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Резюме
Цель исследования. Сравнить различные варианты выявления ДНК TTV, TTMDV и TTMV в плазме 
крови пациентов с различными заболеваниями печени и у лиц без признаков заболеваний печени.
Материалы и методы. Для выявления ДНК TTV, TTMDV и TTMV использовался метод ПЦР. 
Результаты. Обнаружена достаточно высокая частота выявления ДНК вирусов TTV при использо-
вании разных лабораторных подходов. Частота выявления ДНК TTV значимо выше при использова-
нии праймеров для некодирующего региона UTR — 77,3 % при сравнении с кодирующим ORF1 —  
38,4 % (р < 0,001) и коммерческим набором реагентов — 53 % (р < 0,005).
Заключение. У пациентов с заболеваниями печени по сравнению со здоровыми лицами значимо 
чаще выявляются ДНК TTV (90,3 и 65,6 % по UTR-региону и с использованием коммерческого на-
бора соответственно), ДНК TTMV (83,9 % — UTR-регион) и микст ДНК вирусов TTV + TTMDV +TTMV 
(62,4 % — UTR-регион). С целью стандартизации определения ДНК вирусов семейства TTV методом ПЦР  
целесообразно создание панели сывороток, содержащей достоверно положительные и отрицательные 
образцы. 
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Abstract
Objective. To compare different variants of TTV, TTMDV, and TTMV DNA detection in the blood plasma of 
patients with various liver diseases and in individuals without signs of liver disease.
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Materials and methods. To detect TTV TTMDV, and TTMV DNA, the PCR method was used.
Results. A fairly high frequency of TTV virus DNA detection was found using different laboratory approach-
es. The frequency of TTV DNA detection was significantly highest when using the primers for the non-coding 
region UTR – 77.3 % compared with the coding region ORF1 – 38.4 % (p < 0.001) and the commercial kit 
- 53 % (p < 0.005).
Conclusion. TTV DNA is detected significantly more often in patients with liver diseases compared with 
healthy individuals (90.3 % and 65.6 % in the UTR region and using the commercial kit, respectively), TTMV 
DNA (83.9 % – UTR region) and mixed DNA of the TTV + TTMDV + TTMV viruses (62.4 % – UTR region). To 
standardize the DNA detection of the TTV family viruses by the PCR method, it is advisable to create a panel 
of sera containing reliably positive and negative samples. 
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Введение
В настоящее время большое внимание 

уделяется изучению роли вирома в развитии 
заболеваний человека и сохранении здоро-
вья. Виром играет важную роль в модуляции 
иммунной защиты и способствует развитию 
воспалительных процессов. Обнаружение но-
вых вирусных инфекционных агентов, с од-
ной стороны, представляет фундаментальное 
значение и в то же время имеет практиче-
ский интерес для здоровья человека, так как 
они могут оказаться причиной острых или 
хронических заболеваний, которые на сегод-
няшний день имеют неизвестную этиологию. 
Например, в одном из исследований при про-
ведении высокопроизводительного секвени-
рования циркулирующей внеклеточной ДНК 
из крови более чем 1000 образцов были иден-
тифицированы сотни новых бактерий и ви-
русов, в том числе обнаружены TTV-вирусы, 
имеющие нуклеотидные последовательности, 
отличающиеся от известных [1].

Вирус TTV (Torque Teno virus, латин-
ское torques — ожерелье и tenuis — тонкий) 
впервые был обнаружен у пациента с по-
сттрансфузионным гепатитом неизвестной 
этиологии в 1997 г. [2]. Дальнейшие иссле-
дования показали, что TTV представляет 
собой небольшой безоболочечный вирус, 

