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Приведены результаты сравнительного тестирования чувствительности клинических штаммов M. tuberculosis к изо-
ниазиду, стрептомицину, рифампицину, этамбутолу с использованием разработанного в ГНЦ ПМБ (Оболенск) ТБ тест-
набора и метода абсолютных концентраций; ТБ тест-набора и автоматизированной системы BACTEC MGIT 960. 
Тестированы 629 и 220 штаммов M. tuberculosis, соответственно. Показана высокая степень совпадения результатов: 
89,1-98,6% для изониазида, 96,2-98,0% для рифампицина, 91,5-98,2% для стрептомицина, 89,1-95,9% для этамбутола. 
Наименьшее количество расхождений результатов получено при сравнении ТБ тест-набора и BACTEC MGIT 960.
Проведён анализ несовпадающих результатов методами пропорций, ПЦР-секвенирования, или повторного тестирования 
на новых сериях ТБ тест-набора и среды Левенштейна-Йенсена с противотуберкулёзными препаратами, после которого 
чувствительность, специфичность и эффективность ТБ тест-набора превысили 95% для всех противотуберкулёзных пре-
паратов.
Время получения результатов с ТБ тест-набором (среднее 9,25-9,9 дней, диапазон от 8 до 13 дней) значительно короче, 
чем с использованием метода абсолютных концентраций (среднее 21-23 дней, диапазон от 20 до 28 дней) и соизмеримо с 
временем получения результатов с BACTEC MGIT 960 (среднее 7,2 дней, диапазон от 5 до 12 дней). ТБ тест-набор прост 
в использовании, не требует дорогостоящего оборудования и специальной подготовки персонала.
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The results of the comparative testing of the susceptibility of M. tuberculosis clinical strains to isoniazid, streptomycin, rifampicin 
and ethambutol using the TB test kit, developed in SCRAMB, (Obolensk) and the absolute concentrations method; the TB test 
kit and the BACTEC MGIT 960 automated system are presented in the study. A total of 629 and 220 strains, respectively, were 
tested. A high degree of agreement of the results was shown: 89.1-98.6% for isoniazid, 96.2-98.0% for rifampicin, 91.5-98.2% for 
streptomycin and 89.1-95.9% for ethambutol. The smallest number of discrepancies in the results was obtained when comparing 
the TB test kit and BACTEC MGIT 960. The discrepant results analysis was performed by the proportion method, PCR sequencing, 
or re-testing on new lots of the TB test kit and Lowenstein-Jensen medium with anti-tuberculosis drugs, after which the sensitivity, 
the specificity and the efficiency of the TB test kit have exceeded 95 % for all anti-tuberculosis drugs.
The turnaround time with the TB test kit (median 9.25–9.9 days, ranged from 8 to13 days) was significantly shorter than that with 
the absolute concentration method (median 21-23 days, ranged from 20 to 28 days) and is commensurate with the turnaround time 
with BACTEC MGIT 960 (average 7.2 days, ranged from 5 to 12 days).
The TB test kit is easy to use, does not require expensive equipment and special staff training.
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Введение. Туберкулёз (ТБ) остается серьёзной про-
блемой здравоохранения в мире. По оценкам Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) в 2018 г. в мире 
около 10 млн человек заболели туберкулёзом, умерли от 
данной болезни 1,2 млн ВИЧ-отрицательных и 251 000 
ВИЧ-инфицированных людей [1]. Сохраняется угроза 
лекарственно-устойчивого туберкулёза. В 2018 г. заре-
гистрировано около полумиллиона новых случаев ту-
беркулёза с устойчивостью к рифампицину (из которых 
78% имели туберкулёз с множественной лекарственной 
устойчивостью). В мире 3,4% новых случаев туберкулё-
за и 18% ранее пролеченных случаев имели туберкулёз 
с множественной лекарственной устойчивостью или ри-
фампицин-резистентный туберкулёз, причём самые вы-
сокие показатели (>50% в ранее пролеченных случаях) 
на постсоветском пространстве.

В Российской Федерации в 2018 г. зарегистрировано 
почти 64,7 тыс. новых случаев туберкулёза, показатель 
заболеваемости составил 44,06 на 100 тыс. населения, 
достигая в некоторых территориях очень высокого уров-
ня: например, 187,56 (Чукотский автономный округ), 
139,63 на 100 тыс. населения (Республика Тыва) [2]. В 
учреждениях уголовно-исполнительной системы пока-
затель заболеваемости впервые выявленным туберкулё-
зом составил 856,41 на 100 тыс.человек.

Лечение лекарственно-устойчивого туберкулёза тре-
бует быстрой диагностики. Быстрое обнаружение ле-
карственной устойчивости является главной задачей для 
снижения риска распространения резистентных штам-
мов возбудителя. Общепринятые методы определения 
лекарственной чувствительности M. tuberculosis, такие 
как метод абсолютных концентраций, длительны и тре-
буют 3-4 нед для получения результатов [3]. Автомати-
зированные системы, такие как ВАСТЕС  MGIT 960[4-5] 
и молекулярные тесты, такие как молекулярные биочи-
пы, Xpert MTB/RIF и др. более быстрые и существен-
но ускоряют тестирование лекарственной чувствитель-
ности [6-9]. Современные коммерческие молекулярные 
тесты могут определять лишь определённое количество 
детерминант устойчивости и геномных областей, что 
ограничивает клиническую ценность анализов. Полное 
геномное секвенирование (WGS) может предоставить 
почти полную информацию о возбудителе, но затраты и 
проблемы интерпретации данных в настоящее время 
не позволяют широко его использовать в клинической 
практике [10].

