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■ Целью данного исследования было оценить диагностические характеристики 
методов амплификации нуклеиновых кислот (МАНК), которые в настоящее 
время широко используются в России для выявления Chlamydia trachomatis. 
В исследование были включены 446 пациентов с симптомами урогенитальной 
инфекции (319 женщин и 127 мужчин). Пять тестов на основе полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) и один тест, основанный на технологии NASBA 
(nucleic acid sequence-based amplification — амплификация, основанная на 
последовательности нуклеиновых кислот), разработанных тремя российскими 
компаниями, оценивались при исследовании цервикальных и вагинальных 
образцов, полученных у женщин, и уретральных образцов и первой порции 
свободно выпущенной мочи у мужчин. В качестве референс, метода была 
использована ПЦР Cobas Amplicor (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). 
Распространенность хламидийной инфекции в исследуемой популяции 
составила 12,6 %. Российские МАНК и Cobas Amplicor ПЦР показали высокий 
процент совпадения результатов (от 97,9 до 99,2 % для разных клинических 
образцов). Чувствительность, специфичность, прогностическая значимость 
положительных и отрицательных результатов российских тестов в различных 
образцах варьировала от 86,1 до 100 %, 99,1 до 100 %, 92,3 до 100 % и 98,2 до 
100 %, соответственно.

■ Ключевые слова: Chlamydia trachomatis; методы амплификации нуклеиновых 
кислот (МАНК); Roche Cobas Amplicor ПЦР; диагностические характеристики; 
чувствительность и специфичность.

введение
Во всем мире хламидийная инфекция является одной из са-

мых распространенных инфекций, передаваемых половым путем 
(ИППП) [15]. Внедрение методов амплификации нуклеиновых 
кислот (МАНК), которые в течение последних лет практически 
полностью заменили культуру клеток, прямую иммунофлюорес-
ценцию и некоторые другие методы выявления хламидий, позво-
лило значительно улучшить диагностику хламидийной инфекции. 
В настоящее время существует несколько коммерческих тестов для 
диагностики хламидийной инфекции: Cobas Amplicor ПЦР и Cobas 
TaqMan48 (полимеразная цепная реакция (ПЦР) и ПЦР в реальном 
времени соответственно; Roche Diagnostics), m2000 (ПЦР в реаль-
ном времени; Abbott Laboratories), BD ProbeTec ET (SDA — strand 
displacement amplification; Becton Dickinson), AMP-CT and Aptima 
Combo 2 (TMA — transcription mediated amplification; Gen-Probe). 
Главное преимущество МАНК заключается в сочетании высокой 
чувствительности с высокой специфичностью. Кроме того, МАНК 
позволяют использовать неинвазивные клинические образцы, бы-
стры в исполнении, в высокой степени автоматизированы и имеют 
высокую пропускную способность [2, 8, 30].

В России достоверная информация по заболеваемости и распро-
страненности ИППП, в том числе хламидийной инфекции, оста-
ется крайне ограниченной. Эта ситуация характерна для многих 
осточноевропейских стран, главным образом, из-за недостаточно 
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эффективной диагностики и неоптимальной си-
стемы учета и контроля [10–12, 20, 21, 27]. Ни 
один из международных коммерческих МАНК, 
упомянутых ранее, не используется для рутинной 
диагностики хламидийной инфекции в России 
из-за их высокой стоимости, и только несколько 
лабораторий применяют некоторые из этих те-
стов исключительно для подтверждения сомни-
тельных результатов. В последние годы было 
разработано и внедрено несколько российских 
тестов для диагностики хламидийной инфекции, 
однако никаких данных по оценке их диагности-
ческих характеристик, проведенной в сравнении 
с международными валидированными тестами, 
не опубликовано.

цель работы
Оценка диагностических характеристик пяти 

методов, основанных на ПЦР и широко применя-

ющихся в России для рутинной диагностики хла-
мидийной инфекции, и недавно разработанного 
теста на основе технологии NASBA (nucleic acid 
sequence-based amplification — амплификация, 
основанная на последовательности нуклеиновых 
кислот). 

Материалы и методы
Оцениваемые МАНК
Оценивались следующие МАНК: ПЦР с элек-

трофорезной детекцией и ПЦР в реальном време-
ни, разработанные в компании «ДНК-технология», 
Москва (ПЦР-эф-Дт и ПЦР-рв-Дт), ПЦР с электро-
форезной детекцией компании «Литех», Москва 
(ПЦР-эф-Л), ПЦР с электрофорезной детекци-
ей и ПЦР в реальном времени, разработанные в 
ЦНИИ эпидемиологии, Москва (ПЦР-эф-ИЭ и 
ПЦР-рв-ИЭ), и тест, основанный на технологии 
NASBA в реальном времени (bioMérieux, Boxtel, 

