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Резюме
В статье приведены результаты этиологической верификации туберкулезных спондилитов у 93 больных. Показана 
более высокая эффективность ПЦР-исследования (на 50,5% выше) операционных биоптатов в сравнении с посевом 
ткани. Гистологическое исследование, проводимое на начальном этапе диагностики, у43% пациентов выявило признаки 
активной фазы процесса, прогрессирующая фаза активности выявлена у 44% пациентов. При этом из образцов опера
ционных биоптатов с морфологическими признаками активной фазы туберкулезного воспаления ДНК M.tuberculosis 
была обнаружена в 80%, с признаками прогрессирующего туберкулезного воспаления в 73,2% образцов. Молекулярно
генетические исследования позволили определить сочетание мутаций в генах rpoB, katG, inhA, характерное для мно
жественной лекарственной устойчивости M.tuberculosis в 53,2% случаев. При генотипировании ДНК M.tuberculosis, 
выделенных из операционного материала и культур, генотип Beijing выявлен в 89,4% и 100%образцов соответственно. 
При исследовании архивного гистологического материала ДНК M.tuberculosis выявлена в 65,6% образцов.
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Summary
The article gives the results of etiological verification of tuberculosis spondylitis at 93 patients. It shows high efficiency of PCR 
study (50.5% higher) of operative biopsy material in comparison with tissue inoculation. Histological study conducted in the 
initial stage of diagnosing has revealed the features of active process at 43% of the patients, and the features of the progressing 
phase have been revealed at 44% of them. Moreover, DNA M. tuberculosis has been found out in 80% of the samples of operative 
biopsy material with morphological features of active tubercular inflammation, and in 73,2% of the samples - with the features of 
progressing tubercular inflammation. Molecular genetic studies allowed to identify the combination of mutation in genes rpoB, 
katG, inhA typical for multiple drug resistance of M. tuberculosis in 53.2% of the cases. Genetic typing of DNA M. tuberculosis 
separated from the operative material and cultures has revealed genotype Beijing in 89.4% and 100% of the samples respectively. 
The research of the archival histological material has revealed DNA M. tuberculosis in 65.6% of the samples.
Keywords: tuberculosis, spondylitis, PCR, phases of activity of a tuberculosis inflammation, M. tuberculosis complex

Введение
В условиях сохраняющейся неблагоприятной эпи

демиологической ситуации по туберкулезу заболевае
мость костным туберкулезом остается высокой. Среди 
внелегочных локализаций туберкулез костей составляет 
почти треть, кроме того, среди больных костным тубер
кулезом доля инвалидов достигает 85%[1 ]. В течение по
следнего десятилетия отмечается негативная тенденция 
эпидемиологической ситуации: удельный вес больных 
костным туберкулезом увеличился в 4 раза, на 30% чаще

регистрируются активные формы процесса, примерно в 
40% случаев заболевание сопровождается специфиче
ским поражением других органов и систем, в том числе 
различными формами туберкулеза легких [2].

Туберкулезные поражения костей практически всег
да протекают с осложнениями, что зачастую является 
следствием поздней диагностики заболевания, которая 
может затягиваться на срок до года и более с момента по
явления первых симптомов. Несвоевременность диагно
стики бывает следствием трудности бактериологической



и гистологической верификации костного туберкулеза
[3]. Известно, что внелегочные формы туберкулеза ха
рактеризуется олигобацнллярностью, а это значительно 
затрудняет этиологическую диагностику данных процес
сов. Крайне важно не только обнаружить возбудителя, но 
и определить его характеристики, такие как лекарствен
ная устойчивость, которая вследствие олигобациллярно- 
сти костного туберкулеза может остаться не выявленной.
[4]. В настоящее время доля лекарственно-устойчивых 
форм заболевания среди пациентов с костными пораже
ниями туберкулезной этнологии достигает 60% и более 
[5,6,7]. В сложившейся ситуации гистологическое ис
следование, зачастую являясь основным методом вери
фикации туберкулеза костных локализаций, иногда не 
позволяет достоверно подтвердить этиологию процесса 
при малоактивной фазе воспаления вследствие слабой 
выраженности морфологических признаков, характер
ных для туберкулеза. Специфические морфологические 
проявления туберкулезного воспаления уверенно опреде
ляются при активной и прогрессирующей фазах процес
са [8,9,10].