содержащий кольцевой одноцепочечный ге-
ном отрицательно-смысловой ДНК размером 
около 3,8 тыс. нуклеотидов. [3]. Последова-
тельность генома TTV включает две большие 
открытые рамки считывания (ORF1 кодиру-
ет вирусный белок капсида, ORF2 кодирует 
неструктурные белки) и несколько малых, а 
также некодирующий регион (UTR) [4]. Не-
кодирующий регион содержит домен длиной 
около 130 нуклеотидов, который является 
консервативным для различных изолятов 
вируса [5]. Согласно классификации Меж-
дународного комитета по таксономии виру-
сов (ICTV), в состав семейства Anelloviridae 
входит род Alphatorquevirus  (22 вида Torque 
teno virus), род Betatorquevirus (38 видов 
Torque Teno mini virus — TTMV, первое со-
общение в 2000 г.) и род Gammatorquevirus  
(15 видов Torque teno midi virus — TTMDV, 
первое сообщение в 2007 г.) [5]. Геномы 
TTMV и TTMDV, несмотря на отличия, сохра-
няют значительное сходство с TTV. Данные 
вирусы изучены в меньшей степени, они 
также кольцевые, состоят из одноцепочеч-
ной ДНК, размер генома TTMV — 2,9 тыс. 
нуклеотидов, а TTMDV — 3,2 тыс. нуклеоти-
дов [5].

В многочисленных исследованиях пока-
зана высокая генетическая изменчивость 
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и распространенность TTV, данные о пато-
генетических аспектах противоречивы [6]. 
TTV обнаружены в большинстве тканей и 
биологических жидкостей организма: в кро-
ви, слюне, поте, моче, кале, желчи, печени, 
лимфоузлах, легких, костном мозге [3, 7]. 
Наиболее распространено выявление ДНК 
TTV в сыворотке (плазме) крови методом 
ПЦР. Из-за высокой гетерогенности и измен-
чивости нуклеотидной последовательности 
трудно найти универсальный набор прайме-
ров для всех существующих TTV-генотипов, 
обнаружение зависит от использования кон-
сервативных или гипервариабельных участ-
ков генома [3]. 

В литературных источниках описана 
кинетика продукции антител к TTV у лиц, 
перенесших предполагаемую первичную ин-
фекцию [8]. Показано медленное нараста-
ние ответа: TTV-специфические IgM были 
впервые обнаружены в сыворотке крови че-
рез 10–21 нед. после вирусного заражения, 
затем их концентрация снижалась, и через 
5–11 нед. IgM не выявлялись. IgG, как прави-
ло, образуются на несколько недель позже, 
их концентрация повышается и сохраняется 
с некоторыми колебаниями на протяжении 
длительного периода [8]. Большинство TTV, 
обнаруживаемых в крови хронически инфи-
цированных пациентов, находятся в ком-
плексе с IgG (от 80 до 95 % от общего TTV), 
в то время как при предполагаемых острых 
инфекциях в крови пациентов представле-
ны свободные частицы TTV, количество ко-
торых превышает находящихся в комплексе 
[8]. Адаптивный иммунный ответ хозяина 
играет ключевую роль в разрешении анел-
ловирусной инфекции, доказательством 
является более высокая вирусная нагрузка 
в крови у лиц, инфицированных ВИЧ-1, и 
у других пациентов с ослабленным имму-
нитетом [9].

Выполнены исследования с целью раз-
работки иммунологического анализа выяв-
ления TTV-специфичных антител с исполь-
зованием ORF1 или ORF-2 пептидов [8,10], 
однако необходимо дальнейшее изучение 
эффективности предлагаемых методов при 
обнаружении антител независимо от гено-
типа TTV. Более ранние исследования по-
казали, что разные генетические варианты 
антигенно различаются [11]. Имеющиеся 
наборы для проведения иммуноферментно-
го анализа (ELISA) с целью выявления анти-
тел IgM и IgG не стандартизованы. Многие 
аспекты неизвестны: нет сведений об изу-
чении TTV-специфических IgA в крови и на 

слизистых, нет ответа на вопрос, являются 
ли TTV-специфические антитела вирусней-
трализующими. 

