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С возникновением проблемы туберкулеза с множест-
венной лекарственной устойчивостью (МЛУ-ТБ) во всем 
мире стала ощущаться потребность в быстром тести-
ровании на лекарственную чувствительность (ТЛЧ). Кор-
реляция между фенотипическим и генотипическим ТЛЧ 
остается проблематичной. При выборе методов следует 
учитывать аспекты их пригодности и стабильности, в 
том числе перспективы для полного охвата населения. Ни 
один из тестов не является совершенно точным. Для под-
тверждающего анализа и эпидемиологического монито-
ринга по-прежнему будет востребован традиционный, 
длительный по времени метод ТЛЧ.  

Ключевые слова: туберкулез, множественная лекар-
ственная устойчивость, микобактерия туберкулеза. 

Кургак учук дартынын көп даарыларга туруктуу 
түрлөрүнүн пайда болушу менен бүткүл дуйнөдө даары-
нын пайдалуулугун тез арада  аныктоо ыкмаларынын 
(ДПТА) зарылчылыгы сезилди. Микробтун фенотиптик 
жана генотиптик даарыга сезгичтигин аныктоо ыкмала-
рынын корреляциялык байланышын табуу абдан татаал. 
Тестирлөө жолдорун табуу учурунда алардын жагымдуу, 
стабилдүү жана перспективасын кароо зарыл, себеби ал 
ыкма бүткүл элге колдонулушу керек.  Азырынча бир дагы 
ыкма тактыгы менен аныктай элек. Тастыктоо анализ 
үчүн жана эпидемиологиялык мониторинг өткөрүүгө 
мурункудай эле традициялык жана көп убакыт талап 
кылган ыкмалардын талабы зарыл. 

Негизги сөздөр: кургак учук, дарылык туруктуулук, 
кургак учуктун микобактериясы.  

With the emergence of multidrug-resistant tuberculosis 
(MDR-TB), the need for rapid drug susceptibility testing (DST) 
is felt globally. Correlation between phenotypic and genotypic 
DST remains problematic. For the choice of methods, 
appropriateness and sustainability should be considered in 
conjunction with the prospects for complete population 
coverage. No test is fully accurate. Conventional slow DST will 
still be needed for confirmation and for epidemiological 
monitoring.  

Key words: tuberculosis, multidrug-resistant, mycobacte-
rium tuberculosis.  

Традиционный метод тестирования на лекарст-
венную чувствительность (ТЛЧ) микобактерии ту-
беркулеза (МБТ) по-прежнему востребован для под-
тверждающего анализа и эпидемиологического мо-
ниторинга. Однако бактериологические методы 
выявления МБТ требуют длительного периода вре-
мени (до 3-х месяцев) и сведения о лекарственной 
чувствительности возбудителя туберкулеза становят-
ся известны практически к моменту завершения 

интенсивной фазы лечения. Таким образом, больным 
туберкулезом лёгких с самого начала назначается 
эмпирическое лечение без достоверной информации 
о наличии лекарственной устойчивости МБТ. С 
появлением туберкулеза с множественной (МЛУ) и 
широкой лекарственной устойчивостью (ШЛУ) 
нарастает актуальность проблемы внедрения в прак-
тику новых ускоренных методов тестирования на 
лекарственную чувствительность. 

В настоящее время все методы определения 
лекарственной чувствительности (ЛЧ) можно разде-
лить на две группы: фенотипические (культуральные 
методы с использованием плотных и жидких пита-
тельных сред) и генотипические (молекулярно-гене-
тические методы) [2].   

При фенотипическом ТЛЧ определяется воздей-
ствие препаратов на интенсивность размножения или 
метаболизм бактерий.  

Традиционные методы (ТЛЧ) Mycobacterium 
tuberculosis, включающие в себя такие, как метод 
пропорций и метод абсолютных концентраций, яв-
ляются довольно трудоемкими и продолжительны-
ми. Для получения результата требуется как мини-
мум, 6 недель с момента посева мокроты на твердую 
питательную среду Левенштейна-Йенсена. 