ВОЗ одобрила использование новых экономически 
эффективных и быстрых методов определения лекар-
ственной чувствительности для выявления больных с 
МЛУ-ТБ, среди них, нитратредуктазный метод (НРМ) 
[11]. В РФ нитратредуктазный метод (более известный 
как метод Грисса) известен давно [12] и рекомендован 
к использованию Методическими рекомендациями по 
совершенствованию диагностики и лечения туберкулёза 
органов дыхания1, утвержденными приказом Минздрава 
Российской Федерации  № 951 от 29 декабря 2014 г. 

Принцип метода заключается в способности мико-
бактерий туберкулёза восстанавливать нитраты в нитри-
ты, что применяется при биохимической идентификации 
видов микобактерий. Присутствие нитратов легко выяв-

ляется специфическим реагентом (реактивом Грисса), 
взаимодействие которых даёт цветную реакцию. НРМ 
для определения лекарственной чувствительности M. 
tuberculosis представляет вариант метода абсолютных 
концентраций на среде Левенштейна-Йенсена, содержа-
щей нитраты калия или натрия, но позволяющий полу-
чать результаты через 8-12 дней после посева культуры.

Показано хорошее совпадение результатов опреде-
ления лекарственной чувствительности M. tuberculosis 
НРМ в сравнении с традиционными методами и отме-
чено, что НРМ является недорогим, довольно быстрым 
и легко выполнимым методом определения лекарствен-
ной чувствительности [13-15].

В ФБУН ГНЦ прикладной микробиологии и биотех-
нологии (Оболенск) разработана технология промыш-
ленного изготовления ряда препаратов, основанных на 
НРМ, для определения чувствительности микобактерий 
туберкулёза к препаратам 1 и 2 ряда, включая пирази-
намид: ТБ тест-набор, PZA-тест и XDR-тест. Все пре-
параты зарегистрированы как медицинские изделия и 
выпускаются промышленными сериями.

ТБ тест-набор предназначен для ускоренного опре-
деления лекарственной чувствительности и первичной 
идентификации M. tuberculosis (регистрационное удо-
стоверение № 2007/03366). Определение лекарственной 
чувствительности с его помощью основано на обнару-
жении ингибирующего действия противотуберкулёзных 
препаратов первого ряда с помощью НРМ. ТБ тест-набор 
представляет собой комплект из восьми готовых к при-
менению яичных питательных сред во флаконах, каждая 
из которых содержит один из препаратов в критических 
концентрациях – изониазид (1 мкг/мл), рифампицин  
(40 мкг/мл), стрептомицин (10 мкг/мл), этамбутол  
(2 мкг/мл), натрия салицилат (1000 мкг/мл), тиофенкар-
боксигидразид (ТКГ, 2 мкг/мл), два контрольных флако-
на со средой, не содержащей препараты. В состав набора 
входит реактив Грисса для учёта результатов, шприцы 
для посева и внесения реактива Грисса. ТБ тест-набор 
дополнительно укомплектован цветной шкалой для учё-
та результатов.

Цель исследования – сравнить результаты лекар-
ственной чувствительности M. tuberculosis, полученные 
с использованием ТБ тест-набора, метода абсолютных 
концентраций и автоматизированной системы BACTEC 
MGIT 960 в нескольких бактериологических лаборато-
риях противотуберкулёзных учреждений.

Материал и методы. Биоэтические требования. 
Материалы, использованные в работе, не содержат пер-
сональных данных пациентов, т. к. полученные от них 
клинические изоляты промаркированы без указания 
фамилии, даты рождения, адреса проживания, номера 
истории болезни, личных документов и других именных 
материалов. В соответствии с требованиями биоэтиче-
ского комитета Российской Федерации, каждый пациент 
при поступлении в клинику заключал договор с лечеб-
ным учреждением, содержащий согласие на проведение 
лечения и лабораторного обследования.

Штаммы. В испытаниях исследованы свежевыде-
ленные штаммы из клинических образцов (мокрота, 
промывные воды бронхов, моча), полученных от впер-
вые выявленных и ранее лечившихся больных с различ-
ными формами туберкулёза в учреждениях, в которых 
проходили испытания.

Дизайн исследования. Испытания проводили в трёх 
бактериологических лабораториях противотуберку-

 Приказ Минздрава  РФ от 29.12. 2014 г. № 951 «Об утверждении 
методических рекомендаций по совершенствованию диагностики и 
лечения туберкулёза органов дыхания».
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ций проводили на среде Левенштейна-Йенсена, со-
держащей противотуберкулёзные препараты, которую 
готовили в каждой лаборатории самостоятельно в соот-
ветствии с требованиями Приложения № 11 к Приказу 
Минздрава РФ от 21.03.03 № 1092.