Таким образом, единственным диагно-
стическим подходом остается обнаружение 
вирусной ДНК в плазме или других клиниче-
ских образцах методом ПЦР, однако метод 
имеет свои ограничения. Требуется поиск 
универсального набора праймеров для всех 
существующих генотипов TTV, необходима 
их актуализация в связи с изменчивостью 
вируса. Отсутствие стандартизованных се-
рологических тестов не позволяет дифферен-
цировать недавно перенесенную инфекцию. 
Важной задачей является поиск простого и 
надежного метода идентификации TTV-ин-
фекции, а также выбор праймеров для спец-
ифического обнаружения генотипов TTV, 
ассоциированных с клиническими проявле-
ниями, в том числе с острыми и хронически-
ми заболеваниями печени. 

Цель исследования 
Сравнить различные варианты выявле-

ния ДНК TTV, TTMDV и TTMV в плазме кро-
ви пациентов с различными заболеваниями 
печени и у лиц без признаков заболеваний 
печени.

Материалы и методы
Сформированы группы пациентов:  

I группа — пациенты с различными забо-
леваниями печени (острые и хронические 
вирусные гепатиты В и С, гепатиты неу-
точненной этиологии, циррозы печени раз-
личной этиологии, «хронический вирусный 
гепатит неуточненный» (МКБ10 код В18.9))  
(n = 93, средний возраст — 39,6 ± 15,0); 
II группа — лица без признаков заболевания 
печени, имеющие отрицательные результаты 
обследования на маркеры вирусных гепати-
тов (n = 92, средний возраст — 38,7 ± 12,0). 
Участники исследования являлись жителями 
г. Гомеля или Гомельской области, были ин-
формированы о целях исследования и пред-
стоящих процедурах (получено информи-
рованное письменное согласие). В качестве 
биологического материала для исследования 
использовали плазму крови пациентов. 

В исследовании применен метод поли-
меразной цепной реакции. Для выявления 
ДНК TTV использовали коммерческие набо-
ры реагентов «ПОЛИГЕП-TTV» (ООО «Науч-
но-производственная фирма ЛИТЕХ», РФ). 
Эти наборы предназначены для проведения 
исследований с целью качественного опре-
деления ДНК TT-вируса в сыворотке или 
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плазме крови методом ПЦР с регистрацией 
продуктов амплификации в реальном време-
ни. Регион генома, по которому происходит 
выявление вируса, не указан в инструкции 
производителя, чувствительность набора со-
ставляет 1000 геном-эквивалентов ТТ-виру-
са в 1 мл сыворотки или плазмы крови. В 
состав набора входят комплекты реагентов 
для экспресс-выделения ДНК. ПЦР в режиме 
реального времени проведена с применени-
ем амплификатора Rotor-Gene Q 5plex HRM 
(«Qiagen», Германия). В наборы включены: 
отрицательный контрольный образец выде-
ления, отрицательный контрольный образец 
ПЦР, положительный контрольный образец. 
Постановку реакции амплификации, анализ 
и интерпретацию результатов проводили 
согласно инструкции производителя, отчет 
формируется автоматически. 

Для выявления ДНК вирусов TTV, TTMV, 
TTMDV использован метод диагностики 
TT-вирусной инфекции, включающий вы-
явление фрагмента некодирующего регио-
на ДНК [12], основанный на nested-ПЦР [13] 
(полимеразная цепная реакция в «гнездо-
вом» формате). Также проведено выявление 
ДНК вирусов TTV по кодирующему региону 
генома. Структура праймеров для проведе-
ния гнездовой ПЦР, выявляющей кодирую-
щий регион TTV: TT6, прямой, первый раунд 
acagacagaggagaaggcaa; TT7, обратный, первый 
раунд taccatttagctctcatt; TT8, прямой, второй 

раунд aacatgttatggatagactgg; TT9, обратный, 
второй раунд ctggcattttaccatttcca [14].

