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Молекулярно-генетическая экспресс-
идентификация туберкулеза  
и его устойчивости к антибиотикам
Improved diagnostic strategies for  
the detection of TB disease and drug resistance  
at the point-of-care by multiple technologies
М.Рубцова1, М.Уляшова1, Г.Преснова1, А.Егоров1, Е.Ларионова2, Л.Черноусова2, И.Яминский1,3, Д.Яминский1,3, А.Ахметова1,3

M.Rubtsova1, M.Ulyashova1, G.Presnova1, A.Egorov1, E.Larionova2, L.Chernousova2, I.Yaminsky1,3, D.Yaminsky1,3, A.Ahmetova1,3

С целью разработки комплекса диагностических тест-систем для быстрого выявления 
микобактерий туберкулеза и определения их устойчивых к антибиотикам форм создан 
международный консорциум, в котором Россию представляют компания "Центр перспективных 
технологий", МГУ им. М.В.Ломоносова и ЦНИИ туберкулеза. Планируется разработать 
несколько тест-систем для комплексной диагностики с применением молекулярно-генетических 
и иммунологических методов мультианализа микобактерий на биочипах.
In the international consortium for developing complex diagnostic test-systems for rapid detection 
of tuberculosis mycobacteria and their antibiotic-resistant forms, Russia is represented by the 
Advanced Technologies Center, Lomonosov Moscow State University and Central Research Institute 
of Tuberculosis. It is planned to develop several test systems for integrated diagnosis using molecular-
genetic and immunologic methods of mycobacteria biochip-based multi-analysis.

Последние десятилетия во многих стра-
нах мира, независимо от их экономиче-
ского статуса и уровня жизни населения, 

отмечается неуклонный рост заболеваемости 
туберкулезом (ТБ). Поэтому разработка новых 
методов диагностики и лечения ТБ продол-
жает оставаться актуальной. По данным ВОЗ 
[1, 2] совершенствование этих методов позво-
лило добиться снижения смертности на 45% 
за период с 1990 по 2013 годы, что в абсолютных 
значениях составляет десятки миллионов спа-
сенных человеческих жизней. Однако показа-
тели по-прежнему угрожающие: по оценкам 
ВОЗ в 2013 году 9 млн. человек заболели туберку-
лезом, причем около 64% случаев заболевания 
были выявлены впервые. Смертность в 2013 году 
составила 1,5 млн. человек. Особую опасность 
представляют сочетание ТБ- и ВИЧ-инфекций, 
которые сложнее диагностировать и лечить. 
Около 1,1 млн. (13%) всех ТБ-больных инфициро-
ваны ВИЧ.

Существенной проблемой является устойчи-
вость микобактерий ТБ (M.tuberculosis) к дей-
ствию антибиотиков – основного средства лече-
ния этого заболевания [3, 4]. В настоящее время 
выделяют следующие виды устойчивости:
•	 множес т венну ю лек арс т венну ю ус тойчи-

вость (МЛУ, англ. – multiple drug resistance, 
MDR) – устойчивость возбудителя ТБ к основ-
ным антибиотикам первого ряда (изониазид, 
рифампицин);

•	 широкую лекарственную устойчивость (ШЛУ, 
англ. – extensively drug resistance, XDR) – соче-
танную устойчивость к антибиотикам пер-
вого и второго ряда (изониазид, рифампицин, 
фторхинолоны, аминогликозиды и др.).
Устойчивость связана с мутациями в опре-

деленных генах микобактерий, причем каж-
дый конкретный тип устойчивости обусловлен 
наличием нескольких мутаций.

Исследование в разных регионах мира обна-
ру ж ило более половины устойчивых возбу-
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In the past decades, many coun-
tries, regardless of their economic 
status and living standards, have 

seen a steady rise in the tuberculosis 
(TB) incidence. Therefore, developing 
new methods of TB diagnosis and 
treatment remains to be a vital task. 
According to WHO [1, 2], improv-
ing these methods helped to reduce 
the mortality by 45% between 1990 
and 2013, which, in absolute terms, 
amounts to dozens of millions of 
saved human lives. However, the 
figures remain alarming: accord-
ing to the estimates of WHO, 9 mil-
lion people were infected with TB 
in 2013, and nearly 64% of the cases 
were detected for the first time. The 
mortality amounted to 1.5 million 
people in 2013. Especially dangerous 

is the combination of TB and HIV 
infections, which are more difficult 
to diagnose and treat. Nearly 1.1 mil-
lion (13%) of all TB patients are HIV 
infected.