Анализ результатов. При анализе результатов оцени-
вали диагностические характеристики ТБ тест-набора: 
чувствительность (способность определять истинную 
лекарственную устойчивость), специфичность (способ-
ность определять истинную лекарственную чувстви-
тельность), эффективность (доля правильных результа-
тов к общему числу результатов) [16]. Диагностические 
характеристики определены в каждой лаборатории для 
каждого из четырёх противотуберкулёзных препаратов 
отдельно.

Анализ несовпадающих результатов проводили с 
использованием метода пропорций – «золотого стан-
дарта» в определении лекарственной чувствительности 
M. tuberculosis [17] – на среде Миддлебрука 7Н10 (BD 
Difco, Кат. № 262710) с добавкой OADC (BD BBL, Кат. 
№ 211886) и глицерина (ГОСТ 6824-96). В лаборатории 
№ 2 лекарственную чувствительность изолятов с не-
совпадающими результатами повторно тестировали с 
использованием новых серий ТБ тест-набора и среды 
Левенштейна-Йенсена с противотуберкулёзными пре-
паратами. Устойчивость культур с несовпадающими ре-
зультатами к изониазиду, рифампицину, стрептомицину, 
этамбутолу подтверждали наличием мутаций в генах 
кatG; rpoB; rpsL и 16SrRNA; embB, соответственно, ме-
тодом ПЦР-секвенирования [18].

Результаты. Характеристика культур. Использо-
ванные для сравнительных испытаний 629 изолятов M. 
tuberculosis имели различный спектр лекарственной устой-
чивости. 32,4% (n=204) из них являлись чувствительными. 
Устойчивость к изониазиду обнаружена у 54,4% (n=342), 
рифампицину у 40,9% (n=257), стрептомицину у 54,2% 
(n=341), этамбутолу у 26,3% (n=167) изолятов.

Сравнение результатов определения лекарственной 
чувствительности. В результате проведённого исследо-
вания получен высокий процент совпадения результа-
тов. В первой лаборатории при тестировании 198 изоля-
тов M. tuberculosis обнаружено, что спектр чувствитель-
ности к четырём противотуберкулёзным препаратам, 
определённый с использованием ТБ тест-набора и ме-
тодом абсолютных концентраций совпадал для 182 изо-
лятов, т. е. в 91,9% случаев. Для изониазида результаты 
совпадали в 98,5% (n=195) случаев, для рифампицина 
– в 98,0% (n=194), для стрептомицина – в 97,4% (n=193), 
для этамбутола – в 94,9% случаев (n=188). Диагностиче-
ские характеристики ТБ тест-набора, полученные в ходе 
испытаний в данной лаборатории, приведены в табл. 1.

Как следует из табл. 1, в лаборатории № 1 чувстви-
тельность ТБ тест-набора составила 97,5% для изониа-
зида, 94,9% для рифампицина, 96,9% для стрептомици-
на, 94,9% для этамбутола; специфичность для изониази-
да и рифампицина – 100%, для стрептомицина – 98,6% и 
для этамбутола – 95,1%.

Время, затраченное на определение лекарственной 
чувствительности M. tuberculosis с помощью ТБ тест-
набора в данной лаборатории, составило 9,89 сут (диа-
пазон 8-13), методом абсолютных концентраций – 21 сут 
(табл. 2).

лёзных учреждений (Новосибирском научно-исследо-
вательском институте туберкулёза (лаборатория № 1), 
Тульском областном противотуберкулёзном диспансере 
(лаборатория № 2), Московском городском научно-прак-
тическом центре борьбы с туберкулёзом (Лаборатория 
№ 3) в равнозначных условиях при одновременном ана-
лизе штаммов с использованием ТБ тест-набора и мето-
да абсолютных концентраций. В одной из лабораторий 
лекарственную чувствительность изолятов определяли 
параллельно с использованием ТБ тест-набора, метода 
абсолютных концентраций и автоматического анализа-
тора BACTEC MGIT 960.

В 1-й лаборатории проанализировано 198 изолятов, 
во 2-й – 211, в 3-ей – 220 изолятов M. tuberculosis. В ходе 
испытаний определена их чувствительность к изониази-
ду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу.

Методика определения лекарственной чувствитель-
ности M. tuberculosis. Бактериальные суспензии для 
проведения испытаний готовили суспендированием 
изолятов в 0,3 мл 0,2%-ного стерильного раствора тви-
на-80 в 10-мл пробирках на Vortex со стеклянными бу-
сами диаметром 1 мм. Мутность суспензий доводили до 
5 ЕД по стандартному образцу мутности ОСО-42-28-86 
П, содержащем примерно 5×108 микробных клеток в 1 
мл, и затем разводили 1:10 стерильным 0,9%-ным рас-
твором натрия хлорида.