Метод пропорций, используемый в микробио-
логических лабораториях большинства стран мира, 
был предложен Канетти  в 1963г. и конкретизирован 
в 1985г. Миддлбруком. Он основан на сравнении 
количества выросших колоний на среде с препара-
том и на среде без препарата с различными концен-
трациями бактериальной суспензии. Результаты тес-
та учитывают на 28-й день (для устойчивых штам-
мов) и на 40-й день (для чувствительных штаммов) 
после посева. Культура микобактерий считается 
устойчивой, если на среде с противотуберкулезными 
препаратами (ПТП)  первого ряда вырастает более 
1% КОЕ (колониеобразующих единиц) по сравнению 
с количеством КОЕ на контрольной питательной 
среде. Критерием устойчивости для препаратов вто-
рого ряда является 10% содержание устойчивых бак-
терий в исследуемой популяции [2]. 

Суть метода абсолютных концентраций заклю-
чается в определении концентрации ПТП, ингиби-
рующих рост культуры МБТ при выращивании их на 
плотных питательных средах. Устойчивость опреде-
ляется с помощью минимальной ингибирующей кон-
центрации препарата, которая подавляет рост всех 
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или почти всех микобактерий, что обычно опреде-
ляется как наличие 20 или менее колоний возбуди-
теля. В большинстве случаев этот метод применяется 
для непрямого определения ЛЧ и позволяет выявить 
устойчивость возбудителя туберкулеза как к 
основным, так и к резервным противотуберкулезным 
препаратам. Результат получают не ранее, чем через 
2 - 3 месяца после посева материала [3,6].   

В основе нитратредуктазной реакции (НРР) ле-
жит способность M. tuberculosis редуцировать нитра-
ты в нитриты, что проявляется в визуально различи-
мом окрашивании раствора в красный цвет после до-
бавления в него реактива Грисса, который ранее ис-
пользовался для обычной биохимической иденти-
фикации M. tuberculosis. Предлагаемый метод являе-
тся модификацией метода абсолютных концентра-
ций, он позволяет сократить сроки получения ре-
зультатов на среде Левенштейна-Йенсена до 8-12 
суток. 

Согласно данным мета-анализа, НРР продемон-
стрировала высокую чувствительность и специфич-
ность при выявлении устойчивости к рифампицину и 
изониазиду путем использования клинических 
изолятов, и проведенные оценки детекции резистент-
ности к препаратам первого ряда и офлоксацину 
показали хорошую согласованность результатов при 
сравнении со стандартным методом пропорций. 
Достоинство НРР в том, что она проста в выполне-
нии, не требует дополнительного оборудования и 
дорогостоящих реактивов, доступна для любой 
микробиологической лаборатории; результаты легко 
интерпретировать по изменению цвета [10,6,15].  

Сущность метода коэффициента резистентности 
заключается в определении минимальной ингиби-
рующей концентрации противотуберкулезных препа-
ратов для клинических штаммов микобактерий и 
соотношения минимальной ингибирующей концент-
рации тех же препаратов для заведомо чувствитель-
ного лабораторного штамма микобактерий. Это са-
мый трудозатратный и дорогостоящий метод, так как 
требует использования большого количества проби-
рок с питательной средой, поэтому он применяется в 
основном для научных исследований [6].  

Тесты, позволяющие получить количественную 
оценку метаболизма непосредственно из образца ма-
териала, действительно являются быстрыми, и выда-
ча результатов происходит через 1-2 дня. Ускорен-
ным может считаться метод ТЛЧ, если только он 
основан на размножении культуры возбудителя 
прямо в мокроте, без необходимости получения пер-
вичной культуры и при использовании более чувст-
вительного способа обнаружения микобактериаль-
ного роста, чем это возможно при визуализации не-
вооруженным глазом [15]. 

