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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Туберкулез со множественной и широкой лекарственной устойчивостью является 
глобальной проблемой здравоохранения. В Республике Беларусь, несмотря на рез-
кое снижение заболеваемости в последние годы, число случаев туберкулеза со мно-
жественной лекарственной устойчивостью остается достаточно высоким: одна треть 
вновь диагностированных пациентов с туберкулезом и две трети пролеченных па-
циентов имеют форму со множественной лекарственной устойчивостью. Сложность 
эпидемиологической ситуации обусловливает высокие требования к качеству лабо-
раторной диагностики туберкулеза, стандартизации исследований, использованию 
современных диагностических технологий – автоматизированных диагностических 
систем, молекулярно-генетических исследований. В статье представлен анализ ис-
пользования молекулярно-генетических методов (Xpert MTB/Rif, LineProbeAssay) в 
лабораторной диагностике туберкулеза в сравнении с фенотипическими методами: 
с использованием автоматизированной системы ВАСТЕС MGIT 960 и классических 
методов исследования. Анализ проводился на основании данных обследования па-
циентов с туберкулезом, находившихся на лечении в Республиканской больнице ИУ 
«ИК № 12» за период с 2012 по 2021 год.
Ключевые слова: туберкулез, микобактерия туберкулеза, молекулярно-генетиче-
ские методы, фенотипические методы, тесты лекарственной чувствительности
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Заболеваемость туберкулезом и смертность от него к настоящему времени остают-
ся важными медико-социальными проблемами во всем мире, и положить конец эпи-
демии является одной из задач Целей в области устойчивого развития до 2030 года. 
Одной из причин сохранения высокого уровня заболеваемости и смертности от тубер-
кулеза является наличие форм со множественной лекарственной устойчивостью [1].
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Multidrug-resistant tuberculosis and extensively drug-resistant tuberculosis is a global 
public health problem. Despite a sharp decline in morbidity in recent years in the Republic 
of Belarus, the number of multidrug-resistant tuberculosis cases remains quite high: one 
third of newly diagnosed tuberculosis patients and two thirds of treated patients present 
a multidrug-resistant form. Challenging epidemiological situation determines high 
requirements for the quality of tuberculosis laboratory diagnostics, tests standardization, 
for use of modern diagnostic technologies, i.e. automated diagnostic systems, and 
molecular and genetic testing. The article presents an analysis of molecular genetic 
methods (Xpert MTB/Rif, LineProbeAssay) applied in laboratory diagnosis of tuberculosis 
compared with phenotypic methods: by using ВАСТЕС MGIT 960 automated system and 
conventional testing methods. The analysis was carried out on the basis of the findings 
of medical examination of tuberculosis patients who were treated at the Republican 
Hospital of the Correctional Institution "Correctional Facility No. 12" for the period from 
2012 to 2021.
Keywords: tuberculosis, mycobacterium tuberculosis, molecular genetic methods, 
phenotypic methods, drug sensitivity tests
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Молекулярно-генетические методы (МГМ) обладают значительными преимуще-
ствами с точки зрения расширения масштабов, предусмотренных программой ве-
дения и контроля случаев лекарственно-устойчивого туберкулеза (ТБ), обеспечивая 
более быструю диагностику, стандартизованное тестирование, потенциально высо-
кую пропускную способность и меньшее число требований в отношении обеспече-
ния биологической безопасности лаборатории [5].

Алгоритмом лабораторной диагностики ВОЗ «быстрые» молекулярно-биологиче-
ские методы исследования (Xpert MTB/Rif/ULTRA и LineProbeAssay) определены как 
предпочтительные для первичной диагностики ТБ и определения лекарственной 
чувствительности (ТЛЧ) к противотуберкулезным лекарственным средствам (ПТЛС) 
первой и второй линии. Особенно важна быстрая диагностика в случаях туберку-
леза со множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ-ТБ) и широкой лекар-
ственной устойчивостью (ШЛУ-ТБ) при неэффективности проводимой терапии [2, 3]. 
Основные достоинства МГМ – это скорость получения результата, высокая чувстви-
тельность и специфичность.

Система GeneXpert является первой в мире системой, позволяющей выполнять 
все этапы ПЦР-анализа, включая пробоподготовку образца, экстракцию, ампли-
фикацию, детекцию и идентификацию последовательностей нуклеиновых кислот 
в одном приборе, что значительно снижает риск контаминации и недостоверных 
результатов [7].

Тесты LineProbeAssay (LPA, Хайн-тест) – GenoTypeMTBDRplus и GenoTypeMTBDrsl – 
основаны на DNA-STRIP технологии (гибридизации с ДНК-зондами). Эти тесты позво-
ляют обнаружить ДНК микобактерий туберкулезного комплекса и определить чув-
ствительность их к ПТЛС первой (изониазид, рифампицин) и второй (фторхинолоны 
и аминогликозиды / циклические пептиды, включающие инъекционные антибиоти-
ки: анамицин, амикацин, капреомицин) линии [4].