Таким образом, актуальной проблемой диагностики 
костного туберкулеза является быстрое и достоверное об
наружение возбудителя и определение его свойств, таких 
как лекарственная устойчивость, что крайне важно для 
выбора тактики химиотерапии [И ]. Однако в большин
стве противотуберкулезных учреждений этиологическая 
диагностика туберкулезных поражений костей осущест
вляется методом посева диагностического материала на 
плотные питательные среды, дающим ответ не ранее чем 
через 5-8 недель [5].

Цель исследования: Этиологическая верифика
ция туберкулезных спондилитов бактериологическим и 
молекулярно-генетическими методами исследования в 
различные фазы активности процесса.

Материалы и методы
У 93 пациентов с морфологически подтвержденным 

туберкулезом позвоночника, прооперированных по пово
ду спондилита в отделении КСТ УНИИФ в 2007-2011гг., 
при гистологическом исследовании операционного мате
риала были определены фазы активности туберкулезного 
воспаления. Проведено бактериологическое и комплекс
ное молекулярно-генетическое исследование операцион
ного материала, типирование полученных из него куль
тур микобактерий методом ПЦР, а также исследование 
архивного гистологического материала (парафиновых 
блоков).

Метод бактериологического исследования: ма
териал из очагов костной деструкции подвергали ис
следованию согласно унифицированной методике 
бактериологического исследования микобактерий ком
плекса М. tuberculosis (приказ Минздрава России №109от 
21.03.2003). Микробиологическое исследование опера
ционного материала включало посев на плотные яичные 
среды Левенштейна-Йенсена и «Новая»;

Морфологическое исследование операционного ма
териала от больных туберкулёзными спондилитами вы

полнено в ПАО ФГБУ «УНИИФ» заведующим -  канди
датом медицинских наук, старшим научным сотрудником 
Р.Б. Бердниковым. В ходе исследования, в зависимости от 
морфологических изменений, во всех образцах определя
ли фазы активности туберкулезного воспаления, соглас
но ранее предложенной Л.М.Гринбергом, Н.А. Анисимо
вой классификации [12]:

•  Прогрессирующая фаза характеризовалась круп
ными фокусами некроза без эпителноидноклеточного 
вала по периферии, мелкими очагами «специфической» 
туберкулезной грануляционной ткани с единичными эпи- 
телиоиднымн клетками и незначительным количеством 
гигантских клеток Лангханса, некрозом и лизисом кост
ных балок. Клинически большинство этих случаев со
провождается натечными абсцессами;

•  Активная фаза характеризовалась наличием 
больших полей «специфической» туберкулезной грану
ляционной ткани с множеством эпителиоидных клеток 
и многочисленными гигантскими клетками Лангханса, 
мелкими фокусами некроза, по периферии окруженными 
эпнтелиоидноклеточным валом, пазушной остеокласти- 
ческой резорбцией костной ткани;

•  Малоактивная фаза характеризовалась крупными 
полями склероза неспецифической грануляционной тка
ни с немногочисленными склерозирующимися эпителио- 
идноклеточными гранулемами

Комплекс молекулярно-генетических методов вклю
чал в себя:

1. Выявление ДНК М. tuberculosis complex (фраг
мент IS6110) в операционном материале, микобактери- 
альной культурах и архивном гистологическом материале 
(парафиновые блоки). Исследования проводили с исполь
зованием тест-систем QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 
Германия) и «АмплиСенс Mycobacterium tuberculosis 
complex-FL» (ИнтерЛабсервис, Москва) согласно ин
струкции на амплификаторе iCycler iQ5 (Bio-Rad, США) 
с системой детекции флуоресцентного сигнала в режиме 
«реального времени»;