При определении лекарственной чувствительности 
M. tuberculosis с использованием ТБ тест-набора по  
0,2 мл суспензии каждого изолята M. tuberculosis ино-
кулировали в каждый флакон ТБ тест-набора с помощью 
шприца путём прокалывания резиновой пробки или с 
помощью пипетки. Перед посевом пипеткой все фла-
коны ТБ тест-набора, содержащие питательные среды, 
вскрывали, удаляя алюминиевые колпачки, и заменяли 
резиновые пробки на стерильные конические медицин-
ские пробки. Засеянные флаконы укладывали в наклон-
ном положении в упаковочную коробку, которую затем 
помещали в термостат при температуре (36±1)° С. Через 
8 сут инкубации добавляли 0,5 мл 7,5%-ного раствора 
реактива Грисса, приготовленный из сухого реактива, 
в один из двух контрольных флаконов. В случае появ-
ления в нём интенсивной розовой или красной окра-
ски (не менее 3+ по цветовой шкале) вносили по 0,5 мл 
7,5%-ного раствора реактива Грисса во все оставшиеся 
флаконы и проводили визуальный учёт результатов по 
появлению окраски. Если в контрольном флаконе окра-
ска меньше чем 3+, этот флакон уничтожали, остальные 
продолжали инкубировать до 10-12 сут, затем вносили 
раствор реактива Грисса в оставшиеся флаконы и прово-
дили учёт результатов по наличию окраски.

Культура считалась чувствительной к конкретному 
противотуберкулёзному препарату, если во флаконе с ле-
карственным препаратом не наблюдалось появления окра-
ски (при интенсивной окраске в контрольном флаконе). 
Культура считалась устойчивой при появлении окраски 
(от 1+ до 5+) во флаконе с противотуберкулёзным препа-
ратом. Положительным контролем окраски при анализе M. 
tuberculosis служил флакон с ТКГ, в котором происходило 
появление красной или розовой окраски; отрицательным 
контролем – флакон с салицилатом натрия, в котором крас-
ная или розовая окраска не появлялась. Схема проведения 
анализа лекарственной чувствительности M. tuberculosis с 
использованием ТБ тест-набора представлена на рисунке.

Определение лекарственной чувствительности изо-
лятов M. tuberculosis методом абсолютных концентра-

2Приказ М3 РФ от 21.03.03 № 109 «О совершенствовании противо-
туберкулёзных мероприятий в Российской Федерации».
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В ходе тестирования выявлено 16 изолятов с несо-
впадающими результатами хотя бы к одному из четырёх 
противотуберкулёзных препаратов. При дальнейшем 
субкультивировании на среде Левенштейна-Йенсена 5 
изолятов оказались контаминированы. Поэтому анализ 
несовпадающих результатов выполнен методом про-
порций для 11 изолятов (всего n=16 тестов). Результа-
ты анализа, полученные методом пропорций и ПЦР-
секвенирования, представлены в табл. 3.

Результаты определения лекарственной чувстви-
тельности методом пропорций для четырёх изолятов 
M.tuberculosis (76, 228, 272, 440) совпали с первоначаль-
ными результатами, полученными на ТБ тест-наборе, 
для остальных изолятов M. tuberculosis – с результата-
ми, полученными методом абсолютных концентраций 
(табл.2). Результаты определения устойчивости к изо-
ниазиду, рифампицину, стрептомицину дополнительно 
подтверждены наличием мутаций в генах katG, rpoB, 
rpsL и 16SrRNA, соответственно. У изолятов, устойчи-
вых к этамбутолу, равно как и у чувствительных изоля-
тов к данному препарату, выявлены мутации в кодоне 
306 embB гена. Мутации в указанном кодоне встреча-
ются с равной вероятностью у устойчивых и у чувстви-
тельных к этамбутолу штаммов, и не могут быть мар-
кёром устойчивости к этамбутолу [19]. Окончательный 
вывод о лекарственной чувствительности изолятов с не-
совпадающими результатами сделан на основании дан-
ных метода пропорций.

С учётом полученных данных при анализе несовпа-
дающих результатов заново определена точность опре-
деления лекарственной чувствительности с помощью 
ТБ тест-набора в сравнении с методом абсолютных кон-
центраций (табл. 4). Для изониазида и стрептомицина 
результаты не изменилась. Для рифампицина значение 
чувствительности возросло с 94,9% до 97,4%, эффектив-
ности – с 98,4% до 99,0%. Значение специфичности не 
изменилось и сохранилась на уровне 100%. Для этамбу-
тола значения всех параметров возросли; так, значение 
чувствительности увеличилось до 97,5%, специфично-
сти – до 96,6%, эффективности – 97,0%.

При проведении испытаний в лаборатории № 2 посев 
211 анализируемых культур во флаконы ТБ тест-набора 
осуществляли с помощью пипетки. При данном технике 
посева в процессе инкубации иногда выскакивали проб-
ки из флаконов, нарушалась герметичность, что вело к 
подсыханию среды или контаминации посевов.

В процессе испытаний выполнено 844 тестов по 
определению чувствительности каждого изолята к че-
тырём противотуберкулёзным препаратам. Полное со-
впадение результатов получено в 772 (91,5%) тестах. 
Диагностические характеристики ТБ тест-набора пред-
ставлены в табл. 1.

Время получения результатов лекарственной чув-
ствительности тестированных изолятов во второй лабо-
ратории составило в среднем 9,25 сут (диапазон 8-13), 

метод абсолютных концентраций обеспечивал получе-
ние результатов в среднем через 23,0 сут (см.табл. 2).