В 2018 году, после детального изучения всех выявляемых методом LPA мутаций, 
ВОЗ были разработаны новые правила интерпретации результатов, которые позво-
лили определять лекарственную чувствительность к этионамиду/протионамиду, 
выделить из группы фторхинолонов отдельно левофлоксацин и моксифлоксацин. 
Появилась возможность выявлять мутации, ассоциированные с низким и высоким 
уровнем минимальной ингибирующей концентрации (МИК) изониазида и мокси-
флоксацина, определяющие эффективность применения высоких доз этих ПТЛС при 
лечении ТБ. Этим обусловлено основное применение теста LPA – определение ле-
карственной чувствительности и своевременное выявление пациентов с МЛУ-ТБ и 
ШЛУ-ТБ.

В Республиканской больнице ИУ «ИК № 12» современные молекулярно-генетиче-
ские методы (LPA, Xpert MTB/Rif/ULTRA) внедрены в работу в 2012–2014 гг. Примене-
ние наряду с МГМ классических и ускоренных методов бактериологической диагно-
стики с использованием автоматизированной системы BACTEC MGIT 960 позволяет 
дать сравнительную характеристику получаемых результатов.

Все методы характеризуются чувствительностью и специфичностью. Самый про-
стой и дешевый, но наименее чувствительный метод – метод световой бактериоско-
пии. За период с 2012 по 2021 год было получено 11,6% (10,7–12,5%) положительных 
результатов. Рост микобактерий туберкулеза (МБТ) на плотных питательных средах 
(ППС) был получен в 17,9% (16,6–19,2%) от всех посевов, на жидких средах (MGIT) – 
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27,5% (25,8–29,2%), что подтверждает большую чувствительность жидких питатель-
ных сред. При тестировании в системе GeneXpert MTB/Rif с 2014 по 2021 год было 
получено 29,6% (21,2–37,9%) положительных результатов, из них 54,5% рифампицин-
устойчивых штаммов МБТ.

Важным фактором является время оборота теста (ВОТ), то есть период времени 
между двумя специфицированными «точками»  – назначением исследования и вы-
дачей его результата, включающий в себя преаналитический, аналитический и пост- 
аналитический этапы. Время получения положительного результата на плотных пита-
тельных средах при посеве материала с положительной бактериоскопией составило 
в среднем 23 сут., с отрицательной бактериоскопией – 32 сут.; на жидких средах – от 
13 до 27 сут. соответственно. При суммировании времени получения положительно-
го результата посева и ТЛЧ ВОТ при посеве на плотные среды составило 53–62 сут. 
после посева, а с использованием автоматизированной системы BACTEC MGIT 960 – 
27–41 сут. Использование «быстрых» методов молекулярно-генетического исследо-
вания (Xpert MTB/Rif ) позволяет в максимально короткие сроки (2–3 часа) не только 
получить подтверждение наличия у пациента ДНК МБТ, но и выявить случаи МЛУ-ТБ 
по обнаружению мутаций в гене rpoB, ассоциированных с устойчивостью к рифам-
пицину. Выполнение теста LPA занимает от 1 до 2 суток, исследование может произ-
водиться как с первичным материалом пациента, так и с выделенной культурой МБТ.

При анализе результатов молекулярно-генетических (Xpert MTB/Rif ) и бактерио-
скопических исследований выявлено, что положительные результаты микроскопии 
регистрировалась только в 66,5% случаев из всех положительных результатов Xpert 
MTB/Rif (преимущественно со средним и высоким уровнями выявления ДНК мико-
бактерий туберкулезного комплекса). Это подтверждает более высокую чувстви-
тельность молекулярно-генетического метода, поэтому ВОЗ рекомендует заменять 
бактериоскопию мазка по Цилю – Нильсену быстрыми молекулярными тестами [6]. 
В то же время отрицательный результат Xpert MTB/RIF не гарантирует отсутствия ми-
кобактерий туберкулеза в образце. Так, в 5,6% образцов с отрицательным резуль-
татом молекулярно-генетического исследования (Xpert MTB/Rif ) был выявлен рост 
микобактерий туберкулеза при посеве на плотные и жидкие питательные среды. 
6,4% образцов с положительным результатом Xpert MTB/Rif не дали роста МБТ на пи-
тательных средах. Наибольшее количество не подтвержденных посевом результа-
тов регистрировалось при использовании более чувствительной версии GeneXpert 
MTB/RIF Ultra (при обнаружении низкого уровня МБ туберкулезного комплекса  – 
следы). Выявленное расхождение можно объяснить как порогом чувствительно-
сти метода, так и наличием нежизнеспособных микобактерий в диагностическом  
материале.