характеристика
Метод1

ПЦР-эф-Дт ПЦР-рв-Дт ПЦР-эф-Л ПЦР-эф-ИЭ

Генетическая мишень Криптическая 
плазмида Ген 16S рРНК Криптическая 

плазмида
Криптическая 

плазмида

Технология выделения 
нуклеиновых кислот ДНК-экспресс (Литех) ДНК-экспресс (Литех) ДНК-экспресс (Литех) ДНК-сорбА (ЦНИИ 

эпидемиологии)

Внутренний контроль Включен в 
реакционную смесь

Включен в 
реакционную смесь

Включен в 
реакционную смесь

Добавляется до 
выделения ДНК

Объем реакции 
(объем ДНК/РНК) 35 (5) µl 35 (5) µl 25 (5) µl 25 (10) µl

Прибор для 
амплификации

Терцик 
(ДНК-технология)

iQ iCycler (BioRad, 
США)

Терцик 
(ДНК-технология)

Терцик 
(ДНК-технология)

Программа 
амплификации

Пауза: 94° C/90 с Пауза: 80° C/60 с Пауза: 93° C/30 с Пауза: 95° C/5 мин

5 циклов:
94° C/20 с
64° C/5 с
72° C/5 с

Пауза: 94° C/90 с
35 циклов:

93° C/10 с
60° C/10 с
72° C/10 с

42 цикла:
95° C/10 с
65° C/10 с
72° C/10 с5 циклов: 94° C/30 с

64° C/45 с

40 циклов:
94° C/5 с
64° C/5 с
72° C/5 с

2 цикла: 80° C/30 с2

Пауза: 72° C/60 с Пауза: 72° C/60 с
45 циклов: 94° C/10 с

64° C/45 с2

Флюорофоры (МАНК 
в реальном времени3) FAM/HEX

Предел детекции в 
ПЦР (число копий на 

реакцию)
2–4 4–6 4–6 2–4

1  ПЦР-эф-Дт и ПЦР-рв-Дт, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные в компании 
«ДНК-технология», Москва; ПЦР-эф-Л, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные 
в компании «Литех», Москва; ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, 
разработанные ЦНИИ эпидемиологии, Москва.

2 Этапы детекции флюоресценции.
3 Зонд специфический для C. trachomatis/Зонд специфический для внутреннего контроля.

Таблица 1 (окончание на след. странице)
Характеристики тестов, основанных на амплификации нуклеиновых кислот, разработанных и используемых 
в России для рутинной диагностики хламидийной инфекции
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Нидерланды), с мишень-специфическими олиго-
нуклеотидами, разработанными в ЦНИИ эпиде-
миологии (таблица 1). В качестве референс-метода 
была использована ПЦР Cobas Amplicor (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Германия).

Исследуемая популяция
Для участия в исследовании были приглаше-

ны пациенты трех молодежных центров Санкт-
Петербурга, имевшие симптомы урогенитальной 
инфекции (выделения из мочеполовых органов, 
дизурию и т. п.) и не принимавшие антибиотики 
в течение четырех недель до участия в исследо-
вании. С ноября 2006 г. по январь 2007 г. в иссле-
дование было включено 446 пациентов (319 жен-
щин и 127 мужчин). Все участники исследования 
заполнили анкеты относительно их возраста, 
пола и наличия симптомов заболевания. Средний 
возраст женщин составил 20,7 лет (диапазон от 
15 до 30 лет), средний возраст мужчин — 20,8 
лет (диапазон от 15 до 27 лет). Материалами для 
исследования служили соскобы из цервикально-
го канала и отделяемое влагалища у женщин и 
соскобы из уретры и моча у мужчин. От 21 паци-
ентки были получены только клинические мате-
риалы из цервикального канала. Таким образом, 

в общей сложности был проанализирован 871 
образец.

Настоящее исследование было одобрено эти-
ческим комитетом ГУ НИИ акушерства и гине-
кологии им. Д. О. Отта РАМН, Санкт-Петербург, 
Россия. 

Взятие образцов и пробоподготовка
Сбор образцов, выделение ДНК, анализ и ин-

терпретация результатов проводились согласно 
инструкциям производителей. Цервикальные, 
вагинальные и уретральные образцы для иссле-
дования тест-системами ПЦР-эф-Дт, ПЦР-рв-Дт 
и ПЦР-эф-Л собирали с помощью дакроновых 
тампонов и помещали в 200 мкл реагента ДНК-
экспресс («Литех»). Цервикальные, вагинальные 
и уретральные пробы для исследования тест-
системами ПЦР-эф-ИЭ, ПЦР-рв-ИЭ, NASBA и 
ПЦР Cobas Amplicor собирали также с помощью 
дакроновых тампонов и помещали в 1 мл 2-SP 
среды (сахарозо-фосфатный буфер). Образцы 
мочи собирались в контейнеры объемом 25 мл 
и затем транспортировались при температуре 
окружающей среды в лабораторию микробиоло-
гии ГУ НИИ акушерства и гинекологии им. Д. О. 
Отта РАМН. После тщательного перемешивания 

