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Резюме

На большом клиническом материале проведена срав-

нительная оценка эффективности использования в 

лабораторной практике различных методов выявле-

ния микобактерий. Охарактеризованы достоинства 

и ограничения для традиционных и современных 

ускоренных микробиологических и молекулярно- 

генетических методов диагностики туберкулеза. Со-

поставлены результаты исследований, выполненных 

различными методами, и показано, что в настоящее 

время для повышения эффективности диагностики 

туберкулеза существует необходимость в параллель-

ном использовании одновременно комплекса микро-

биологических и молекулярно-генетических методов.

Ключевые слова: туберкулез, микробиологическая 
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Summary

Much clinical material was used to evaluate the efficien-

cy of using different studies methods for detection of 

Mycobacterium in laboratory practice. Advantages and 

restrictions of traditional and modern accelerated micro-

biological and molecular-genetic methods for tubercu-

losis diagnosis were characterized. The results of studies 

performed by different methods were compared and it 

was shown that a set of microbiological and molecular- 

genetic methods should be concurrently employed to 

enhance the efficiency of tuberculosis diagnosis.

Keywords: tuberculosis, microbiological tuberculosis 

diagnosis, molecular-genetic studies, efficiency of Myco-

bacterium detection

Введение

Внедрение в клиническую практику стандартной 

модели лабораторного обследования, разработан-

ной с учетом всех необходимых требований, позво-

лит исключить излишнее дублирование анализов в 

лабораториях и выполнение нецелесообразных ис-

следований, не дающих дополнительной информации 

лечащему врачу, что существенно сократит производ-

ственную нагрузку на лаборатории и тем самым по-

зволит улучшить качество их работы.

К сожалению, в настоящее время ни одна из 

технологий, применяемых в микробиологиче-

ской диагностике туберкулеза (микроскопические, 
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 бактерио логические и молекулярно-генетические 

методы исследования), не позволяет дать полную 

характеристику возбудителя, поэтому возникает не-

обходимость дублирования исследований разными 

методами. Наиболее дорогостоящим является дубли-

рование исследований на уровне выявления возбуди-

теля в диагностическом материале.

Согласно приказу Минздрава от 29.12.14 № 951 в 

медицинских организациях фтизиатрического про-

филя при постановке диагноза «туберкулез» обяза-

тельными методами исследования являются люми-

несцентная микроскопия, молекулярно-генетическое 

на наличие маркеров ДНК микобактерий туберкулеза 

(МБТ), культуральное — на жидкой и плотной пита-

тельных средах [1].

В соответствии с последними международными 

рекомендациями для диагностики пациентов с по-

дозрением на туберкулез предпочтение должно от-

даваться молекулярным диагностическим тестам и 

посевам на жидких средах [2]. Всемирная организа-

ция здравоохранения (ВОЗ) рекомендует при прове-

дении первичной диагностики туберкулеза заменять 

традиционное исследование микроскопии мазка 

быстрыми молекулярными тестами. Последующее 

микроскопическое исследование мазка мокроты, вы-

полняемое исключительно с целью оценки бактери-

альной нагрузки и степени контагиозности пациента, 

рекомендуется проводить только при получении по-

ложительного результата быстрого молекулярного 

теста.

Цель исследования

Провести сравнительную оценку эффективности 

и анализ целесообразности применения различных 

методов исследований для выявления МБТ. Рассмот-

реть возможность отказаться от использования клас-

сических методов микробиологической диагностики 

туберкулеза, заменив их быстрыми молекулярными 

тестами, введенными в стандартный алгоритм лабо-

раторных исследований.

Материалы и методы исследования

Выявление микобактерий из различных видов 

диагностического материала, полученного от паци-

ентов, обследуемых с целью диагностики и контроля 

химиотерапии туберкулеза, проводили с использо-

ванием следующих методов: люминесцентной ми-

кроскопии; культурального на жидкой питательной 

среде (модифицированная среда Middlebrook 7Н9) в 

автоматизированной системе BACTEC MGIT 960; поли-

меразной цепной реакции в режиме реального вре-

мени (ПЦР-РВ) («Синтол», Россия); GeneXpert MTB/RIF 

(Cepheid, США).

