБО-преп» 
(«Амплисенс» ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, Российская Федерация) согласно 
инструкции производителя.  

Дизайн праймеров и зондов проводили с 
использованием программ для подбора и анализа 
олигонуклеотидных праймеров Primer-BLAST 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), 
Primer3Plus 

(https://www.primer3plus.com/index.html). Синтез 
праймеров и зондов осуществлен в ООО 
«АртБиоТех» (Республика Беларусь).  

Нуклеотидная последовательность прайме-
ров и TaqMan-зонда для выявления ДНК TTV:  

ttv-прямой-5'-
CC[+G]AATG[+G][+C]TGAGTT-3' ([+N] — 
LNA-модификация), 

ttv-обратный-5'-GCCCCttGACtBCGGt-3',  
ttv-зонд-HEX-CGGCACCCGCCCT-MGB.  
Нуклеотидная последовательность прайме-

ров и TaqMan-зонда для выявления участка ДНК 
β-глобинового гена человека:  

β-глобин-F-5'-
TGCACGTGGATCCTGAGAACT-3',  

β-глобин-R-5'-
AATTCTTTGCCAAAGTGATGGG-3',  

β-глобин-зонд-5'-FAM-
CACCCACCCCAGCAAGGACACTG-BHQ1-3'.  

В качестве положительного контроля и для 
проведения количественной оценки использо-
ваны ДНК-калибраторы (К1, К2, К3, К4, К5) — 
синтетические фрагменты, содержащие вставки 
5-UTR области ДНК TTV и участка ДНК β-глоби-
нового гена человека, с разными концентрациями 
(К1 — 103 копий/мл, К2 — 104 копий/мл, К3 — 
105 копий/мл, К4 — 106 копий/мл, К5 — 107 ко-
пий/мл). ДНК-калибраторы используются для по-
строения калибровочной прямой для обеих ПЦР: 
амплификации участка ДНК TTV и участка ДНК 
β-глобинового гена, а также в качестве положи-
тельных контролей.  

Проведение реакции амплификации, ана-
лиз и учет результатов проводили при помощи 
амлификатора Rotor Gene Q (QIAGEN, Герма-
ния).  

Статистический анализ проведен с исполь-
зованием программы Statistica 12.0. Количествен-
ные показатели оценивали на соответствие нор-
мальному распределению с использованием кри-
терия Шапиро–Уилка, описательная статистика 
данных, распределение которых не соответство-
вало нормальному, приведена в виде медианы и 
размаха (минимальное и максимальное значения, 
интерквартильный размах). 

Результаты и их обсуждение. Сконструи-
рована in-house тест-система в формате мульти-
плекс для референсного и таргетного участков 
ДНК, использованы реагенты производства 
ООО «АртБиоТех» (Республика Беларусь). С 
учетом использования оригинальных олигонук-
леотидов проведен подбор условий амплифика-
ции мультиплексной ПЦР.  

Программа апмлификации: денатурация 
1 цикл — 95 °С, 15 мин; 45 циклов (95°С — 5 с, 
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63°С — 10 с, 67°С — 10 с), каналы детекции 
HEX/Yellow (TTV) и FAM/Green (β-глобин). Со-
став амплификационной смеси (общий объем — 
30 мкл): деионизированная вода, 3х премикс Art-
Mix ДНК-полимераза, 25 мМ dНТФ, праймеры и 
TaqMan-зонды для выявления ДНК TTV и β-гло-
бинового гена человека, ДНК анализируемого об-
разца. В каждую постановку включали анализи-
руемые образцы, калибраторы и отрицательный 
контрольный образец.  

В качестве отрицательного контрольного 
образца использован буферный раствор, не 

содержащий искомые ДНК, прошедший все 
этапы пробоподготовки. 

Полученные данные (кривые накопления 
флуоресцентного сигнала) анализировали с помо-
щью программного обеспечения используемого 
амлификатора, установка настроек проведена в 
соответствии с инструкцией. Интерпретация по-
строена на основании наличия или отсутствия пе-
ресечения кривой флуоресценции с пороговой ли-
нией (значение Ct). Данные считаются валид-
ными, если получены правильные результаты для 
контролей (представлены в таблице 1). 

 
Таблица 1 — Результаты для контролей 

Контроль Контролируемый 
этап анализа 

Значение порогового 
цикла (Ct) по каналу 

FAM/Green 

Значение порогового 
цикла (Ct) по каналу 

HEX/Yellow 

К1, К2, К3, К4, К5 ПЦР, экстракция Определено Определено 

К- ПЦР, экстракция Отсутствует Отсутствует 

Для калибраторов К1, К2, К3, К4, К5 
должны детектироваться характерные кинетиче-
ские кривые по каждому из каналов (FAM/Green 
и HEX/Yellow). Кривые накопления флуорес-
центного сигнала калибраторов по каналам 
FAM/Green и HEX/Yellow приведены для при-
мера на рисунках 1 и 2.  

Отсутствие характерной кинетической кри-
вой по каналу FAM/Green (канал ВКО) является 
свидетельством ингибирования ПЦР или недо-
статочного количества биоматериала (ложноот-
рицательный результат). Наличие характерных 
кинетических кривых хотя бы по одному из де-
тектируемых каналов в отрицательном контроль-
ном образце свидетельствует о загрязнении реак-
ционной смеси или расходных материалов и не-
корректности постановки (ложноположительный 
результат). При несоответствии результатов для 
контролей проводят повторное исследование для 
всех образцов, начиная со стадии экстракции.   

Для построения калибровочной прямой 
вносят концентрации калибраторов, проводят 

оценку наклона, величины амплификации (E) и 
коэффициента корреляции (R2), оптимальные 
значения составляют — 3,322, 1 (100 %) и 0,99, 
соответственно.  