Таблица 1 (окончание)
Характеристики тестов, основанных на амплификации нуклеиновых кислот, разработанных и используемых в 
России для рутинной диагностики хламидийной инфекции

характеристика
Метод1

ПЦР-рв-ИЭ NASBA
Генетическая мишень Криптическая плазмида 16S рРНК

Технология выделения нуклеиновых кислот ДНК-сорбА (ЦНИИ эпидемиологии) NucliSens Isolation Reagents 
(bioMérieux)

Внутренний контроль Добавляется до выделения ДНК Добавляется до выделения 
ДНК

Объем реакции 
(объем ДНК/РНК) 25 (10) µl 20 (5) µl

Прибор для амплификации RotorGene (Corbett Research, 
Австралия)

NucliSens EasyQ 
(bioMérieux)

Программа амплификации

Пауза: 95° C/ 5 мин

Пауза: 41° C/90 мин2
10 циклов:

95° C/20 с
65° C/20 с
72° C/20 с

35 циклов:
95° C/20 с
60° C/30 с2

72° C/15 с
Флюорофоры (МАНК в реальном времени3) FAM/JOE FAM/JOE
Предел детекции в ПЦР (число копий на реакцию) 2–4
1  ПЦР-эф-Дт и ПЦР-рв-Дт, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные в компании 

«ДНК-технология», Москва; ПЦР-эф-Л, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные 
в компании «Литех», Москва; ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, 
разработанные ЦНИИ эпидемиологии, Москва.

2 Этапы детекции флюоресценции.
3 Зонд специфический для C. trachomatis/Зонд специфический для внутреннего контроля.
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на вортексе из каждого образца, содержащего 
клинический материал, полученный из церви-
кального канала, и каждого образца мочи были 
отобраны аликвоты объемом 500 мкл, которые в 
замороженном виде пересылались в Отделение 
клинической микробиологии университетского 
госпиталя Оребро (Оребро, Швеция) для анализа 
с помощью ПЦР Cobas Amplicor. С помощью ПЦР 
Cobas Amplicor также исследовали вагинальные и 
уретральные образцы, для которых были получе-
ны дискордантные результаты. 

Выделение нуклеиновых кислот
ДНК-экспресс
Для ПЦР-эф-Дт, ПЦР-рв-Дт и ПЦР-эф-Л ДНК 

выделяли с использованием технологии ДНК-
экспресс («Литех»), основанной на термокоагу-
ляционном кондиционировании ДНК. Пробирки, 
содержащие генитальные пробы в реагенте ДНК-
экспресс, перемешивали на вортексе в течение 
15 секунд, инкубировали при 98 º C в течение 10 
минут и затем центрифугировали при 13000 × g 
в течение 15 секунд. Супернатант использовали 
для постановки ПЦР.

Образец мочи (10 мл) центрифугировали при 
3000 × g в течение 15 мин, отбирали супернатант 
и 500 мкл осадка переносили в пробирки типа 
Эппендорф объемом 1,5 мл. Затем центрифуги-
ровали концентрированный образец мочи при 
13000 × g 15 с, супернатант удаляли, добавляли 
200 мкл ДНК-экспресс реагента, после чего об-
разцы обрабатывали согласно процедуре, описан-
ной выше для генитальных проб.

ДНК-сорбА
Для методов ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ ДНК 

была выделена с использованием сорбентного ме-
тода ДНК-сорбА (ЦНИИ эпидемиологии). Пробы 
перемешивали на вортексе и затем 100 мкл каж-
дого образца смешивали с 300 мкл лизирующего 
буфера и 10 мкл внутреннего контрольного образ-
ца (ВКО). После этого смесь инкубировали при 
65 º C в течение 5 мин, несколько секунд центри-
фугировали, затем добавляли 20 мкл силикагеля в 
каждый образец и инкубировали при комнатной 
температуре в течение 10 мин, встряхивая каж-
дые 2 мин. После этого образцы центрифугиро-
вали при 12000 × g, осадок промывали дважды 
в 1 мл 70 % этанола и сушили при 65 º C в тече-
ние 10 мин. ДНК элюировали TE-буфером (Tris-
EDTA) и использовали для постановки ПЦР.

Образцы мочи (1 мл) центрифугировали при 
12000 × g 15 мин, супернатант удаляли, и из 100 мкл 
осадка выделяли ДНК согласно процедуре, опи-
санной выше. 