2. При выявлении в пробе ДНК M.tuberculosis 
complex, проводили тест GenoType® МТВС (HAIN 
Lifescience GmbH, Германия), позволяющий генетиче
ски дифференцировать (полиморфизм гена гиразы В) 
следующие виды/штаммы, относящиеся к комплексу 
Mycobacterium tuberculosis: М. africanum, М. Bovis BCG, 
М. Bovis ssp. bovis, M. Bovis ssp. caprae, M. microti и M. 
tuberculosis/"M. canettii";

3. Молекулярно-генетическое исследование ле
карственной чувствительности выявленных в операцион
ном материале и культурах M.tuberculosis complex к изо- 
ниазиду и рифампицину с использованием тест-системы 
GenoType®MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH, Герма
ния), позволяющей выявить значимые мутации генов 
rpoB, katG и inhA. Для выявления мутаций, обуславлива
ющих устойчивость к фторхинолонам, аминоппикозидам/ 
циклическим пептидам и этамбутолу использовали тест- 
систему GenoType®MTBDRsl, позволяющую выявить 
значимые мутации генов gyrA, rrs и embB соответствен
но;



4. Для выявления генотипа Beijing среди выделен
ных микобактерий туберкулеза был использован набор 
реагентов "Амплитуб-Beijing" (НПК “Сннтол”, Москва). 
Исследования проводили на амплификаторе iCycler iQ5 
(Bio-Rad, США) согласно инструкции производителя;

Статистическая обработка данных проводилась с 
использованием программы BioStat 2009 Professional
5.8.4.3. Для оценки статистической значимости рассчи
тывали показатели непараметрической статистики: кри
терий «хи-квадрат» для значений более либо равных 5, 
точный критерий Фишера для значений менее 5. Выбо
рочная средняя (средняя арифметическая) и стандартное 
отклонение (SD) представлены как М ± т, различия счи
тали значимыми при р<0,05. Различающие возможности 
методов оценивали также по критерию отношения шан
сов и их доверительным интервалам.

Результаты и обсуждение
При изучении половозрастной структуры пациентов 

выявлено достоверное преобладание количества мужчин 
- п=58 (62,4%) над количеством женщин -  п=35 (37,6%), 
Х; =  11,376 при уровне значимости р=0,0007. Наиболь
шей по численности оказалась возрастная группа 21-40 
лет (52 из 93 -  55,9%).При сравнении групп мужчин и 
женщин достоверных различий по социальному статусу 
выявлено не было. Суммарно доля неработающих лиц, а 
следовательно, имеющих низкий уровень доходов, среди 
пациентов с туберкулезными спондилитами составила 
80,7% (п=75 из 93), что достоверно больше доли рабо
тающих -  19,4% (п=18 из 93), х2=69,871, р=0,000.

Расчет средней продолжительности периода от 
момента появления первых признаков заболевания до
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проведения ПЦР-исследования операционного мате
риала, показал, что у мужчин данный период составил в 
среднем 26,6±28,5 месяцев (1 месяц -  12 лет), у женщин 
-  30,4±36,1 (2 месяца -  20 лет). Сведения о контакте с 
больным туберкулезом были получены у 29,0% пациен
тов (п=27 из 93).

При анализе преморбидного фона выявлено, что из 
93 больных 14 (15,1%) являются героиновыми наркома
нами, из них у 9 выявлен гепатит С, у 3 гепатиты В и С, 11 
пациентов -  ВИЧ-инфицированы, из 78 больных туберку
лезным спондилитом не страдающих наркотической зави
симостью (со слов пациентов), у 3 выявлен вирусный ге
патит С, из которых два пациента -  ВИЧ-инфицированы. 
Суммарно 14% (п=13 из 93) пациентов были инфици
рованы ВИЧ. Среди 13 ВИЧ-инфицированных больных 
туберкулезным спондилитом у 2 (15,4%) пациентов была 
констатирована III стадия ВИЧ-инфекции, у 3 (23,1% )- 
IV-А и у 8 (61,5% )- IV-Б стадии.

Анализ данных обследования, проводимого с целью 
выявления туберкулеза других локализаций, показал, что 
у 57% (53 из 93) больных кроме туберкулезного спонди
лита наблюдались и другие локализации туберкулезного 
процесса (рис. 1).