Из 211 культур результаты лекарственной чувстви-
тельности, полученные с использованием ТБ тест-
набора и метода абсолютных концентраций, не совпа-
дали для 50 изолятов. Все 50 изолятов повторно тести-
рованы с использованием новых серий ТБ тест-набора и 
среды Левенштейна-Йенсена с противотуберкулёзными 
препаратами. Результаты повторного тестирования ле-
карственной чувствительности данных изолятов пред-
ставлены в табл. 5.

Два изолята контаминированы при переконтроле, и 
их лекарственная чувствительность не уточнена. Для 
29 изолятов спектр лекарственной чувствительности 
совпал с первоначальным, полученным на ТБ тест-
наборе, для 16 изолятов – с первоначальными данны-
ми, полученными методом абсолютных концентраций. 
Для трёх изолятов M. tuberculosis (№ 1711, 3273, 4516) 
новые данные, полученные с использованием ТБ тест-
набора и метода абсолютных концентраций, не совпали 
между собой, но повторили первоначальные результаты 
каждого метода. Расхождения результатов для данных 
изолятов связаны с устойчивостью к стрептомицину. У 
указанных изолятов определяли наличие мутаций в ге-

Т а б л и ц а  1
Диагностические характеристики ТБ тест-набора в сравнении 

с методом абсолютных концентраций и ВАСТЕС MGIT 960

Лаборатория Чувстви-
тельность, %

Специфич-
ность, %

Эффектив-
ность, %

Изониазид
Лаборатория № 1 97,5 100 98,5
Лаборатория № 2 93,9 85,0 89,1
Лаборатория № 3 99,3 97,6 98,6
ВАСТЕС MGIT 960 97,9 100 98,6
Рифампицин

Лаборатория № 1 94,9 100 98,0

Лаборатория № 2 92,9 98,4 96,2

Лаборатория № 3 96,9 96,7 97,3
ВАСТЕС MGIT 960 96,9 98,4 97,7
Стрептомицин
Лаборатория № 1 96,9 98,6 97,4

Лаборатория № 2 87,6 97,2 91,5

Лаборатория № 3 96,8 96,8 97,4
ВАСТЕС MGIT 960 97,7 98,9 98,2
Этамбутол
Лаборатория № 1 94,9 95,1 94,9
Лаборатория № 2 73,4 95,9 89,1
Лаборатория № 3 97,9 88,1 90,5
ВАСТЕС MGIT 960 98,4 95,0 95,9

Т а б л и ц а  2
Время (в сутках) получения результатов лекарственной чувствительности изолятов M. tuberculosis в ходе испытаний

Лаборатория ТБ тест-набор Метод абсолютных концентраций ВАСТЕС MGIT 960
Среднее значение Диапазон Среднее значение Диапазон Среднее значение Диапазон

Лаборатория № 1 9,89 8-13 21,0 20-23 - -
Лаборатория № 2 9,25 8-13 23,0 21-28 - -
Лаборатория № 3 9,9 8-15 21,6 21-28 7,2 5-12
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нах 16SrRNA и rpsL, ответственных за устойчивость к 
стрептомицину. ПЦР-секвенирование не выявило мута-
ций ни в гене 16S rRNA, ни в гене rpsL. Учитывая по-
лученные данные и ошибки при проведении внешнего 
контроля качества в данной лаборатории, связанные с 
ложной устойчивостью к стрептомицину, решено счи-
тать все три штамма чувствительными к стрептомицину, 
что подтверждает результаты, полученные с использова-
нием ТБ тест-набора.

После анализа несовпадающих результатов, снова 
определена точность определения лекарственной чув-

ствительности с помощью ТБ тест-набора в сравнении 
с методом абсолютных концентраций (см. табл. 4). По-
сле проведения анализа несовпадающих результатов 
все сравнительные оценочные параметры изменились. 
Чувствительность ТБ тест-набора увеличилась для изо-
ниазида – с 92 до 98,3%; для рифампицина – с 91,9 до 
97,7%; для стрептомицина – с 86,2 до 95,1%; для этамбу-
тола – с 71,2 до 96,8%. Значения специфичности возрос-
ли для изониазида - с 85,8 до 99,0%; для рифампицина 
– с 98,5 до 100%; для стрептомицина – с 96,9 до 100%; 
для этамбутола – с 96,8 до 100%.

В лаборатории № 3 в испытаниях использованы 220 
изолятов M. tuberculosis. Чувствительность ТБ тест-
набора для изониазида составила 99,3%, для рифампи-
цина – 96,9%, для стрептомицина – 96,8%, для этамбу-
тола – 97,3%. Специфичность ТБ тест-набора состави-
ла для изониазида – 97,6%, для рифампицина – 97,6%, 
для стрептомицина – 96,8%, для этамбутола – 81,7%. 
Эффективность составила для изониазида – 98,6%, для 
рифампицина – 97,3%, для стрептомицина – 97,4%, для 
этамбутола – 84,5% (см. табл. 1).

Время получения результатов лекарственной чувстви-
тельности тестированных изолятов в лаборатории № 3 
составило в среднем 9,9 сут (диапазон 8-15), в то время 
как метод абсолютных концентраций обеспечивал полу-
чение результатов в среднем через 21,6 сут (см.табл. 2).