Выделение нуклеиновых кислот для NASBA
Выделение нуклеиновых кислот из клини-

ческих проб проводили с применением набо-

ра NucliSens® Isolation Reagents (BioMerieux) 
в соответствии с инструкцией производите-
ля. Образцы встряхивали на вортексе, затем 
100 мкл каждого образца смешивали с 900 мкл 
лизирующего буфера и 10 мкл ВКО. Смесь еще 
раз встряхивали и центрифугировали несколько 
секунд, после чего добавляли 50 мкл силики и 
инкубировали еще 10 мин, встряхивая каждые 2 
мин. Осадок промывали один раз в 1 мл промы-
вочного буфера, дважды в 1 мл 70 %-го этанола 
и, последний раз, в 1 мл ацетона. После подсу-
шивания при 56 º C в течение 10 мин нуклеино-
вые кислоты элюировали в 50 мкл элюирующего 
буфера и использовали для постановки с помо-
щью метода NASBA.

Образцы мочи (1 мл) центрифугировали при 
12 000 × g 15 мин., супернатант удаляли, а 100 мкл 
осадка подвергали процессу выделения ДНК, 
описанному выше. 

Выделение ДНК для ПЦР Cobas Amplicor 
ДНК выделяли из 200 мкл пробы в роботизи-

рованной системе MagNA Pure LC с использова-
нием реагентов MagNA Pure LC DNA Isolation 
kit III (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 
Германия) согласно инструкции производителя. 
Выделенную ДНК хранили при 4º C и использо-
вали в течение 1 дня.

МАНК
Российские тесты на основе ПЦР
В таблице 1 представлены основные харак-

теристики исследуемых МАНК. В каждую ре-
акцию были включены положительный конт-
рольный образец и отрицательный контрольный 
образец.

Продукты амплификации анализировали пу-
тем электрофореза в 1,5 %-м агарозном геле с 
добавлением бромистого этидия. В каждый элек-
трофорез был включен маркер молекулярного 
веса Gene Ruler DNA Molecular Weight Marker 
(Fermentas, Kaunas, Литва) для определения раз-
меров ампликонов.

В реакциях ПЦР-эф-Дт, ПЦР-рв-Дт и ПЦР-
эф-Л ВКО входит в состав реакционной смеси. В 
случае ингибирования образцы обрабатывались 
согласно инструкциям производителей: 100 мкл 
образца добавляли в новую пробирку с ДНК-
экспрессом, после чего реакционную смесь пере-
мешивали на вортексе в течение 15 с, инкубирова-
ли при 98 º C в течение 10 мин, центрифугировали 
при 13000 × g в течение 15 с и использовали су-
пернатант в новой постановке ПЦР. 

В реакциях ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ ВКО 
добавляется до выделения ДНК, что позволяет 
контролировать не только наличие ингибиторов, 
но и качество выделения ДНК. если ВКО не ам-
плифицировался, исследовали новую порцию 
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исследуемого образца после 10-кратного разве-
дения 2-SP буфером.

NASBA в реальном времени
Анализ клинических проб методом NASBA 

проводили с применением тест-системы Chla-
mydia trachomatis NASBA-Real-time (ЦНИИ 
эпидемиологии), состоящей из базового набора 
NucliSens® Basic Kit (BioMerieux) и мишеньспе-
цифических олигонуклеотидов (ЦНИИ эпиде-
миологии), в соответствии с инструкцией про-
изводителя. Общий объем реакционной смеси 
составлял 20 мкл: 5 мкл препарата нуклеиновых 
кислот, 5 мкл смеси ферментов и 10 мкл ампли-
фикационной смеси. Смесь ферментов, состоя-
щую из Т7 РНК-полимеразы, обратной транс-
криптазы вируса миелобластоза птиц, РНКазы 
H и альбумина бычьей сыворотки, добавляли к 
реакционной смеси в ходе 2-минутной инкуба-
ции при 41° С, которую проводили после высоко-
температурной денатурации мишени РНК (2 мин 
при 65 ° С). Реакцию NASBA с детекцией продук-
тов амплификации в режиме реального времени 
проводили в течение 90 мин при 41° C в анали-
заторе NucliSens® EasyQ Analyser (BioMerieux). 
Интерпретация результатов осуществлялась со-
гласно инструкции по применению тест-системы. 
В качестве критерия определения клинического 
образца как положительного или отрицательного 
использовалось пороговое значение флюоресцен-
ции, установленное при анализе выборки отрица-
тельных образцов. 

ПЦР Сobas Amplicor 
ПЦР Cobas Amplicor проводили согласно ин-

струкции производителя. Кроме того, все пробы 
были также проанализированы методом ПЦР в 
реальном времени в анализаторе LightCycler 480 
Instrument (Roche Diagnostics) с использованием 
тест-системы LightMix 480HT (TIB MOLBIOL 
Gmbh, Berlin, Германия), мишенью в которых яв-
ляется фрагмент гена omp1 длиной 136 н. п. [13]. 
Целью данного анализа было убедиться, что от-
рицательный результат тестирования не был обу-
словлен присутствием в пробе недавно описанно-
го шведского варианта C. trachomatis [13].