Первичную идентификацию культуры проводили с 

использованием ID-теста TB Ag MPT64 Rapid (Standard 

Diagnostics, Корея) и микроскопией препаратов с 

окраской по Цилю–Нильсену. Видовую идентифика-

цию микобактерий осуществляли с использованием 

молекулярного метода, основанного на множествен-

ной обратной гибридизации с ДНК-зондами GenoType 

CM/AS (Hain Lifescience, Германия).

Результаты и их обсуждение

Проведено сравнительное исследование пока-

зателей эффективности (доли исследований с поло-

жительными результатами среди всех исследований 

данного вида) различных методов выявления МБТ. 

Исследование проводили на разных видах диагности-

ческих материалов, выделенных от больных туберку-

лезом или другими заболеваниями органов дыхания, 

находящихся на лечении в клинике ЦНИИТ.

Первоначально в исследование были включены 

2642 больных, которым назначалось микробиоло-

гическое исследование для выявления возбудителя 

туберкулеза из одного образца диагностического 

материала разными методами одновременно. Таким 

образом, каждый из испытуемых образцов исследо-

вали комплексно тремя методами: люминесцентная 

микроскопия, посев на жидкую среду с последующим 

культивированием в анализаторе BACTEC MGIT 960 и 

ПЦР-РВ. Результаты проведенных исследований пред-

ставлены в табл. 1.

Таблица 1

Сравнительная эффективность выявления 

микобактерий из одного образца диагностического 

материала различными методами исследования

Число 
обследованных 

больных

Число больных с положительными 
результатами выявления микобактерий 

различными методами

люминесцентная 
микроскопия

BACTEC MGIT 
960 ПЦР-РВ

абс. % абс. % абс. % абс. %

2642 100 722 27,3 869 32,9 1404 53,1

Из полученных данных (табл. 1) следует, что наи-

более высокая эффективность выявления МБТ (53,1%) 

наблюдалась для метода ПЦР-РВ (разница с другими 

методами достоверна, р<0,05).

Следует заметить, что в приведенный анализ, 

кроме больных с верифицированным диагнозом «ту-

беркулез», вошли пациенты с дифференциальными 

диагнозами и больные с неспецифическими заболе-

ваниями легких, что автоматически увеличило коли-

чество отрицательных результатов для всех методов. 
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Кроме того, в исследование были включены пациенты, 

обследуемые как с целью диагностики, так и контроля 

химиотерапии туберкулеза, что также объясняет отно-

сительно невысокие показатели выявления микобак-

терий в целом и не слишком большое преимущество в 

положительных результатах, полученных культураль-

ным методом, по сравнению с методом микроскопии.

Тем не менее проведенное исследование позво-

лило сделать однозначный вывод о том, что использо-

вание молекулярно-генетического метода дает воз  -

можность получить достоверно более высокий про-

цент положительных результатов в сравнении с тра-

диционными микробиологическими методами. Кроме 

того, важным достоинством метода ПЦР-РВ является 

также быстрота получения результатов.

Однако, несмотря на преимущества, молекулярно- 

генетические методы, как уже указывалось выше, ис-

пользуют в лабораторной практике для выявления 

МБТ в тандеме с микроскопическим и культуральным 

методами исследования, что регламентировано нор-

мативными документами [1, 3]. Вместе с тем сверх-

нормативная нагрузка негативно сказывается на эф-

фективности и качестве работы лаборатории, в связи 

с чем необходима оптимизация схемы микробио-

логического обследования пациентов с целью диа-

гностики и последующего контроля химиотерапии 

туберкулеза для снижения количества выполняемых 

анализов.

В этой связи мы провели анализ лабораторных 

данных, полученных в отделе микробиологии ЦНИИТ, 

с целью оценить необходимость дублирования иссле-

дований по выявлению микобактерий разными мето-

дами диагностики, выполняемыми из одного образца 

диагностического материала.