В настоящее время для сокращения сроков вы-
ращивания МБТ и ускоренного определения лекарст-
венной устойчивости (ЛУ) широко применяются 
методы с использованием жидких питательных сред 
и автоматизированных систем: BACTEC 460 МТВ 
system (BectonDickinson), ВАСТЕС MGIT 960 
(BectonDickinson), ВАСТЕС 9000 МВ (Becton 

Dickinson), VersaTREK и другие. Указанные системы 
осуществляют постоянный компьютерный монито-
ринг роста бактериальной популяции в обогащенной 
жидкой питательной среде Middlebrook 7H9 и сигна-
лизируют о накоплении минимального количества 
микроорганизмов. Кроме сокращения времени диаг-
ностики, системы обладают высокой воспроизводи-
мостью и, следовательно, внедрение их в лабора-
торную практику позволяет повысить качество 
диагностики. В настоящее время это единственный 
быстрый фенотипический метод эпиднадзора за 
лекарственной устойчивостью, рекомендуемый ВОЗ 
[2,5,6,17].   

Ручной вариант системы MGIT (Mycobacteria 
Growth Indicator Tube) по-прежнему представляет 
интерес с точки зрения высокой результативности 
при анализе таких препаратов второго ряда, как ка-
намицин (KM) и офлоксацин [8,12]. 

ВАСТЕС 460 МТВ system – первая полуавтома-
тическая радиометрическая тест-система для выра-
щивания и идентификации микобактерий на жидких 
средах. Она позволяет сократить сроки  выявления 
возбудителя туберкулеза и получить результат ЛЧ 
МБТ через 18-30 дней (2-3недели – выделение МБТ 
и следующие 4-7 дней - определение ЛЧ). К недос-
таткам системы BACTEC 460 можно отнести – полу-
автоматический мониторинг роста культуры, значи-
тельная трудоемкость операции, работа с радиоизо-
топами и необходимость утилизации радиоактивных 
отходов. [6]. В середине 90-х годов прошлого столе-
тия была предложена более совершенная технология 
флюоресцентной регистрации роста микроорганиз-
мов, которая легла в основу разработки автоматиче-
ской системы BACTEC MGIT 960, которая опреде-
ляет ЛЧ МБТ ко всем препаратам первого ряда, в том 
числе и к пиразинамиду. Она содержит модифици-
рованную среду Миддлбрук 7H9 с входящим в нее 
флюоресцентным индикатором роста, заключенным 
под силиконом на дне пробирки и погашенным 
высокой концентрацией кислорода, растворенного в 
среде. В процессе развития микробная популяция 
активно поглощает кислород, что приводит к высво-
бождению флюоресцентного компонента, который 
начинает светиться при ультрафиолетовом облуче-
нии. Ускоренный рост кислотоустойчивых бактерий 
обеспечивается дополнительным внесением жидкой 
обогатительной добавки (олеиновая кислота, альбу-
мин, декстроза и каталаза). Для предотвращения 
контаминации добавляется смесь пяти антибиотиков, 
которые вносятся в индикаторную пробирку перед 
посевом. Штамм считается резистентным, если опре-
деляется рост и в контрольной пробирке, и в про-
бирке, содержащей ПТП. Детекция занимает от 3 до 
14 дней, вместе с тестом на ЛЧ от 24 до 30 дней. К 
недостаткам автоматизированной системы MGIT 
можно отнести ее  высокую чувствительность, повы-
шенную вероятность как контаминации, так и выде-
ления нетуберкулезных микобактерий. Положи-
тельные пробы, обнаруженные системой BACTEC 
MGIT 960, должны подтверждаться микроскопией 
мазка мокроты на кислотоустойчивые микобактерии, 
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и необходим экспресс-анализ видовой принадлеж-
ности комплекса МБТ [5,6,14].  