При получении значений параметров, близ-
ких к оптимальным, можно использовать количе-
ственные значения для расчета вирусной 
нагрузки ДНК TTV в биологических образцах. 
Калибровочные прямые для анализа по каждому 
из каналов (FAM/Green и HEX/Yellow) приве-
дены для примера на рисунках 1 и 2. 

Аналитическая специфичность разработан-
ных олигонуклеотидов и зондов определена in sil-
ico c помощью программного приложения 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 

Аналитическая чувствительность ме-
тода — наименьшее количество вещества 
(LOD — limit of detection, предел детекции), ко-
торое можно выявить с уровнем достоверности 
95 % без точного количественного определения, 
оценена с использованием серии разведений и со-
ставила 500 копий/мл.  
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Рисунок 1 – Кривые накопления флуоресцентного сигнала калибраторов (К1 — 103 копий/мл, 

К2 — 104 копий/мл, К3 — 105 копий/мл, К4 — 106 копий/мл, К5 — 107 копий/мл) и  
калибровочная прямая, анализ по каналу FAM/Green  

 

 
Рисунок 2 – Кривые накопления флуоресцентного сигнала калибраторов (К1 — 103 копий/мл, 

К2 — 104 копий/мл, К3 — 105 копий/мл, К4 — 106 копий/мл, К5 — 107 копий/мл) и  
калибровочная прямая, анализ по каналу HEX/Yellow  
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Для количественного теста расчет концен-
трации выражен в формате «логарифм копий 
ДНК искомого вируса на стандартное количество 
клеток человека (105)», который широко исполь-
зуется при количественной оценке ДНК вирусов 
в пробах ДНК при экстракции тотальной ДНК из 

цельной крови, лейкоцитов крови, биоптатов 
(приведен в инструкциях по применению набо-
ров, например «АмплиСенс», Российская Феде-
рация). Коэффициент пересчета: 105 кле-
ток = 2 × 105 геномов человека.  

 
 
Формула для расчета вирусной нагрузки TTV: 
 
lg копий ДНК TTV / 105 клеток = lg число копий ДНК TTV в ПЦР-пробе           · 2 · 105 
                                                         число копий ДНК β-глобина в ПЦР-пробе 
 
В результате проведения мультиплекс-ПЦР 

определены наличие ДНК TTV и его вирусная 
нагрузка в образцах биологического материала 
(лейкоцитах крови) у пациентов группы исследо-
вания. ДНК TTV выявлена у 81 % (17) пациентов 
группы исследования, медианное значение 
(median [Q1; Q3] [min; max]) вирусной нагрузки 
lg (копий ДНК TTV/105 клеток) в лейкоцитах 
крови составило 3,04 [2,23; 4,47] [1,67; 8,75]). 

Заключение. Подобраны оригинальные 
праймеры и TaqMan-зонды, сконструирована in-
house тест-система в формате мультиплекс для 

референсного и таргетного участков ДНК, подо-
бран состав реакционной смеси, программа ам-
плификации, алгоритм учета и анализа данных 
для выявления и количественного определения 
ДНК TTV человека. Разработанный метод муль-
типлексной ПЦР в реальном времени с использо-
ванием оригинальных специально подобранных 
олигонуклеотидных праймеров и молекулярных 
зондов, состава реакционной смеси и программы 
амплификации позволяет проводить выявление и 
количественное определение ДНК TTV человека 
в образцах биологического материала.  
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Torque teno virus (TTV) is a non-enveloped, single-stranded DNA virus belonging to the family Anel-

loviridae. According to the literature, it is widespread in the population, with incidence varying in different 
populations and geographical regions. TTV has not been proven to be associated with any specific human 
disease; there is a suggestion that this virus is a major component of the human virome. In recent years, a 
growing number of studies have examined TTV as a marker of human immune status among different groups 
of immunocompromised patients. The process of studying the features of the virus is complicated by the lack 
of standards based detection methods. A multiplex real-time-PCR analysis has been developed by using orig-
inal specially selected oligonucleotide primers and molecular probes, reaction mixture composition and am-
plification program for the detection and quantitative assessment of human TTV DNA in biological material 
samples. 

Keywords: Torque teno virus, quantification, PCR, laboratory diagnosis. 
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АНАЛИЗ КОНЦЕНТРАЦИИ ЭОЗИНОФИЛЬНОГО НЕЙРОТОКСИНА 

В КРОВИ И МОЧЕ У ДЕТЕЙ С РЕЦИДИВИРУЮЩИМИ 
БРОНХИАЛЬНЫМИ ОБСТРУКЦИЯМИ И БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ 
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Учреждение образования «Гродненский государственный медицинский университет»,  

Гродно, Республика Беларусь 
 

Реферат. Статья посвящена поиску новых биомаркеров, используемых для верификации ди-
агноза бронхиальной астмы. Отсутствие в настоящее время общепринятого метода диагностики у 
детей дошкольного возраста, а также критериев для определения пациентов в группу риска по 
развитию БА определяет актуальность проводимых исследований. По имеющимся оценкам, за по-
следние годы число пациентов с астмой составило около 300 миллионов человек, и было зареги-
стрировано 455 000 случаев смерти. Низкая масса тела при рождении, недоношенность, воздей-
ствие табачного дыма и других источников загрязнения воздуха, а также вирусные респираторные 
инфекции увеличивают риск развития БА. Соответственно, важно определять пациентов в группу 
риска по развитию астмы и своевременно диагностировать заболевание на ранних этапах разви-
тия.  

Ключевые слова: дети, бронхиальная астма, эозинофильный нейротоксин. 
 
 

Введение. Согласно обновленному (GINA-
2019) определению, БА является гетерогенным 

заболеванием, характеризующимся хроническим 
воспалением дыхательных путей, наличием 