Интерпретация результатов 
Все положительные образцы тестировали в 

дублях. Диагностические характеристики те-
стов российского производства для всех церви-
кальных образцов от женщин и всех образцов 
мочи от мужчин оценивали, используя ПЦР 
Cobas Amplicor в качестве «золотого стандарта». 
Дополнительно ПЦР Cobas Amplicor применили 
для анализа различающихся результатов тести-
рования вагинальных и мужских уретральных 
образцов. Клинические образцы принимали за 
истинно положительные, если положительный 

результат был подтвержден референс-методом, 
или если хламидии выявлялись всеми россий- 
скими методами, несмотря на то, что ПЦР Cobas 
Amplicor давал отрицательный результат. Однако 
последний вариант в нашем исследовании не 
встречался.

Определение аналитической чувствитель-
ности ПЦР-тестов, разработанных в России

Аналитическую чувствительность ПЦР-
тестов, разработанных в России, определяли с 
помощью ДНК-контроля Chlamydia trachomatis 
(VIRCELL, Santa Fe, Spain) в двукратном и деся-
тикратном разведениях.

Результаты исследования
Согласно результатам референс-метода, 40 

женщин (12,5 %) и 16 мужчин (12,6 %) были ин-
фицированы C. trachomatis. По данным тести-
рования с использованием LightMix 480HT, ни 
один из отрицательных клинических образцов 
не являлся недавно описанным новым шведским 
штаммом C. trachomatis.

Все исследованные российские МАНК и 
Cobas Amplicor ПЦР показали высокий уровень 
совпадения результатов. Так, совпадение по 
цервикальным, вагинальным, уретральным об-
разцам и образцам мочи составило 98,1, 97,9, 
99,2 и 98,4 % соответственно. Следовательно, 
только шесть цервикальных, шесть вагиналь-
ных, один уретральный и два образца мочи 
продемонстрировали различающиеся резуль-
таты. Российские МАНК при сравнении с ПЦР 
Cobas Amplicor дали три ложноположительных 
и двенадцать ложноотрицательных результатов 
(табл. 2). 

Чувствительность российских тестов при ис-
следовании различных клинических образцов 
варьировала в пределах 86,1–100 % (табл. 3). 
При исследовании клинических образцов, по-
лученных у женщин, самая высокая чувстви-
тельность наблюдалась при работе с тестами 
компании «ДНК-технология» (92,3 и 91,7 % 
для цервикальных и вагинальных образцов 
соответственно) и NASBA (89,7 % для церви-
кальных и 91,7 % для вагинальных образцов). 
Чувствительность тестов при исследовании 
клинических образцов, полученных от мужчин, 
была несколько выше — 92,3–100 %. Наиболее 
чувствительным методом при исследовании 
уретральных мазков и образцов мочи оказал-
ся метод NASBA. Тесты компании «Литех» и 
ЦНИИ эпидемиологии также показали 100 % 
чувствительность при исследовании уретраль-
ных образцов. Прогностическая значимость от-
рицательных результатов варьировала в преде-
лах 98,2–100 %.
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У 35 женщин хламидии были обнаружены од-
новременно в материале из цервикального канала 
и вагинальном отделяемом. У одной женщины 
хламидии были обнаружены только в вагиналь-
ном материале. Следовательно, при исследовании 
только цервикальных или только вагинальных об-
разцов чувствительность тестов для выявления 
инфицированных лиц составила 97,2 % (35 из 36) 
и 100 % (36 из 36) соответственно. У двух мужчин 
хламидии были выявлены только в моче и у трех 
мужчин — только в клиническом материале из 
уретры. Таким образом, когда уретральные про-
бы и моча исследовались отдельно, чувствитель-
ность тестов для выявления инфицированных па-
циентов составила 87,5 % (14 из 16) и 81,3 % (13 
из 16) соответственно.

Специфичность российских тестов варьирова-
ла от 99,1 до 100 %, прогностическая значимость 
положительных результатов — от 92,3 до 100 % 
(таблица 3).

Образцы от восьми женщин и семерых мужчин 
содержали вещества, ингибирующие амплифика-
цию (таблица 4). Самый высокий уровень ингиби-
рования (25 из 871, или 2,9 %), особенно заметный 
в соскобах из уретры (5,5 %), наблюдали при выде-
лении ДНК с помощью технологии ДНК-экспресс. 
В то же время ингибирование было редким при ис-
пользовании технологии ДНК-экспресс для тестов 
ПЦР-рв-Дт. Наконец, ингибирование наблюдалось 
крайне редко при использовании сорбентных ме-
тодов выделения ДНК, таких как ДНК-сорбA и 

NucliSens Isolation Reagents (таблица 4). Все об-
разцы, содержащие ингибиторы амплификации, 
тестировали повторно после выделения ДНК из 
новой порции образца, разведенного в 10 раз. Все 
пробы, в которых наблюдалось ингибирование ре-
акции, после повторного тестирования были под-
тверждены как отрицательные.