Программа апмлификации первого ра-
унда: денатурация 1 цикл — 95 °С, 3 мин;  
25 циклов (95 °С — 25 с, 55 °С — 15 с, 45 °С —  
15 с, 72 °С — 25 с); финальная элонгация 
1 цикл — 72 °С, 2 мин. Программа ампли-
фикации второго раунда ПЦР: денатурация  
1 цикл — 95 °С, 3 мин; 30 циклов (95 °С — 
20 с, 50 °С — 20 с, 72 °С — 20 с); финальная 
элонгация 1 цикл — 72 °С, 2 мин. В резуль-
тате амплификации получен целевой про-
дукт размером 267 пар нуклеотидов.  

В результате проведения исследований 
с помощью разных вариантов проведения 
ПЦР был определен статус каждого образца 
по наличию и отсутствию ДНК TTV, также 
проведено выявление ДНК вирусов TTMDV и 
TTMV. Выполнена статистическая обработка 
данных с использованием среды программи-
рования R. 

Результаты и обсуждение
В таблице 1 приведены данные абсолют-

ных величин, относительных частот (дове-
рительный интервал — ДИ 95 %) выявления 
ДНК ТТV, TTMDV, TTMV в общей выборке 
пациентов методом ПЦР с использованием 
кодирующего и некодирующего регионов и 
коммерческого набора реагентов.

Таблица 1. Данные абсолютных величин, относительных частот (доверительный интер-
вал — ДИ 95 %) положительных результатов выявления ДНК ТТV, TTMDV, TTMV в общей 
выборке пациентов 
Table 1. Data on the absolute values, relative values (confidence interval — CI 95 %) of the positive 
results of ТТV, TTMDV, TTMV DNA detection in the total sample of patients 

Вариант выявления Абс. (%) 95 % ДИ

ТТV (ORF1-регион) 71 (38,4 %) 31,7–45,6

TTV (UTR-регион) 143 (77,3 %) 70,7-82,8

Коммерческий набор реагентов для выявления ДНК TTV 98 (53 %) 45,8–60,0

TTMDV (UTR-регион) 116 (62,7 %) 55,5–69,4

TTMV (UTR-регион) 138 (74,6 %) 67,9–80,3

TTV или TTMDV, или TTMV (UTR-регион) 156 (84,3 %) 78,4-88,9

Микст TTV + TTMDV + TTMV (UTR-регион) 100 (54,1 %) 46,9-61,1

Согласно полученным данным (табли-
ца 1), обнаружена достаточно высокая ча-
стота выявления ДНК вирусов TTV в общей 
выборке пациентов при использовании раз-
ных лабораторных подходов (ORF1-регион, 

UTR-регион и коммерческий набор реаген-
тов). Частота выявления ДНК TTV значимо 
выше при использовании праймеров для 
некодирующего региона — 77,3 % при срав-
нении с кодирующим — 38,4 % (р < 0,001) 
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и коммерческим набором реагентов — 53 % 
(р < 0,005). Данные методы демонстрируют 
невысокий уровень совпадения результатов: 
при сравнении коммерческого набора реа-
гентов и метода выявления по кодирующе-
му региону совпало 56,1 % позитивных ре-
зультатов (ДНК вируса выявлена) и 81,6 % 
негативных (ДНК вируса не выявлена). При 
сравнении коммерческого набора реагентов 
и метода выявления по некодирующему ре-
гиону совпало 89,7 % позитивных результа-
тов и 36,8 % негативных. Отсутствие «золо-
того стандарта» (эталона) представляет собой 
проблему для подобного рода исследований. 
Известно, что чувствительные диагности-
ческие тесты способствуют максимально-
му предотвращению пропуска заболевания, 
специфичные тесты диагностируют только 

истинно больных. Это важно в случаях, ког-
да гипердиагностика пациентов нежелатель-
на, так как лечение пациентов связано с се-
рьезными побочными эффектами. С целью 
стандартизации определения ДНК вирусов 
семейства TTV методом ПЦР целесообразно 
создание панели сывороток, содержащей 
достоверно положительные и отрицательные 
образцы.