Для данного анализа были отобраны 2692 образ-

ца мокроты, выделенных от больных туберкулезом и 

поступивших в лабораторию из лечебных подразде-

лений ЦНИИТ. Из каждой порции мокроты выполняли 

одновременно посев на жидкую среду для культиви-

рования в автоматизированной системе ВАСТЕС MGIT 

960, а также исследование на наличие ДНК МБТ мето-

дом ПЦР-РВ. Указанный молекулярно-генетический 

метод, использующий отечественные тест-системы, 

широко применяется в РФ и хорошо себя зарекомен-

довал.

В ходе проводимого исследования для 118 об-

разцов из 2692 (4,4% случаев, что не превышало до-

пустимой нормы) не удалось получить каких-либо 

достоверных результатов исследования методом по-

сева ввиду контаминации этих посевов посторонней 

микрофлорой. В то же время для указанных 118 образ-

цов положительные результаты методом ПЦР-РВ были 

получены в 46 случаях (39%), а отрицательные  — 

в 72 случаях (61%).

Таким образом, метод ПЦР-РВ дал возможность 

выявить наличие ДНК МБТ и в дальнейшем протести-

ровать лекарственную устойчивость молекулярным 

методом в образцах, для которых были получены не-

интерпретируемые результаты методом ВАСТЕС MGIT 

960. Количество таких случаев составило 1,7% общего 

числа взятых в настоящее исследование образцов.

Далее было установлено, что из 2692 исследован-

ных образцов 35 дали положительные результаты 

методом ВАСТЕС MGIT 960 при отрицательных ре-

зультатах, полученных методом ПЦР-РВ, а в ходе даль-

нейших исследований было выявлено наличие в этих 

35 образцах нетуберкулезных микобактерий.

Таким образом, общее число случаев, при кото-

рых метод ПЦР-РВ показал отсутствие в материале 

ДНК МБТ, а использование метода ВАСТЕС MGIT 960 

позволило получить и в дальнейшем идентифици-

ровать культуру, определив ее видовую принадлеж-

ность к нетуберкулезным микобактериям, составило 

1,3%. Отметим, что информация о наличии у больного 

нетуберкулезных микобактерий чрезвычайно важна 

для клиницистов при постановке правильного диа-

гноза и назначении схемы лечения.

Для оставшихся 2539 образцов мокроты было 

проведено сравнение показателей удельного веса 

возможных сочетаний положительных и отрицатель-

ных результатов наличия МБТ, полученных обоими 

методами. Данные сравнительного изучения резуль-

тативности методов ВАСТЕС MGIT 960 и ПЦР-РВ пред-

ставлены в табл. 2.

Таблица 2

Сопоставление положительных и отрицательных 

результатов выявления МБТ из образцов мокроты, 

выделенных от больных туберкулезом, при 

использовании методов ВАСТЕС MGIT 960 и ПЦР-РВ

Результаты ПЦР-РВ+ ПЦР-РВ– Всего

ВАСТЕС+ 854 (33,7%) 95 (3,7%) 949 (37,4%)

ВАСТЕС– 379 (14,9%) 1211 (47,7%) 1590 (62,6%)

Всего 1233 (48,6%) 1306 (51,4%) 2539 (100%)

Из приведенных в табл. 2 данных следует, что в 

2539 образцах положительные результаты выявления 

МБТ методом посева на жидкие среды в автоматизи-

рованной системе ВАСТЕС MGIT 960 были получены 

для 949 образцов (37,4%), а положительные резуль-

таты обнаружения ДНК МБТ методом ПЦР-РВ  — для 

1233 образцов (48,6%).

При этом были обнаружены расхождения в ре-

зультатах, полученных разными методами из одно-

го образца. Количество случаев с положительным 

результатом ПЦР-РВ при отрицательном результате 
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 посева на ВАСТЕС MGIT 960 составило 379 (14,9%), в то 

время как отрицательный результат ПЦР-РВ при поло-

жительном результате посева на ВАСТЕС MGIT 960 на-

блюдался в 95 случаях (3,7%).