The essential problem is the resis-
tance of TB Mycobacteria (M. tuber-
culosis) to antibiotics used as the 
main treatment of this disease [3, 4]. 
Currently, specialists distinguish 
the following types of resistance:
•	 Multiple drug resistance (MDR) – 

resistance to the main TB antibi-
otics of the first line (isoniazid, 
rifampicin);

•	 Extensive drug resistance (XDR) – 
combined resistance to the first 
and second line antibiotics (iso-
niazid, rifampicin, fluoroquino-
lones, aminoglycosides, etc.).

Resistance is associated with 
mutations in certain mycobacte-
ria genes, with each specific type of 
resistance being due to the presence 
of multiple mutations.

Research in different regions of 
the world revealed that more than 
a half of resistant TB pathogens are 
found in three countries: India, 
China and Russia. Inadequate treat-
ment may cause a certain selectivity 
of resistant strains. From the clini-
cal perspective, the causes for emer-
gence of resistant strains are late 
diagnosis of resistance to primary 
drugs and inadequate or incomplete 
prior treatment. The XDR TB resis-
tance is the hardest to treat. The risk 
factors for XDR emergence are the 
primary MDR, common two-way 
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дителей ТБ в трех странах: Индии, Китае и 
России. Неадекватное лечение может вызвать 
селективный отбор резистентных штаммов. 
С клинической точки зрения причинами воз-
никновения резистентных штаммов являются 
поздняя диагностика первичной лекарствен-
ной устойчивости возбудителя, неадекватное 
или незавершенное предыдущее лечение. ШЛУ 
ТБ – наиболее сложный для лечения вид рези-
стентности. Факторами риска развития ШЛУ 
являются первичная МЛУ, распространенный 
двухсторонний процесс в легких, более трех 
курсов химиотерапии туберкулеза в анамнезе 
и применение противотуберкулезных препа-
ратов резервного ряда в предыдущих курсах 
химиотерапии.

Россия относится к странам с высокой забо-
леваемостью ТБ. Существенной и наиболее 
ва ж ной проблемой в развитии туберкулез-
ной эпидемии являются распространяющиеся 
среди населения штаммы, устойчивые к боль-
шинству препаратов, применяемых в проти-
вотуберкулезной терапии. Особую опасность 
представляет рост доли ШЛУ ТБ с 4,9 до 20% [1]. 
Эти пациенты представляют собой опасный 
"резервуар" устойчивых инфекций, на кото-
рые не действуют известные антибиотик и. 
Возникает серьезная угроза неконтролируе-
мого распространения штаммов микобакте-
рий, обладающих ШЛУ. Заболевание передается 

воздушно-капельным путем, что создает угрозу 
его распространения в крупных городах с высо-
кой плотностью населения и большими пото-
ками мигрантов, значительная часть которых 
не обследована. Поэтому так ва жно воспре-
пятствовать увеличению случаев заболевания 
тяжелыми формами ТБ, которые характеризу-
ются высокой смертностью.

Молекулярно-генетический анализ
Поскольку лекарственная резистентность обу-
словлена мутациями в генах микобактерий ТБ, 
перспективным является применение методов 
молекулярно-генетического анализа. В послед-
ние годы активно развиваются технологии сек-
венирования и мультиплексного молекулярно-
генетического анализа: мультиплексная ПЦР, 
ПЦР в режиме реального времени, ПЦР с даль-
нейшей гибридизацией на биочипах различ-
ного типа [5–7]. Секвенирование в основном 
используется в научных исследованиях, так как 
для практического применения в клинических 
лабораториях эта технология сложна, харак-
теризуется высокой стоимостью оборудования 
и имеет ограничения, связанные с вероятно-
стью ложных результатов.

Разнообразие форм устойчивости и нали-
чие штаммов, резистентных одновременно 
к  нескольким препаратам, требуют развития 
тех нологий мульт иа на лиза мико ба к терий 
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lung processes, more than three 
tuberculosis chemotherapy cycles 
in a patient’s history, and use of the 
second line anti-TB drugs the in the 
prior chemotherapy courses.

Russia is a country with a high 
TB incidence. The most significant 
and important problem related to 
the TB epidemic is the widespread of 
strains resistant to most drugs used 
in an antituberculosis therapy. The 
greatest danger is associated with an 
increase in the XDR TB share from 
4.9% to 20% [1]. These patients repre-
sent a dangerous “reservoir” of resis-
tant infections, which are not treat-
able by known antibiotics. There is 
a serious risk of the uncontrolled 

spread of XDR Mycobacteria strains. 
The disease is transmitted by air-
borne droplets, which create a threat 
of their spreading in large cities with 
high population density and large 
flows of migrant, many of whom are 
not examined. Therefore, it is impor-
tant to prevent the increasing inci-
dence of severe TB forms character-
ized by high mortality.