При использовании молекулярно-генетического анализа Xpert MTB/Rif совпа-
дение показателей теста лекарственной чувствительности (ТЛЧ) к рифампицину с 
результатами применения фенотипических методов исследования составило 99,8% 
(99,7–99,9%), что подтверждает высокую чувствительность метода при значительно 
меньшем времени оборота теста.

Расхождение результатов ТЛЧ при использовании фенотипических и молеку-
лярно-биологических методов исследования может быть обусловлено различны-
ми причинами: неканоническими мутациями, определяющими уменьшение мини-
мальных ингибирующих концентраций, наличием молчащих мутаций (изменение  
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нуклеотидной последовательности ДНК в исследуемом локусе, что может интерпре-
тироваться как вероятная резистентность; в то же время молчащие мутации не при-
водят к фенотипическим изменениям микроорганизма), гетерорезистентностью в 
связи с инфицированием пациента двумя различными штаммами, суперинфекцией 
или сегрегацией одного штамма, представленного чувствительными и резистентны-
ми МБ (вследствие неадекватной химиотерапии) [4, 8].

Расхождения результатов определения чувствительности к рифампицину метода-
ми молекулярно-генетического исследования (Xpert MTB/Rif ) и LPA (LineProbeAssay, 
Хайн-тест) составили 0,3%. В соответствии с рекомендациями ВОЗ более достовер-
ными считаются результаты LPA, так как в них заложен анализ большего количества 
мутаций [3].

Совпадение результатов оценки показателей ТЛЧ методом LPA с 2012 по 2021 год 
с фенотипическими методами составило: изониазид  – 99,6% (99,4–99,8%), рифам-
пицин  – 98,2% (97,7–98,7%), фторхинолоны  – 94,2% (88,9–99,5%), аминогликозиды/
циклопептиды – 90,6% (81,2–99,4%). Результаты LPA по высокой концентрации мок-
сифлоксацина достоверно чаще коррелировали с ТЛЧ с использованием автомати-
зированной системы BACTEC MGIT 960 – совпадение составило 99,1% (98,7–99,5%).

Вариабельность результатов может быть связана с наличием в образце гетероре-
зистентных штаммов МБТ: с использованием молекулярно-генетических технологий 
Xpert MTB/Rif и LPA выявляются мутации, идентифицированные МУТ-зондами, если 
их имеют не менее 5% МБТ в популяции, но МГМ не могут выявить МБТ с мутация-
ми, идентифицированными отсутствием зондов ДТ (дикого типа), если их количество 
меньше 95% от общей популяции. Если лекарственно-чувствительные микобакте-
рии присутствуют в образце в более высокой концентрации, результат фенотипи-
ческого ТЛЧ будет чувствительный. Поэтому в соответствии с рекомендациями ВОЗ 
устойчивость МБТ, обнаруженная МГМ, должна быть подтверждена фенотипически, 
за исключением отдельных случаев очевидных мутаций с высокой доказательной 
базой [8].

За время использования МГМ тесты продемонстрировали свою высокую специ- 
фичность: с их помощью были идентифицированы микст-культуры  – ассоциация 
МБТ и нетуберкулезных микобактерий (НТМ), что затруднительно при использо-
вании культурального метода. Применение диагностического набора GenoType 
Mycobacterium CM позволило производить быструю видовую идентификацию нету-
беркулезных НТМ в выделенных культурах.

Однако чувствительность LPA GenoTypeMTBDRsl ver.2, рекомендованной произ-
водителем для работы с бактериоскопически отрицательными образцами, по полу-
ченным нами данным, на нашем опыте все же оказалась невысокой: для успешного 
прохождения теста образцы материала от пациентов должны были иметь положи-
тельный результат бактериоскопии на КУБ (не менее 1+).

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Молекулярно-генетические методы диагностики туберкулеза обладают наиболее 

высокой чувствительностью и специфичностью. Использование молекулярно-гене-
тических методов в Республиканской больнице ИУ «ИК № 12» сократило сроки диа-
гностики туберкулеза в 3–4 раза. Но, так как ни один лабораторный метод не может 
обладать 100%-ной достоверностью, расхождения результатов неизбежны. Поэтому 
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должен применяться основанный на предложенном алгоритме комплексный мето-
дический подход с использованием молекулярно-генетических и фенотипических 
исследований. Выполнение посевов и постановка тестов лекарственной устойчиво-
сти с использованием автоматизированной системы BACTEC MGIT 960 признаны ВОЗ 
«золотым стандартом» лабораторной диагностики туберкулеза.

Исследование из одного образца материала разными методами необходимо как 
для быстрой диагностики туберкулеза, так и для подтверждения достоверности ре-
зультатов ТЛЧ. Получение достоверных результатов лабораторной диагностики в 
максимально короткие сроки – залог своевременной и успешной терапии туберку-
леза и предупреждения его распространения.
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