При анализе результатов обнаружен 41 изолят с несо-
впадающими результатами. Из них, для изониазида (H) 
всего 3 изолята имели несовпадающие результаты: два 
изолята определены как H-устойчивые при исследова-
нии с помощью ТБ тест-набора, но как H-чувствительные 
методом абсолютных концентраций. Один изолят диф-
ференцирован как H-чувствительный на ТБ тест-наборе, 
а метод абсолютных концентраций классифицировал 
его как H-устойчивый. По рифампицину (R) резуль-
таты различались для 6 изолятов: ТБ тест-набор вы-
явил три изолята как R-чувствительные, а МАК – как 
R-устойчивые. Три изолята определены с помощью ТБ 

Т а б л и ц а  3
Результаты анализа несовпадающих результатов в лаборатории 1

ПТП Штамм  
M. tuberculosis

Первоначальные 
результаты

Анализ несовпадающих результатов Статус изолята 
после анализа 

несовпадающих 
результатов

ТБ тест-набор МАК Метод пропорций ПЦР-секвенирование

Изониазид 177 S* R** R katG - 315 AGC R
275 S R R katG –315 AGC R

Рифампицин 76 S R S rpoB - WT*** S
272 S R S rpoB - WT S
178 S R R rpoB - 531 TCG R

Стрептомицин 223 R S S rpsL -WT, 16SrRNA - WT S
116 S R R rpsL -WT, 16SrRNA - 516 C R
178 S R R rpsL - 43 AAG, 16SrRNA – WT R
275 S R R rpsL -WT, 16SrRNA - WT R

Этамбутол 114 S R R embB - 306ATG R
177 S R S embB - WT S
178 S R R embB – 306 ATG R
223 R S R embB - 306 ATG R
228 R S R embB - WT R
440 S R S embB - WT S
441 R S S embB - WT S

П р и м е ч а н и е . ПТП – противотуберкулёзный препарат; S* – чувствительный; R** – устойчивый; WT*** – дикий тип.

Т а б л и ц а  4
Точность определения лекарственной чувствительности с по-
мощью ТБ тест-набора после анализа несовпадающих резуль-

татов

Лаборатория Чувствитель-
ность, %

Специфич-
ность, %

Эффектив-
ность, %

Изониазид
Лаборатория № 1 97,5 100 98,5
Лаборатория № 2 98,3 99,0 98,6
Лаборатория № 3 99,8 98,8 99,5
Рифампицин
Лаборатория № 1 97,4 100 99,0
Лаборатория № 2 97,7 100 99,1
Лаборатория № 3 98,0 100 100
Стрептомицин
Лаборатория № 1 96,9 98,6 97,4
Лаборатория № 2 95,1 100 97,3
Лаборатория № 3 97,6 100 98,0
Этамбутол
Лаборатория № 1 97,5 96,6 97,0
Лаборатория № 2 96,8 100 99,1
Лаборатория № 3 98,6 100 99,5



127

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-2-122-130

МИКРОБИОЛОГИЯ

Т а б л и ц а  5
Результаты анализа несовпадающих результатов лекарственной чувствительности изолятов M. tuberculosis в лаборатории № 2

Изолят  
M. tuberculosis

Результат на ТБ тест-наборе Результат, полученный методом абсолютных 
концентраций

Окончательный  
статус изолятов 

Первичный Повторное тестирование Первичный Повторное тестирование
672 HSE HSE Чувств. HSE HSE
708 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
802 S HS HS HS HS
1416 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
1505 И HRSE HRSE HRSE HRSE
1816 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
1824 HRS HRS RS HRS HRS
1917 HRS HRS HRSE HRS HRS 
1950 HSE HSE HRSE HSE HSE
2108 HRS HRS HRSE HRS HRS
2152 Чувств. Чувств. S Чувств. Чувств.
2167 H Контаминация R Контаминация Нет данных
2290 HRE Контаминация HRSE Контаминация Нет данных
2333 H H HRS H H
2402 Чувств. Чувств. S Чувств. Чувств.
2557 HRS HRS RS HRS HRS
2566 HRSE HRSE RS HRSE HRSE
2645 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
4718 Чувств. HSE HSE HSE HSE
6341 Чувств. HSE HSE HSE HSE
1078 HRE HRE Чувств. HRE HRE
1088 Чувств. HRSE HRSE HRSE HRSE
1284 RSE HRSE HRSE HRSE HRSE
1602 HR HR HRS HR HR
1711 Чувств. Чувств. S S Не определен
1728 HSE HRSE HRSE HRSE HRSE
3072 S S SE SE S
3173 HRS HRS HRSE HRS HRS
3253 Чувств. HSE HSE HSE HSE
3260 HRSE HRSE HRS HRSE HRSE
3273 Чувств. Чувств. S S Не определен
3329 HSE HSE S HSE HSE
3415 S Чувств. Чувств. Чувств. Чувств.
3458 HRE HRSE HRSE HRSE HRSE
3497 RSE RS RS RS RS
3651 HRS HRS HRSE HRS HRS
3715 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
3721 HRS HRS HRSE HRS HRS
3786 HS HS HSE HS HS
3846 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
3873 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
3879 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
4126 H H Чувств. H H
4179 HRS HRS RS HRS HRS
4429 Чувств. Чувств. S Чувств. Чувств.
4509 H H Чувств. H H
4516 HR HR HRS HRS Не определен