В таблице 2 приведены данные абсолют-
ных величин, относительных частот (дове-
рительный интервал — ДИ 95 %) выявления 
ДНК ТТV, TTMDV, TTMV в группе пациентов 
с заболеваниями печени и группе здоровых 
добровольцев методом ПЦР с использовани-
ем кодирующего и некодирующего регионов 
и коммерческого набора реагентов.

Таблица 2. Данные абсолютных величин, относительных частот (доверительный интер-
вал — ДИ 95 %) положительных результатов выявления ДНК ТТV, TTMDV, TTMV в группах 
пациентов
Table 2. Data on the absolute values, relative values (confidence interval – CI 95 %) of the positive 
results of ТТV, TTMDV, TTMV DNA detection in the groups of patients

Выявление ТТV

Группа I — пациенты 
с заболеваниями печени,

n = 93

Группа II — здоровые 
добровольцы,  

n = 92 Уровень p

абс. (%) 95 % ДИ абс. (%) 95 % ДИ

ТТV (ORF1-регион) 36 (38,7 %) 29,4–48,9 35 (38 %) 28,8–48,3 1

TTV (UTR-регион) 84 (90,3 %) 82,6–94,8 59 (64,1 %) 53,9–73,2 0,000046

Коммерческий набор реагентов 
для выявления ДНК TTV 61 (65,6 %) 55,5–74,5 37 (40,2 %) 30,8–50,4 0,0009

TTMDV (UTR-регион) 64 (68,8 %) 58,8–77,3 52 (56,5 %) 46,3–66,2 0,1148

TTMV (UTR-регион) 78 (83,9 %) 75,0–89,9 60 (65,2 %) 55,1–74,2 0,006

TTV или TTMDV, или TTMV 
(UTR-регион) 87 (93,5 %) 86,6–97,0 69 (75 %) 65,3–82,7 0,0011

Микст TTV + TTMDV + TTMV 
(UTR-регион) 58 (62,4 %) 52,2–71,5 42 (45,7 %) 35,9–55,8 0,03

Группа пациентов с заболеваниями пе-
чени и группа здоровых добровольцев ста-
тистически значимо отличаются по частоте 
выявления ДНК вирусов TTV (p = 0,000046), 
TTMV (p = 0,006), микст (TTV + TTMDV + 
TTMV) (p = 0,03) при выявлении по некоди-
рующему региону, а также при выявлении 
ДНК TTV с использованием коммерческо-
го набора реагентов (p = 0,0009), при этом 
частота выявления ДНК ТТV выше в группе 
пациентов с заболеваниями печени и состав-
ляет 90,3, 83,9, 62,4 и 65,6 % соответствен-
но. Не выявлены отличия между группами 
по частоте выявления ТТV по кодирующему 

региону и по частоте выявления ТТMDV по 
некодирующему региону. Частота выявле-
ния ДНК как минимум одного из вирусов 
(TTV или TTMDV, или TTMV) также высока 
и составляет 93,5 и 75 % в группе пациен-
тов с заболеваниями печени и группе здо-
ровых добровольцев соответственно. Такая 
высокая распространенность вирусов TTV, 
TTMDV, TTMV обусловливает проведение 
дальнейших исследований.

Заключение
У пациентов с заболеваниями печени по 

сравнению со здоровыми лицами значимо 
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чаще выявляются ДНК TTV (90,3 и 65,6 % 
по UTR-региону и с использованием коммер-
ческого набора соответственно), ДНК TTMV 
(83,9 % — UTR-регион) и микст ДНК вирусов 
TTV + TTMDV + TTMV (62,4 % — UTR-реги-

он). С целью стандартизации определения 
ДНК вирусов семейства TTV методом ПЦР 
целесообразно создание панели сывороток, 
содержащей достоверно положительные и 
отрицательные образцы. 
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