Колориметрические методы определения чувст-
вительности микобактерий туберкулеза основываю-
тся на использовании окислительно-восстановитель-
ного индикатора (редокс-индикатор), который вно-
сят в питательную среду после прорастания культу-
ры M. tuberculosis в присутствии или в отсутствии 
ПТП. Потребление кислорода растущей культурой 
приводит к изменению окраски индикатора, которую 
можно легко интерпретировать визуально. Интенсив-
ность окрашивания прямо пропорциональна числу 
живых бактериальных клеток и может быть оценена 
путем измерения оптической плотности на спектро-
фотометре. Эти реакции можно ставить на титра-
ционных микропланшетах или в пробирках для куль-
тивирования в целях достижения минимальных ин-
гибирующих концентраций противотуберкулезных 
препаратов через 8 дней после выделения мико-
бактерий.  

По данным многоцентрового исследования, про-
веденного на базе семи лабораторий в странах со 
средним и низким уровнем дохода на душу населе-
ния, основанные на редокс-индикаторе методы сра-
ботали хорошо при суммарной точности теста в 
пределах 97% на выявление МЛУ-ТБ, а проведенный 
мета-анализ с охватом 22 исследований в разных 
странах мира подтвердил его высокую точность. 
Колориметрический метод с использованием редокс-
индикатора не требует особого оснащения и может 
быть рекомендован для стран с низким уровнем до-
хода, так как на получение готовых результатов ухо-
дит столько же времени, как и при работе системы 
MGIT [11,15].   

Методы, основанные на использовании мико-
бактериофагов в настоящее время не нашли широ-
кого применения в клинико-диагностических лабора-
ториях, из-за потребности в генно-инженерных 
бактериофагах и формата детекции (наличие фото-
графической пленки или люминометра). Данная 
методика больше подходит для использования в 
научно-исследовательских лабораториях, которые 
обладают нужным потенциалом и техническими 
знаниями для проведения таких анализов. Не так 
давно появились методики, где флюоромикобакте-
риофаги  используются для доставки флюоресци-
рующего ген-маркера внутрь МБТ, который затем 
выявляют с помощью люминесцентной микроскопии 
или проточной цитометрии. Результаты доклиниче-
ской оценки показали, что одновременное добавле-
ние рифампицина, стрептомицина и бактериофагов 
позволяет провести ТЛЧ менее чем за 24 часа. По-
давление свечения происходит только в чувствитель-
ных штаммах, тогда как этого не происходит в 
присутствии резистентных штаммов [13,15].   

Таким образом, применение бактериологиче-
ских методов для определения ЛЧ МБТ имеет 
основной недостаток – длительность проведения 
анализа. Применение автоматизированных аппаратов 
с жидкими средами позволяет сократить время 
определения ЛУ МБТ, однако себестоимость анализа 

достаточно высока, также необходимо подтверж-
дение специфичности роста МБТ, полученного на 
жидкой среде. 

Развитие ЛУ главным образом связано с возник-
новением мутаций в генах-мишенях действия анти-
биотиков и в настоящее время возросла роль геноти-
пических методов определения лекарственной чувст-
вительности микобактерий туберкулеза. Задачи оп-
ределения ЛЧ или ЛУ МБТ сводятся к выявлению 
специфических полиморфизмов (мутаций в опреде-
ленных нуклеотидных последовательностях извест-
ных генов), найденных у резистентных микобакте-
рий и отсутствующих у чувствительных штаммов 
МБТ. 

Основные методы основаны либо на прямом 
прочитывании (секвенировании) этих последователь-
ностей после амплификации, либо на гибридизации 
биотин-меченых фрагментов ДНК, амплифицирован-
ных в ходе полимеразной цепной реакции (ПЦР) с 
ДНК-зондами.  

Методы, основанные на секвенировании – рас-
шифровке последовательности нуклеотидов, состав-
ляющих ДНК, позволяют не только точно локализо-
вать мутацию в исследуемой последовательности 
нуклеотидов, но и определить ее тип. Некоторые 
приборы для полногеномного секвенирования, могут 
за 1 рабочий день расшифровать весь геном организ-
ма. Однако расходные реагенты для такого анализа 
слишком дороги [4].    