Molecular genetic analysis
The methods of molecular genetic 
analysis appear especially prom-
ising because drug resistance 
is associated with mutations in 
genes of TB Mycobacteria. In recent 
years, sequencing technologies 

and multiplex molecular-genetic 
analyses have been rapidly devel-
oping with technologies such as 
multiplex PCR, real-time PCR, PCR 
with subsequent hybridization 
on biochips of various types [5-7]. 
Sequencing is mostly used in sci-
entific research, because it is too 
complex for practical application in 
clinical laboratories, being charac-
terized by high equipment cost and 
limitations associated with high 
chances of obtaining false results.

The variety of resistance forms 
and presence of strains resistant to 
multiple drugs require developing 
technology for tuberculosis myco-
bacteria analysis on biochips for 

туберкулеза на биочипах для ускоренного обна-
ружения возбудителя и определения его устой-
чивости к антибиотикам как первого, так и вто-
рого ряда в одном анализе. Мультиплексный 
анализ на биочипах позволяет выявить десятки, 
сотни и даже тысячи видоспецифичных генети-
ческих последовательностей, а также генетиче-
ских вариаций, определяющих резистентность 
микобактерий к антибактериальной терапии.

Проект "Мульти-ТБ"
Компания "Цент р перспективных техноло-
гий", МГУ им. М.В. Ломоносова и ЦНИИ тубер-
кулеза участвуют в меж дународном проекте 
"Мульт и-ТБ" по соз да нию биочипа, позво
л я ю щ е г о  и д е н т и ф и ц и р о в а т ь  м н о ж е с т в о 
генов и наличие мутаций в них в одном ана-
лизе. Иностранные партнеры проекта пред-
ставлены немецкой нау чной группой био-
ана литик и и биопроцессов Института к ле-
точной тера пии и иммунологии общес тва 
Ф рау н хо ф ера (Fraunhofer Inst it ute for Cel l 
Therapy and Immunology, Branch Bioanalytics and 
Bioprocesses) и немецкой компанией LIONEX 
Diagnostics & Therapeutics. Задачей меж дуна-
родного консорциума являетс я разработк а 
комплекса диагностических тест-систем для 
быстрого выявления микобактерий ТБ и опреде-
ления их устойчивых к антибиотикам форм на 
основе молекулярно-генетической и иммуноло-
гической диагностики. В рамках проекта пред-
полагается создать несколько типов диагности-
ческих систем.

Все разработанные к настоящему времени и 
зарегистрированные для практического приме-
нения методы имеют ограничения, связанные 
с недостаточной мультиплексностью или слож-
ностью и высокой стоимостью анализа. Ни один 
из методов не позволяет одновременно выявлять 
микобактерии ТБ и определять их устойчивость к 
препаратам как первого, так и второго ряда. Как 
правило, технологии, обеспечивающие высокую 
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Рис.1. Общий вид 96-луночного планшета
Fig.1. General view of the 96-cell tablet
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rapid detection of the pathogen and 
detection of its resistance to anti-
biotics of both the first and second 
lines within one analysis. Multiplex 
analysis on biochips reveals doz-
ens, hundreds, or even thousands of 
species-specific genetic sequences, 
as well as genetic variations, that 
determine the mycobacteria resis-
tance to antibacterial therapy.

Multi-TB Project
Advanced Technologies Center, 
Lomonosov Moscow State University 
and Central Research Institute 
of Tuberculosis participate in the 
international project Multi-TB on 
the creation of biochips used for 

identification of genetic sets and 
mutations within one analysis. The 
project’s foreign partners are the 
German Branch for Bioanalysis and 
Bioprocesses of Fraunhofer Institute 
for Cell Therapy and Immunology, 
and the German company LIONEX 
Diagnostics & Therapeutics. The 
goal of the international consor-
tium is to develop a complex of 
diagnostic test-systems for rapid 
detection of TB Mycobacteria and 
identification of their antibiotic-
resistant forms using molecular-
genetic and immunological diag-
nostics. The project is expected to 
create several types of diagnostic 
systems.