Отметим, что в данном эксперименте расчетное 

значение чувствительности метода ПЦР-РВ по отно-

шению к методу ВАСТЕС MGIT 960, являющемуся «зо-

лотым стандартом» диагностики для выявления МБТ, 

составило 90%.

Далее мы оценили чувствительность (по отноше-

нию к методу ВАСТЕС MGIT 960) еще одного ускорен-

ного метода молекулярно-генетической диагностики, 

а именно: картриджной технологии, выполняемой с 

помощью набора реагентов Xpert MTB/RIF на анали-

заторе GeneXpert. Указанный метод одобрен и реко-

мендован к использованию Всемирной организацией 

здравоохранения (ВОЗ), как обладающий хорошими 

диагностическими характеристиками и позволяющий 

получать своевременные и достоверные данные для 

клинического и эпидемиологического использования.

Результаты проведенного в ЦНИИТ сравнительно-

го исследования методов Xpert MTB/RIF и ВАСТЕС MGIT 

960 представлены в табл. 3. Анализ результатов по-

зволяет сделать вывод о том, что при использовании 

метода Xpert MTB/RIF также имели место расхождения 

в результатах с методом ВАСТЕС MGIT 960 (табл. 3). 

В данном опыте чувствительность метода Xpert MTB/

RIF относительно метода ВАСТЕС MGIT 960 составила 

91,7%, что согласуется с данными литературы [2, 4].

Таблица 3

Сопоставление положительных и отрицательных 

результатов обнаружения МБТ методами ВАСТЕС 

MGIT 960 и GeneXpert MTB/RIF

Результаты Xpert MTB/RIF+ Xpert MTB/RIF– Всего

ВАСТЕС + 66 (34,4%) 6 (3,1%) 72 (37,5%)

ВАСТЕС– 19 (9,9%) 101 (52,6%) 120 (62,5%)

Всего 85 (44,3%) 107 (55,7%) 192 (100%)

Кроме того, представлялось интересным прове-

сти сравнение между собой двух различных молеку-

лярно-генетических методов исследования (метода 

ПЦР-РВ и метода GeneXpert MTB/RIF) и оценить сте-

пень расхождения получаемых с их помощью резуль-

татов по обнаружению в диагностическом материале 

ДНК МБТ.

Результаты данного исследования представле-

ны в табл. 4. Анализ полученных данных показал, что 

изучаемые молекулярно-генетические методы не по-

зволили получить 100% совпадения результатов об-

наружения ДНК МБТ. Вместе с тем было отмечено, что 

метод ПЦР-РВ обладает несколько более высокой чув-

ствительностью по сравнению с методом GeneXpert 

MTB/RIF (табл. 4).

Таблица 4

Сопоставление показателей выявления ДНК МБТ 

различными молекулярно-генетическими методами 

исследования

Результаты Xpert MTB/RIF+ Xpert MTB/RIF– Всего

ПЦР-РВ+ 127 (34,6%) 23 (6,3%) 150 (40,9%)

ПЦР-РВ– 6 (1,6%) 211 (57,5%) 217 (59,1%)

Всего 133 (36,2%) 234 (63,8%) 367 (100%)

Сопоставление и анализ результатов использо-

вания культурального и молекулярно-генетических 

методов позволяют сделать вывод о том, что эти мето-

ды являются взаимодополняющими, и для получения 

максимально достоверных и информативных резуль-

татов наличия микобактерий в диагностическом мате-

риале необходимо использовать различные методы 

исследования в комплексе. Ускоренные молекулярно- 

генетические методы, обязательные к применению, как 

обеспечивающие высокую эффективность и быстроту 

получения результатов, должны быть, тем не менее, па-

раллельно продублированы классическими микробио-

логическими методами диагностики туберкулеза.

Известно, что метод посева на жидкие среды с ис-

пользованием автоматического микробиологическо-

го анализатора ВАСТЕС MGIT 960 не только обладает 

высокой диагностической чувствительностью, но и 

позволяет получить культуру, которую в дальнейшем 

подвергают идентификации, что дает возможность 

выявлять наличие в образце как МБТ, так и нетуберку-

лезных микобактерий.