Предел детекции в ПЦР-эф-Дт, ПЦР-рв-Дт, 
ПЦР-эф-Л, ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ составил 
2–4, 4–6, 4–6, 2–4 и 2–4 геномных копий на реак-
цию, соответственно.

Обсуждение
Настоящее исследование является первым ис-

следованием, сравнивающим диагностические 
характеристики российских МАНК для выявле-
ния C. trachomatis с международным валидиро-
ванным МАНК, таким как ПЦР Cobas Amplicor 
(Roche Diagnostics). Все шесть оцениваемых те-
стов показали достаточно высокую чувствитель-
ность и специфичность для выявления хламидий 
при исследовании клинических материалов, по-
лученных как инвазивными, так и неинвазивны-
ми способами. Лучшее сочетание чувствительно-
сти (от 89,7 до 100 %) и специфичности (100 % во 
всех образцах) было продемонстрировано новым 
тестом NASBA. Однако необходимы дальнейшие 
исследования с использованием большего коли-
чества клинических проб, полученных от паци-
ентов с наличием и отсутствием симптомов уро-
генитальной инфекции.

Образцы ПЦР-эф-Дт1 ПЦР-рв-Дт1 ПЦР-эф-Л1 ПЦР-эф-ИЭ1 ПЦР-рв-ИЭ1 NASBA1 ПЦР Cobas 
Amplicor 

Число 
образцов

Женщины

Цервикаль-
ный канал

+ + – – – + + 1
+ + – – – – + 1
+ + + – – – – 1
– – – – – – + 3

Вагина
+ + – – – + + 2
+ + + – – – – 1
– – – – – – + 3

Мужчины
Уретра – – + + + + + 1

Моча
– – – – – + + 1
+ + – – – – – 1

1  ПЦР-эф-Дт и ПЦР-рв-Дт, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные в компании 
«ДНК-технология», Москва; ПЦР-эф-Л, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные 
в компании «Литех», Москва; ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, 
разработанные ЦНИИ эпидемиологии, Москва.

+ — положительный результат; – — отрицательный результат

Таблица 2
Характеристики тестов, основанных на амплификации нуклеиновых кислот, разработанных и используемых в 
России для рутинной диагностики хламидийной инфекции
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В настоящее время в нашей стране для диа-
гностики хламидийной инфекции, главным об-
разом, используются МАНК отечественных 
производителей, что обусловлено высокой сто-
имостью международных коммерческих тест-
систем. В 2006 году нами были опубликованы 
данные, полученные при сравнении культураль-
ного метода диагностики, двух различных ме-
тодов прямой иммунофлюоресценции (ПИФ) 
и трех ПЦР-тестов, используемых в России 
для диагностики хламидийной инфекции [11]. 
Чувствительность культурального метода и ПИФ 
оказалась очень низкой, и поэтому эти методы 
не могут быть рекомендованы в качестве основ-
ных методов для диагностики хламидийной 
инфекции. Чувствительность ПЦР значительно 

варьировала (от 79 до 100 %) в зависимости от 
используемых тест-систем, пола пациентов и 
типов исследуемых образцов. Специфичность 
всех ПЦР-тестов была очень высокой (от 97 до 
100 %) [11].

Результаты настоящего исследования по-
казали, что МАНК, используемые в России 
для диагностики хламидийной инфекции, об-
ладают достаточно хорошими диагностиче-
скими характеристиками как для образцов, по-
лученных инвазивными методами, так и для 
образцов, полученных неинвазивными метода-
ми. Чувствительность отечественных МАНК 
оказалась несколько выше при исследовании 
клинических образцов, полученных от муж-
чин (92,3–100 %), чем от женщин (86,1–92,3 %). 

Образцы Тест1 Чувствительность (%) Специфичность (%) ПЗПР (%) ПЗОР (%)
Женщины

Цервикальный канал (n = 319)

ПЦР-эф-Дт 92,3 99,6 97,3 98,9
ПЦР-рв-Дт 92,3 99,6 97,3 98,9
ПЦР-эф-Л 87,2 99,6 97,1 98,2

ПЦР-эф-ИЭ 87,2 100 100 98,2
ПЦР-рв-ИЭ 87,2 100 100 98,2

NASBA 89,7 100 100 98,6

Вагина (n = 298)

ПЦР-эф-Дт 91,7 99,6 97,1 98,9
ПЦР-рв-Дт 91,7 99,6 97,1 98,9
ПЦР-эф-Л 86,1 99,6 96,9 98,1

ПЦР-эф-ИЭ 86,1 100 100 98,1
ПЦР-рв-ИЭ 86,1 100 100 98,1

NASBA 91,7 100 100 98,9
Мужчины

Уретра (n = 127)