Применению ПЦР для M.tuberculosis посвящены 
многочисленные публикации, где показана строгая 
специфичность этого метода исследования. В основе 
метода лежит многократное копирование с помощью 
фермента ДНК-полимеразы, определенного фрагмен-
та ДНК, который является маркерным для исследова-
ния. Расшифровка специфических участков ДНК 
позволяет установить определенные точки мутаций, 
которые приводят к изменениям структуры рецепто-
ра лекарственного агента и потере ЛЧ МБТ. Основ-
ное достоинство ПЦР в реальном времени – это 
однопробирочная тест-система, благодаря которой 
исключена вероятность перекрестной контаминации 
от амплифицированной ДНК.  К другим преиму-
ществам данной технологии относится: значительное 
снижение времени проведения анализа, удешевление 
анализа, высокая чувствительность. На сегодняшний 
день метод ПЦР с детекцией в режиме реального 
времени является самым быстрым методом. Время 
определения – 3 часа (включая выделение ДНК) [4].    

Были разработаны несколько методов ДНК-мик-
рочипов (ДНК-биочипов) для определения устойчи-
вости к ПТП. В основе этой технологии лежит прин-
цип связывания амплифицированной флюоресцент-
но-меченой ДНК-мишени с большим набором олиго-
нуклеотидных зондов. Флюоресценция зависит от 
степени гомологии между зондом и ДНК-пробы 
[4,1].    

Результаты определения ЛЧ МБТ к рифампици-
ну, изониазиду и фторхинолонам, полученные при 
помощи метода биочипов, обладают высокой сте-
пенью корреляции с результатами определения ЛЧ к 
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ПТП традиционным методом и показывают высокий 
процент совпадения результатов ЛЧ МБТ, получен-
ных при тестировании мутаций методом биочипов и 
секвенирования [7].    

Line probe assay (Lipa) - метод, основанный на 
принципе твердофазной множественной обратной 
гибридизации. Данная технология представлена 
германской фирмой Hain Lifescience (Hain-тесты), 
выпускающая тесты на определение мутаций, от-
ветственных за возникновение устойчивости к ри-
фампицину и изониазиду (GenoType®MTBDRplus), а 
также этамбутолу, фторхинолонам и аминоглико-
зидам (GenoType®MTBDRsl).  

Система GeneXpert позволяет проводить анализ 
на наличие МБТ и ее резистентности к рифампицину 
при помощи теста Xpert MTB/RIF (Cepheid, США). 
GeneXpert включает автоматизированную обработку 
образцов, амплификацию нуклеиновых кислот и оп-
ределение интересующей последовательности в 
простых или сложных образцах с использованием 
методов ПЦР в реальном времени и ПЦР с обратной 
транскриптазой. Результаты обнаружения ДНК ми-
кобактерий туберкулеза с одновременным определе-
нием лекарственной чувствительности к рифампици-
ну могут быть получены в течение 2,5 часов.  

Всемирная организация здравоохранения реко-
мендовала пользоваться молекулярными методами 
исследований в качестве стандарта оказания помощи 
во всем мире при диагностировании ТБ и МЛУ-ТБ. В 
поддержку этих усилий выделяются финансовые 
средства, и соответствующие программы обеспечи-
вают быстрое внедрение молекулярных методов 
тестирования для постановки диагноза ТБ и МЛУ-ТБ 
[9,16].    

Молекулярно-генетические методы определения 
лекарственной чувствительности микобактерий ту-
беркулеза позволяют сократить временные сроки вы-
полнения анализа до 2-3 суток, однако полностью 
отказаться от микробиологических методов опреде-
ления ЛЧ пока невозможно, так как не для всех ПТП 
найдены генетические механизмы формирования 
ЛУ. 
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