Помимо туберкулезного поражения позвоночника у 
34% пациентов (18 из 53) выявлен очаговый туберкулез в 
стадии инфильтрации или уплотнения, в 30,2% (16 слу
чаев из 53) был обнаружен инфильтративный туберкулез 
легких, в одном из которых у больного процесс в легком 
сопровождался двусторонним обсеменением, кроме того, 
у данного пациента был констатирован туберкулезный 
менингоэнцефалит. У 13,2% пациентов (у 7 из 53) на
блюдалась такая клиническая форма туберкулеза как ту-
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Рисунок 1. Структура внепозвоночных локализаций туберкулезного процесса 
у больных туберкулезным спондилитом



Таблица1. Д анны е микробиологических методов исследования и П Ц Р-диагностики операционного материала 
в зависимости от фазы  активности туберкулезного процесса

Фазы
Активности

Число проб
Результаты исследовании

р, ОШ
Получена культура 

Л/ tuhcrculosis
Обнаружена ДНК 

Л/ tuhcrculosis
абс % абс % абс %

Прогрессирующая 41 44
15

*Х:-2,826
р=0,09

36,6
30

ФХ:=0,214
р-0,64

73,2 #р=0,0012
0111=4,73

Активная 40 43
7

" X := U 5 7
р=0,28

17,5
32

* * Х : = 1.300 
р-0,25

80 йр< 0.0001 
ОШ=18,9

Малоактивная 12 13
0

***Х:=4,453
р=0,03

7
***Х:=0.393

р=0,53
58,3 #р=0,005 

ОШ=34,09

Всего 93 100 22 23,7 69 74.2 #р<0,0001
ОШ=9,27

*между группой с прогрессирующей фазой и группой с активной фазой 
**между группой с активной фазой и малоактивной фазой 

* * * между группой с прогрессирующей фазой и группой с малоактивной фазой 
#между методом посева и молекулярно-генетическим методом выявления

беркулома. Подострый диссеминированный туберкулез 
легких сопровождал туберкулезный спондилит у 5 (9,4%) 
пациентов. У 3 пациентов (5,7%) с туберкулезными спон
дилитами был выявлен менингоэнцефалит, у 2 (3,8%) 
туберкулез легких имел хроническое течение в виде 
фиброзно-кавернозного туберкулеза, у 1 (1,9%) был диа
гностирован осумкованный плеврит, у 1 (1,9%) -  тубер
кулез бронха, еще у 1 (1,9%) -  паховый туберкулезный 
лимфаденит. ВИЧ-инфицированных среди пациентов с 
менингоэнцефалитом не было.

Результаты лабораторных методов исследований 
операционного материала и культур МБТ от больных с 
туберкулезным спондилитом. Гистологическое исследо
вание операционных биоптатов больных спондилитом 
выявило морфологические признаки туберкулезного вос
паления. При этом фазы активности туберкулезного про
цесса были различны: прогрессирующая, активная, мало
активная (табл. 1). В 43% (п=40) образцов туберкулезное 
воспаление костной ткани носило признаки активного 
процесса, в 44% (п=41) фаза активности характеризо
валась как прогрессирующая (х2=0,000 при р= 1,000), в 
13% (п=12) - выявлена малоактивная фаза, что достовер
но реже выявления активной (х2= 19,460 при р<0,0001) и 
прогрессирующей фаз (х2=20,687 при р<0,0001) течения 
туберкулезного процесса.

Исследование методом посева на плотные пита
тельные среды 93 образцов операционного материала от 
больных с морфологически подтвержденным туберкулез
ным спондилитом позволило получить культуру МБТ в 
23,7% случаев (п=22 из 93). При исследовании методом 
ПЦР в режиме реального времени этих же образцов опе
рационного материала в 74,2% (п=69 из 93) была выяв
лена ДНК M.tuberculosis complex. При сравнении резуль
татов выявления возбудителя молекулярно-генетическим

методом и методом посева -  74,2% (п=69 из 93) и 23,7% 
(п=22 из 93) соответственно (0111=9,27 (ДИ 95%, 4,76- 
18,07), р<0,0001) определяется достоверно более высокая 
чувствительность метода ПЦР. Таким образом, шанс эти
ологической верификации туберкулезных спондилитов 
исследованием операционных биоптатов методом ПЦР в 
9 раз выше, чем методом посева ткани.