All the methods that have been 
developed so far and registered for 
practical application have limita-
tions associated with insufficient 
multiplexity or complexity and high 
analysis cost. None of the meth-
ods can simultaneously identify 
M.Tuberculosis and determine its 
resistance to both the first and sec-
ond line drugs. Usually, the pro-
cesses that provide high multiplex-
ity are hard to implement, time-con-
suming and require expensive com-
ponents and equipment, which lim-
its their use in real practice.

The Multi-TB project is planning 
to develop several diagnostic test 
systems, which for comprehensive 

мультиплексность, являются трудоемкими, дли-
тельными по времени и требуют дорогостоящих 
компонентов и оборудования, что ограничивает их 
применение в реальной практике.

В проекте "Мульти-ТБ" планируется разработать 
несколько диагностических тест-систем, которые 
позволят проводить комплексную диагностику 
в три этапа. Первый этап предполагает быстрый 
анализ мокроты, который позволит обнаружить 

микобактерии в течение нескольких минут с 
использованием специфических антител, мечен-
ных наночастицами золота. Для подтверждения 
положительных результатов будет разработана тест-
система на основе биочип-картриджа, сочетающего 
мультианализ на биочипе и флюидные технологии. 
В качестве специфических реагентов для определе-
ния специфического паттерна антител пациента 
будут использованы белковые маркеры-антигены. 
На этот же биочип будут добавляться антигены ВИЧ 
для одновременного обнаружения ко-инфекции ТБ 
и ВИЧ. Для третьего этапа диагностики будут раз-
работаны молекулярно-генетические методы обна-
ружения генетических маркеров лекарственной 
устойчивости микобактерий на основе мультиана-
лиза на биочипах.

В связи с необходимостью проведения масштаб-
ных скрининговых исследований распростране-
ния возбудителей ТБ и его антибиотикоустойчивых 
форм при выработке стратегии основное внимание 
будет уделяться производительности технологий, 
времени проведения анализа и возможности вне-
дрения в диагностические лаборатории различного 
уровня.

Российскими партнерами будет разработана диа-
гностическая тест-система молекулярно-генетиче-
ского мультианализа для ускоренного обнаружения 
микобактерий ТБ и определения их устойчивости к 
препаратам как первого, так и второго ряда в одном 
анализе. Технологическое решение будет основано на 
колориметрической детекции, преимущества кото-
рой были показаны при идентификации устойчиво-

Рис.2. Результат определения нуклеиновых кислот на микро-
чипе в лунке планшета
Fig.2. Result of the determination of nucleic acids on a microchip 
in the cell of tablet
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diagnosis in three stages. The first 
stage involves a rapid sputum test 
detecting mycobacteria in a few 
minutes using specific antibodies 
labelled with gold nanoparticles. 
To confirm the positive results, the 
project will develop a test-system 
based on a biochip cartridge that 
combines chip-based multi-analy-
sis and fluid technologies. As spe-
cific reagents to detect the specific 
patterns of antibodies in a patient, 
the project will use protein antigen 
markers. The same biochip will be 
supplemented with HIV antigens for 
simultaneous detection of TB and 
HIV co-infection. For the third stage 
of diagnosis, the project will develop 

molecular genetic methods to detect 
genetic markers of mycobacteria 
drug resistance using of biochip-
based multi-analysis.

In connection with the need for 
large-scale screening studies of the 
TB agent spread and its antibiotics-
resistant forms, the strategy will 
be focused on technology perfor-
mance, analysis duration and fea-
sibility in different level diagnostic 
laboratories.

The Russian partners develop a 
diagnostic test system to conduct 
molecular-genetic multi-analysis 
for rapid detection of TB mycobac-
teria and drug resistance of both 
the first and second lines in one 

analysis. The technological solution 
is based on colorimetric detection, 
the advantages of which were dem-
onstrated during the identifica-
tion of bacterial resistance to beta-
lactam antibiotics [8]. The qualita-
tive distinction from the current 
molecular genetic techniques will 
be in fundamental expansion of the 
genetic markers range used to iden-
tify the resistance type to antibiot-
ics of both the first and second line. 
The qualitative distinction of bio-
chip technology will consist in the 
selection of their production meth-
ods, hybridization analysis and 
detection. To simplify the method, 
reduce the analysis duration and 