4519 H H Чувств. H H
4524 HRE HRE RE HRE HRE
4777 HRS HRS HRSE HRS HRS

П р и м е ч а н и е . H – устойчивость к изониазиду, R – рифампицину, S – стрептомицину, E – этамбутолу. Чувств. – чувствительный изолят.
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тест-набора как R-устойчивые, а методом абсолютных 
концентраций как R-чувствительные. По стрептомици-
ну (S) различались результаты для 7 изолятов: четыре 
изолята были S-чувствительными на ТБ тест-наборе, а 
S-устойчивыми при анализе методом абсолютных кон-
центраций. Три изолята были S-устойчивыми на ТБ 
тест-наборе, а S-чувствительными при анализе методом 
абсолютных концентраций. По этамбутолу (Е) резуль-
таты различались для 21 изолята: Из них только один 
изолят определён как Е-чувствительный на ТБ тест-
наборе и как Е-устойчивый при тестировании методом 
абсолютных концентраций. Оставшиеся 20 изолятов те-
стированы как Е-устойчивые с помощью ТБ тест-набора 
и как Е-чувствительные с помощью метода абсолютных 
концентраций (табл. 6).

Все изоляты с несовпадающими результатами суб-
культивированы на среде Левенштейна-Йенсена. В про-
цессе субкультивирования 2 изолята (8500 и 17036) ока-
зались контаминированы. Остальные изоляты в процессе 
проведения анализа несовпадающих результатов мето-
дом пропорций на агаре Миддлебрука 7Н10 и методом 
ПЦР-секвенирования показали следующие результаты. 
Для изолятов с несовпадениями по изониазиду: изолят 
№ 1901 определён как устойчивый методом пропорций, 
что совпадало с первоначальным результатом на ТБ тест-
наборе. Изолят № 32292 показал результаты, совпадаю-
щие с методом абсолютных концентраций, т. е. при те-
стировании методом пропорций выявлена устойчивость к 
изониазиду. При ПЦР-секвенировании katG генов обоих 
изолятов обнаружены мутации в 315 кодоне.

При тестировании методом пропорций четырёх изо-
лятов с несовпадающими результатами по рифампици-
ну получены результаты, совпадающие с первоначаль-
ными результатами на ТБ тест-наборе: № 30228, 1901, 
3803 R-устойчивые, изолят № 3967 – R-чувствительный. 
Два изолята № 30232 и 32292 дали результаты, совпада-

ющие с первоначальными результатами, полученными 
методом абсолютных концентраций: они определены 
как R-устойчивые. Полученные результаты подтвержде-
ны данными ПЦР-секвенирования. R-устойчивые изо-
ляты № 30228, 30232, 1901, 3803 и 32292 имели мутации 
в rpoB гене. Изолят № 3967 не имел мутаций в гене rpoB 
и определён как R-чувствительный при анализе методом 
пропорций.

Анализ изолятов с несовпадающими результатами 
по стрептомицину дал следующие результаты: данные 
для изолятов № 22337, 1901, 7908, 377 совпали с перво-
начальными результатами, полученными на ТБ тест-
наборе. Результаты ЛЧ изолятов № 4744 и 32292 совпали 
с первоначальными, полученными методом абсолютных 
концентраций. При ПЦР-секвенировании S-устойчивых 
изолятов № 22337, 4744, 377 и 32292 определены мута-
ции 43 AGG в гене rpsL. В S-устойчивом изоляте № 1901 
и в изоляте № 7908 не выявлены мутации, ответствен-
ные за устойчивость к стрептомицину.

При проведении испытаний наибольшее количество 
расхождений (n=21) наблюдали при определении чувстви-
тельности к этамбутолу. 20 изолятов устойчивы к этамбуто-
лу при анализе с помощью ТБ тест-набора и чувствитель-
ны к этамбутолу при тестировании методом абсолютных 
концентраций. Фенотипическое определение чувствитель-
ности к этамбутолу является несовершенным, особенно 
для изолятов с мутациями в гене embB, что ведёт к невы-
сокому проценту совпадения результатов при сравнитель-
ных испытаниях [20, 21]. При анализе изолятов методом 
пропорций 20 изолятов подтвердили первоначальные дан-
ные ТБ тест-набора; для изолята № 26738 (n=1) получены 
данные, совпадающие с первоначальными результатами 
метода абсолютных концентраций. ПЦР-секвенирование 
обнаружило мутации у 12 изолятов № 360, 364, 365, 368, 
377, 1752, 2318, 3677, 4023, 4733, 4744, 29795 в гене embB 
в положении 406. Мутации в данном положении встреча-

Т а б л и ц а  6
Несовпадающие результаты определения лекарственной чувствительности M. tuberculosis в лаборатории № 3

ПТП
(число несовпадений)