При ПЦР-днагностике ДНК M.tuberculosis complex 
была выявлена из 73,2% (п=30 из 41) всех образцов с мор
фологическими признаками прогрессирующего течения 
туберкулезного воспаления, в 80% (п=32 из 40) образцов 
с признаками активного туберкулезного воспаления, при 
малоактивной фазе воспаления в 7 из 12 (58,3%) опера
ционных биоптатов определена ДНК микобактерий ту
беркулеза.

При анализе высеваемости МБТ из операционного 
материала в 7 (17,5%) образцах с признаками активной 
фазы процесса получены культуры микобактерий. Из об
разцов с признаками прогрессирующей фазы получено 15 
(36,6%) культур. При малоактивной фазе роста МБТ не 
обнаружено.

Сравнение данных культурального и ПЦР- 
исследования показало, что достоверно чаще возбуди
тель выявляется методом ПЦР в сравнении с посевом во 
все фазы активности процесса: в 80% (п=32из 40) и 17,5% 
(п=7 из 40), р<0.0001, ОШ=18,9 (ДИ 95%, 6,12-58,08) -  в 
активную фазу, в 73,2% (п=30 из 41) и 36,6% (п=15 из 
41), р=0,0012, ОШ=4,73 (ДИ 95%, 1,85-12,09) -  в про
грессирующую фазу, при малоактивной фазе роста МБТ 
не получено, методом ПЦР выявлено 58,3% (п=7 из 12), 
р=0,005, ОШ =34,09 (ДИ 95%, 1,64-707,96).

Применение DNA*Strip® технологии (Hain 
Lifescience GmbH) позволило выявить мутации в гене 
гроВ (определяющие резистентность к рифампнцину) в



26 образцах (55,3%), мутации в генах katG и inhA (опре
деляющие резистентность к изониазиду) - в 31 (65,9%) 
и 4 (8,5%) случаях соответственно. Сочетание мутации 
в генах rpoB, katG, inhA, характеризующее множествен
ную лекарственную устойчивость (МЛУ) МБТ, опреде
лено в 24 образцах ДНК (53,2%). Отсутствие мутаций в 
генах rpoB, katG, inhA отмечено в 16 (34%) образцах.

Для определения генотипа Beijing среди выделен
ных микобактерий туберкулеза было исследовано 45 
образцов ДНК М. tuberculosis complex, выделенных из 
операционного материала. В результате обнаружено, что 
генотип Beijing имеют 40 (88,9%) образцов выделенных 
МБТ. 5 (11,1%) образцов ДНК МБТ отнесены к другим 
генотипам (“non-Beijing”).

При анализе частоты выявляемости микобактерий 
генотипа Beijing в различные фазы активности туберку
лезного воспаления обнаружено, что в прогрессирующей 
фазе выявлено 23 (95,8%) образца ДНК МБТ, которые от
носятся к генотипу Beijing, в активной фазе туберкулез
ного воспаления в 17 (85%) случаях выявлены МБТ гено
типа Beijing, в малоактивную фазу МБТ генотипа Beijing 
не выявлены. Другие генотипы (“non-Beijing”) МБТ в 
активную фазу выявлены в 3 (15%) случаях, в прогрес
сирующей и малоактивной фазе выявлено по 1 образцу 
(4,2% и 14,3% соответственно).

Исследование ДНК 13 культур МБТ, полученных 
при посеве операционного материала, методом ПЦР в 
режиме реального времени позволило выявить во всех 
случаях нуклеотидную последовательность IS6110 (спец
ифичную для M.tuberculosis complex). При генетиче
ской дифференциации внутри комплекса Mycobacterium 
tuberculosis определено, что все 13 культур МБТ отно
сятся к M.tuberculosis. При генотипированнн 13 образцов 
ДНК выделенных культур МБТ было обнаружено, что 
генотип Beijing имеют 13 (100%) культур МБТ.