сти бактерий к бета-лактамным антибиотикам [8]. 
Качественное изменение по сравнению с существу-
ющими в настоящее время молекулярно-генетиче-
скими методами будет заключаться в принципиаль-
ном расширении набора генетических маркеров для 
идентификации типа устойчивости одновременно к 
антибиотикам первого и второго ряда. Качественное 
изменение технологии биочипов будет состоять 
в выборе способов их изготовления, проведения 
гибридизационного анализа и детекции. Для упро-
щения методики, сокращения времени анализа и 
его адаптации к возможностям клинических лабо-
раторий биочипы будут нанесены методом контакт-
ной печати в лунки 96-луночных планшетов (рис.1), 
разделенных на 8-луночные стрипы. Это позво-
лит упростить стадии гибридизации, детекции и 
отмывки, которые могут быть выполнены с исполь-
зованием стандартного оборудования для иммуно-
ферментного анализа, доступного для лабораторий 
различного уровня. Будет проведена оптимизация 
условий гибридизационного анализа с целью сокра-
щения времени при сохранении необходимых чув-
ствительности и специфичности. Возможность авто-
матизации различных стадий анализа способствует 
сокращению общего времени анализа.

Колориметрическая система детекции будет 
основана на использовании биотина в качестве 
метки ДНК и выявлении его конъюгатом стреп-
тавидина с ферментом пероксидазой. О поло-
жительном результате комплементарной гибри-
дизации будет свидетельствовать окрашивание 
зоны биочипа (рис.2), регистрируемое оптиче-

ским методом. Это позволит разработать более 
дешевую систему детекции по сравнению с часто 
используемой в настоящее время флуоресцент-
ной.

Для оптимизации технологии молекулярно-
генетической идентификации туберкулеза 

3000 нм

нм

20

0

Рис.3. АСМ-изображение поверхности ДНК биочипа по-
сле проведения гибридизации с комплементарными ДНК-
мишенями, мечеными наночастицами золота. Размер 
изображения 5 × 5 мкм
Fig.3. AFM image of the surface of the DNA biochip after the 
hybridization with complementary DNA target labeled with 
gold nanoparticles. The image size is 5×5 μm
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эффективным инструментом является сканиру-
ющая зондовая микроскопия, которая позволяет 
прямым образом наблюдать состояние поверх-
ности биочипа как при его производстве, так и 
в процессе его использования для диагностики 
(рис.3, 4). В работах [9, 10] представлен краткий 
обзор применения атомно-силовой микроскопии 

(АСМ) для изучения поверхности микрочипов с 
иммобилизованными олигонуклеотидными зон-
дами и анализа результатов гибридизации ДНК-
мишени; развиты подходы для основанного на 
АСМ количественного анализа ДНК на микрочипах 
с использованием таких параметров как высота, 
площадь и объем объектов на АСМ-изображениях; 
рассмотрены результаты АСМ-исследований 
поверхности ДНК-микрочипов до и после гибриди-
зации, а также по детектированию ДНК с использо-
ванием золотых наночастиц в качестве метки.
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Рис.4. Быстродействующий сканирующий зондовый микро-
скоп FemtoScanX с проточной ячейкой для анализа биочипа
Fig.4. High-speed scanning probe microscope FemtoScanX with flow 
cell for analyzing of the biochip

adapt it to the potential of clini-
cal laboratories, the biochips will 
be created with the help of contact 
printing in the cells of 96-cell plates 
(fig. 1) divided into 8-cell strips. This 
will simplify the stages of hybrid-
ization, detection and washing, 
which can be performed using stan-
dard equipment for enzyme immu-
noassay available in laboratories of 
different levels. Hybridization anal-
ysis conditions will be optimized 
with the aim of reducing duration 
while maintaining the required 
sensitivity and specificity. The auto-
mation capacity of various analysis 
stages will reduce the overall analy-
sis duration.

The colorimetric detection sys-
tem will be based on using biotin as 
a DNA label and on detection of its 
streptavidin conjugate with peroxi-
dase enzyme. The positive results of 
complementary hybridization will 
be shown by biochip staining (fig. 2) 
registered using optical equipment. 
This will help to develop a cheaper 
detection system as compared to the 
current commonly used fluorescent 
detection.

The effective tool for optimizing 
the molecular-genetic tuberculosis 
detection technology is scanning 
probe microscopy, which is used 
as a direct way to observe the bio-
chip surface during its production 

and use for diagnosis (fig. 3, 4). 
Papers [9,10] present a brief over-
view of atomic force microscopy 
(AFM) used to examine the micro-
chip surface with immobilized oli-
gonucleotide probes and to ana-
lyze the hybridization of DNA-
targets; there are well-developed 
approaches to AFM-based quanti-
tative analysis of DNA on micro-
chips using such parameters as 
the height, area and volume of the 
items in AFM images; the results 
of AFM examination of DNA micro-
chip surface were reviewed before 
and after hybridization and DNA 
detection using gold nanoparticles 
as markers.	 ■
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