ПЦР-эф-Дт 92,9 100 100 99,1
ПЦР-рв-Дт 92,9 100 100 99,1
ПЦР-эф-Л 100 100 100 100

ПЦР-эф-ИЭ 100 100 100 100
ПЦР-рв-ИЭ 100 100 100 100

NASBA 100 100 100 100

Моча (n = 127)

ПЦР-эф-Дт 92,3 99,1 92,3 99,1
ПЦР-рв-Дт 92,3 99,1 92,3 99,1
ПЦР-эф-Л 92,3 100 100 99,1

ПЦР-эф-ИЭ 92,3 100 100 99,1
ПЦР-рв-ИЭ 92,3 100 100 99,1

NASBA 100 100 100 100
1  ПЦР-эф-Дт и ПЦР-рв-Дт, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные в компании 

«ДНК-технология», Москва; ПЦР-эф-Л, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные 
в компании «Литех», Москва; ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, 
разработанные ЦНИИ эпидемиологии, Москва.

Таблица 3
Чувствительность, специфичность, прогностическая значимость положительных результатов (ПЗПР)  
и прогностическая значимость отрицательных результатов (ПЗОР) тестов, основанных на амплификации 
нуклеиновых кислот, разработанных и используемых в России для рутинной диагностики хламидийной инфекции 
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Кроме того, было показано, что вагинальные об-
разцы были по меньшей мере не менее инфор-
мативны для выявления хламидийной инфек-
ции с помощью МАНК, чем цервикальные, что 
согласуется с данными других авторов [3, 14, 
26, 32, 33]. Подобно этому, результаты анализа 
проб мочи от мужчин были практически иден-
тичны результатам анализа соскобов из уретры, 
что также согласуется с результатами предыду-
щих исследований [1, 4, 5, 9, 22–25]. В целом 
диагностические характеристики российских 
тестов как ПЦР, так и NASBA не уступают диа-
гностическим характеристикам международных 
коммерческих тестов (ПЦР, TMA и SDA), анализ 
которых приведен в недавнем систематическом 
обзоре [30].

Распространенность урогенитальной хла-
мидийной инфекции в исследуемой популяции 
(посетителей молодежных центров, имеющих 
симптомы урогенитальной инфекции) составила 
12,6 % (56 из 446). Традиционно для выявления 
C. trachomatis используют материалы, получен-
ные из цервикального канала у женщин и уретры 
у мужчин. В настоящее время большое внима-
ние уделяется возможности тестирования кли-
нического материала, полученного без инвазив-
ного вмешательства — отделяемого влагалища 
у женщин и первой порции свободно выпущен-
ной мочи у мужчин. В нашем исследовании при 
анализе только цервикальных или только ваги-
нальных образцов у женщин чувствительность 
тестов для выявления инфицированных пациен-
тов составила 97,2 и 100 %, соответственно. При 
исследовании только уретральных мазков или 
только мочи у мужчин чувствительность тестов 
для выявления инфицированных пациентов со-
ставила 87,5 и 81,3 % соответственно. В преды-

дущих работах было показано, что исследование 
нескольких образцов от одного пациента позво-
ляет выявлять большее число инфицированных 
лиц [11, 22, 24, 31, 33]. В нашем исследовании 
одновременный анализ двух образцов привел к 
увеличению чувствительности выявления ин-
фицированных пациентов на 2,8 % у женщин и 
18,7 % у мужчин.

Все отечественные тесты, которые оценива-
лись в данной работе, используют внутренний 
контроль для обеспечения контроля амплифика-
ции в каждом образце. Частота ингибирования 
в исследуемых тестах значительно варьировала 
в зависимости от типа образца и способа выде-
ления ДНК/РНК и была несколько выше в уре-
тральных (0–5,5 %) и вагинальных (0,3–2,7 %) об-
разцах, чем в цервикальных соскобах (0–2,5 %) и 
образцах мочи (0–1,6 %), что в целом совпадает 
с данными других авторов [6, 7, 16, 18]. Частота 
ингибирования амплификации была значитель-
но ниже в тестах, использующих сорбентные 
методы выделения нуклеиновых кислот. Кроме 
того, в тестах, разработанных в ЦНИИ эпиде-
миологии (ПЦР с электрофорезной детекцией 
и ПЦР в реальном времени, а также NASBA в 
реальном времени), внутренний контроль добав-
ляется перед выделением нуклеиновых кислот, 
что позволяет контролировать не только ингиби-
рование амплификации, но и эффективность вы-
деления ДНК/РНК.