При исследовании архивного гистологического ма
териала ДНК МБТ выявлена в 65,6% образцов (п=21 из 
32). Исследование операционного материала тех пациен
тов, от которых был исследован методом ПЦР архивный 
гистологический материал (в парафиновых блоках) по
зволило выявить ДНК МБТ в 84,4% образцов. Сравнение 
результатов ПЦР-исследования архивного гистологиче
ского и операционного материала больных туберкулез
ным спондилитом показало равные шансы выявления 
ДНК МБТ из этих видов материала: 65,6% (п=21 из 
32) и 84,4% (п=27 из 32),р=0,09, 0111=0,3535 (ДИ 95%, 
0,10-1,17). Сравнение результатов ПЦР-исследования 
архивного гистологического материала и результатов по
сева операционного материала больных туберкулезным 
спондилитом показало, что шансы выявления ДНК МБТ 
из архивного гистологического материала в 6 раз выше, 
чем выделение культуры МБТ при посеве операционно
го материала: 65,6% (п=21 из 32) и 23,7% (п=22 из 93), 
р<0,0001, 0111=6,16 (ДИ 95%, 2,57-14,73).

Выводы
1. Впервые проведено комплексное исследование 

операционного материала при морфологически вери

фицированных туберкулезных спондилитах у взрослых 
(П=93) с использованием панели всех доступных в насто
ящее время микробиологических методов исследования 
в различные фазы активности туберкулезного процесса.

2. Молекулярно-генетическое исследование опе
рационного материала позволило выявить M.tuberculosis 
у больных туберкулезными спондилитами достоверно 
чаще, чем при культуральном исследовании - в 74,2% и 
23,7% случаев соответственно, р<0,0001, 0111=9,27 (ДИ 
95%, 4,76-18,07) и определить у 53,2% множественную 
лекарственную устойчивость. Анализ сочетаний мута
ций в ДНК культур МБТ выявил у 11 (84,6%) образцов 
множественную лекарственную устойчивость, 1 образец 
(7,7%) ДНК МБТ имел сочетание мутаций, характерное 
для широкой лекарственной устойчивости МБТ. При ге- 
нотипировании ДНК МБТ, выделенных из операционно
го материала и культур, полученных при посеве опера
ционного материала, в 88,9% и в 100% соответственно 
идентифицирован генотип Beijing.

3. При гистологическом исследовании операци
онного материала больных туберкулезными спондили
тами выявлено преобладание прогрессирующей - 44% 
(п=41) и активной фаз - 43% (п=40) воспаления, малоак
тивная фаза определена в 13% (п=12) образцов операци
онных бноптатов. Частота выявляемости микобактерий 
методом посева достоверно различалась в прогресси
рующую и малоактивную фазы туберкулезного воспа
ления: 36,6% и 0% соответственно, х:=4,453 при р=0,03. 
ДНК M.tuberculosis complex в прогрессирующую и 
активную фазы выявлена в 73,2% и 80% образцов со
ответственно, при этом, в малоактивную - в 58,3%. Во 
все фазы активности процесса возбудитель достоверно 
чаще определялся методом ПЦР в сравнении с методом 
посева: в прогрессирующую - в 73,2% и 36,6% соответ
ственно, р=0,0012, 0111=4,73 (ДИ 95%, 1,85-12,09), в ак
тивную фазу -  в 80% и 17,5% соответственно, р<0.0001, 
ОШ=18,9 (ДИ 95%, 6,12-58,08), при малоактивной фазе 
-  в 58,3% и 0% соответственно, р=0,005, 0111=34,09 (ДИ 
95%, 1 ,64 -707 ,96 ).

4. Сравнение результатов ПЦР-исследования ар
хивного гистологического материала и результатов по
сева операционного материала больных туберкулезным 
спондилитом показало, что шансы выявления МБТ из ар
хивного гистологического материала методом ПЦР также 
достоверно выше, чем при посеве операционного мате
риала: 65,6% (п=21 из 32) и 23,7% (п=22 из 93), р<0,0001, 
ОШ=6,16 (ДИ 95%, 2,57-14,73).■
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