Штамм
M. tuberculosis

ТБ тест-набор Метод абсолютных 
концентраций

Метод пропорций ПЦР секвенирование

Изониазид (n=3) 17036
1901
32292

R
R
S

S
S
R

Контаминация
R
R

Не анализировали
katG 315 AGC
katG 315 ACC

Рифампицин (n=6) 1901
3803
30228
3967
30232
32292

R
R
R
S
S
S

S
S
S
R
R
R

R
R
R
S
R
R

rpoB 531TTG
rpoB 531 TTG
rpoB 531 TCG

rpoB – нет мутаций
rpoB 516 GTC

rpoB- нет мутаций
Стрептомицин (n=7) 22337

1901
7908
377
4744
32292
8500

R
R
S
R
S
S
S

S
S 
R
S
R
R
R

R
R
S
R
R
R

Контаминация

rpsL - 43 AGG
rpsL – нет мутаций
rpsL – нет мутаций

rpsL - 43 AGG
rpsL - 43 AGG
rpsL – 43 AGG

Не анализировали
Этамбутол (n=34) 26738 (n=1) S R R embB - Нет мутаций

360, 364, 365, 368, 
377, 1752, 2318, 
3677, 4023, 4733, 

4744, 29795 (n=12)

Все R
(n=20)

Все S (n=20) R (n=12) emb 406 GGC (n=12)

1767, 2213, 2237, 
3145, 3803, 4530, 

22337, 26877, (n=8)

R
(n=8)

embB 306 ATG
(n=8)
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ются только у культур, устойчивых к этамбутолу. У 8 изо-
лятов № 1767, 2213, 2237, 3145, 3803, 4530, 22337, 26877 
мутации выявлены в 306 кодоне. Данный тип мутаций 
встречается у устойчивых и чувствительных к этамбутолу 
штаммов M. tuberculosis [19].

Окончательный статус изолятов принят по данным 
метода пропорций. Точность определения лекарствен-
ной чувствительности изолятов M. tuberculosis с помо-
щью ТБ тест-набора в лаборатории № 3 после анализа 
несовпадающих результатов изменилась: чувствитель-
ность ТБ тест-набора увеличилась для изониазида – с 
99,3 до 99,8%; для рифампицина – с 96,9 до 98%; для 
стрептомицина – с 96,8 до 97,6%; для этамбутола – с 
97,9 до 98,6%. Значения специфичности возросли для 
изониазида - с 97,6 до 98,8%; для рифампицина – с 97,6 
до 100%; для стрептомицина – с 96,8 до 100%; для этам-
бутола – с 88,1 до 100%. Эффективность достигла 99,5% 
для изониазида, 99,1% для рифампицина, 98,0% для 
стрептомицина, 99,5% для этамбутола.

Сравнение ТБ тест-набора и ВАСТЕС 960 MGIT. 
В лаборатории № 3 результаты определения лекарствен-
ной чувствительности 220 изолятов M. tuberculosis, полу-
ченные с использованием ТБ тест-набора, сравнивали с 
результатами ВАСТЕС MGIT 960. Чувствительность ТБ 
тест-набора для изониазида составила 97,9%, для рифам-
пицина – 96,9%, для стрептомицина – 97,7%, для этамбу-
тола – 98,4%. Специфичность ТБ тест-набора составила 
для изониазида – 100%, для рифампицина – 98,4%, для 
стрептомицина – 98,9%, для этамбутола – 95,1%. Эффек-
тивность – для изониазида –98,6%, для рифампицина 
– 97,7%, для стрептомицина – 98,2%, для этамбутола – 
95,9% (см. табл. 1).

Время получения результатов лекарственной чув-
ствительности тестированных изолятов составило на ТБ 
тест-наборе в среднем 9,9 сут (диапазон 8-15). ВАСТЕС 
MGIT 960 давал результаты через 7,2 сут (диапазон 5-12 
сут) (см.табл. 2).

Обсуждение. Испытания разработанного в ФБУН 
ГНЦ ПМБ ТБ тест-набора в сравнении с методом аб-
солютных концентраций и автоматизированной си-
стемой ВАСТЕС  MGIT 960 продемонстрировали 
высокую степень совпадений полученных результа-
тов тестирования чувствительности M. tuberculosis к 
противотуберкулёзным препаратам 1 ряда: изониази-
ду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу. Пока-
затели эффективности ТБ тест-набора (чувствитель-
ность, специфичность, эффективность) относительно 
метода абсолютных концентраций в лабораториях № 
1 и № 3 выше, чем в лаборатории № 2, возможно, из-
за альтернативной техники посева. При сравнении ТБ 
тест-набора и BACTEC MGIT 960 оценочные показа-
тели превышали 95%. Результаты, полученные с ком-
мерческим ТБ тест-набором, не уступают результатам 
нитратредуктазного метода, испытанного в нескольких 
международных лабораториях при определении чув-
ствительности M. tuberculosis [22].

После проведения анализа несовпадающих резуль-
татов практически все показатели во всех трёх лабора-
ториях превышали 95%, что соответствует требованиям 
ВОЗ, предъявляемым к новым анализам M. tuberculosis 
(чувствительность должна быть не менее 90% и спец-
ифичность – 95%) [23].

Время получения результатов с ТБ тест-набором 
короче, чем с использованием метода абсолютных кон-
центраций и соизмеримо со временем получения резуль-

татов с BACTEC MGIT 960. ТБ тест-набор прост в ис-
пользовании, не требует дорогостоящего оборудования 
и специальной подготовки персонала.
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