Основным недостатком сорбентных методов 
выделения ДНК по сравнению с технологией 
ДНК-экспресс является их относительная дли-
тельность и трудоемкость. Кроме того, с уве-
личением количества этапов выделения ДНК 
увеличивается риск перекрестной контамина-
ции. В то же время, когда возникает подозрение 

Методы выделения 
нуклеиновых кислот Тест1

Количество невалидных результатов (%)
Женщины Мужчины

Цервикальный канал 
(n = 319) Вагина (n = 298) Уретра (n = 127) Моча (n = 127)

ДНК-экспресс
ПЦР-эф-Дт 8 (2,5 %) 8 (2,7 %) 7 (5,5 %) 2 (1,6 %)
ПЦР-рв-Дт 1 (0,3 %) 2 (0,7 %) 2 (1,6 %) 0
ПЦР-эф-Л 8 (2,5 %) 8 (2,7 %) 7 (5,5 %) 2 (1,6 %)

ДНК-сорбА
ПЦР-эф-ИЭ 0 2 (0,7 %) 0 0
ПЦР-рв-ИЭ 0 2 (0,7 %) 0 0

NucliSens Isolation Reagents NASBA 1 (0,3 %) 1 (0,3 %) 0 0
1  ПЦР-эф-Дт и ПЦР-рв-Дт, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные в компании 

«ДНК-технология», Москва; ПЦР-эф-Л, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, разработанные 
в компании «Литех», Москва; ПЦР-эф-ИЭ и ПЦР-рв-ИЭ, ПЦР с электрофорезной детекцией и ПЦР в реальном времени, 
разработанные ЦНИИ эпидемиологии, Москва.

Таблица 4
Частота ингибирования в тестах, основанных на амплификации нуклеиновых кислот, разработанных и 
используемых в России для рутинной диагностики хламидийной инфекции 
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на контаминацию в ходе пробоподготовки, при 
использовании сорбентных методов можно вы-
делить ДНК из новой порции образца, тогда как 
при использовании технологии ДНК-экспресс 
весь образец обрабатывается сразу. В качестве 
подтверждения этого можно привести слабопо-
ложительные результаты анализа проб, полу-
ченных от одной пациентки, с помощью ПЦР-
тестов компаний «ДНК-технология» и «Литех » 
(таблица 2). Всеми остальными методами, вклю-
чая Roche COBAS Amplicor, для этих проб были 
получены отрицательные результаты. Так как 
для ПЦР-анализа с использованием тестов ком-
паний ДНК-технология и «Литех», основанных 
на разных генных мишенях, применялся один 
и тот же препарат ДНК, ложноположительные 
результаты в данном случае были, скорее всего, 
обусловлены не неспецифической амплифика-
цией, а контаминацией в ходе пробоподготовки.

Многочисленные исследования показали, что 
МАНК могут быть использованы для скрининга 
хламидийной инфекции, так как их высокая чув-
ствительность и специфичность позволяют ис-
пользовать образцы, полученные неинвазивным 
способом [19, 25, 28, 29, 30]. После полноцен-
ной и всесторонней оценки отечественных тест-
систем, основанных на МАНК, они могут быть 
использованы для широкомасштабных эпидеми-
ологических исследований с целью получения 
достоверной информации о распространенности 
хламидийной инфекции в России, в том числе с 
применением технологии пулирования [17, 27].

Таким образом, все шесть российских тестов 
для диагностики хламидийной инфекции проде-
монстрировали достаточно высокую чувствитель-
ность и специфичность выявления C. trachomatis 
при использовании образцов, полученных как 
инвазивным, так и неинвазивным способом. Тем 
не менее, остается актуальным усовершенство-
вание некоторых из них, особенно в отношении 
чувствительности. Более того, необходимы даль-
нейшие исследования по всесторонней оценке 
отечественных МАНК при обследовании боль-
ших популяций. Мы надеемся, что данное и по-
следующие исследования послужат основой для 
разработки рекомендаций по эффективной диа-
гностике хламидийной инфекции в России.
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Benkovich А., Sokolovsky е., Domeika М., Unemo М.

■ Summary: The aim of the present study was to evaluate the per-
formance characteristics of nucleic acid amplification tests (NAATs) 
currently widely used in the detection of C. trachomatis in Russia. 
Totally, 446 consecutive symptomatic patients (319 females and 

127 males) were included. Five polymerase chain reaction (PCR) 
assays and one real-time nucleic acid sequence-based amplifica-
tion (NASBA) assay, developed by three Russian companies, were 
evaluated on cervical and vaginal samples from females and on 
urethral and first voided urine samples from males. As reference 
method, the Roche Cobas Amplicor PCR was used. The overall 
prevalence of C. trachomatis infection was 12.6 %. The Russian 
NAATs and the Cobas Amplicor PCR displayed a high level of 
concordance (97.9 % to 99.2 %). The sensitivities, specificity, posi-
tive predictive value and negative predictive value of the Russian 
tests in different specimens ranged from 86.1 % to 100 %, 99.1 % to 
100 %, 92.3 % to 100 % and 98.2 % to 100 %, respectively. 

■ Key words: Chlamydia trachomatis; nucleic acid amplifica-
tion tests (NAATs); Roche Cobas Amplicor; performance char-
acteristics; sensitivity and specificity.
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