Следует отметить, что преимуществом культу-

рального метода с применением автоматизирован-

ной системы является высокая эффективность стан-

дартизованных на уровне сертифицированных по 

ISO  9001 производств реагентов и сред, а также ис-

пользование заданных протоколов исследований. 

В то же время основное преимущество молекулярно- 

генетических методов выделения ДНК МБТ и опре-

деления мутаций, ассоциированных с лекарственной 

устойчивостью, состоит в том, что эти методы являют-

ся быстрыми, позволяя получить результаты в очень 

короткий временной период. Минимизация ручного 

труда, имеющая место при использовании как автома-

тизированных бактериологических анализаторов, так 

и современных молекулярно-генетических методов, 

снижает вероятность ошибок оператора при выпол-

нении исследований указанными методами.

Таким образом, проведенный нами анализ лабора-

торных данных выявил значительные и  неоспоримые 
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преимущества современных диагностических мето-

дов (бактериологический автоматизированный метод 

с применением жидких питательных сред и анализа-

тора ВАСТЕС MGIT 960, молекулярно-генетический ме-

тод ПЦР-РВ) по сравнению с традиционным методом 

микроскопии. Однако метод микроскопии, облада-

ющий относительно невысокой чувствительностью, 

также продолжает сохранять свою актуальность, так 

как позволяет быстро и с минимальными финансовы-

ми затратами выявлять наиболее эпидемически зна-

чимых больных туберкулезом с массивным бактерио-

выделением.

Необходимость дублирования молекулярно-гене-

тических исследований методом микроскопии связана 

с тем, что, хотя методы микроскопии и являются, как 

известно, наименее чувствительными, однако отече-

ственная законодательная база, определяющая клас-

сификацию пациентов и наличие бактериовыделения, 

основывается именно на результатах этого исследо-

вания. Несмотря на то, что молекулярно-генетические 

методы имеют значительно более высокую чувстви-

тельность, чем метод микроскопии, по их результатам 

клиницисты не могут судить о заразности больного и 

обосновывать диагноз, который ставится на основа-

нии комплекса исследований. От того каким именно 

методом выявлены МБТ, зависит и диагноз, и лечение, 

и  контроль лечения. Для эпидемиологов и врачей 

очень важно знать, насколько больной туберкулезом 

опасен для окружающих, и такое понятие, как бакте-

риовыделение, выявленное микроскопически и/или 

посевом, определяется соответствующими методами.

Кроме того, метод микроскопии может помочь 

заподозрить наличие у пациента нетуберкулезных 

микобактерий в тех случаях, когда молекулярно- 

генетический метод показал отсутствие в образце 

ДНК МБТ, а в мазке были выявлены кислотоустойчи-

вые микобактерии (КУМ).

В связи с вышеизложенным, на наш взгляд, не 

рекомендуется исключать микроскопическое иссле-

дование на наличие КУМ из схемы обследования, про-

водимого в специализированных противотуберку-

лезных учреждениях с целью диагностики и контроля 

химиотерапии туберкулеза.

Что касается первичного обследования лиц с по-

дозрением на туберкулез по месту жительства, то в 

настоящее время во всех клинико-диагностических 

лабораториях (КДЛ) учреждений первичной медико- 

санитарной помощи (ПМСП) для выявления КУМ ис-

пользуется метод микроскопии по Цилю–Нильсену. 

В соответствии с рекомендациями ВОЗ он может быть 

заменен на современный молекулярно-генетический 

метод Xpert MTB/RIF, к существенным достоинствам 

которого можно отнести простоту проведения иссле-

дования и отсутствие строгих требований к зониро-

ванию рабочих помещений, в связи с чем этот метод 

(в отличие от метода ПЦР-РВ) не требует развертыва-

ния полноценной ПЦР-лаборатории и может исполь-

зоваться не только в специализированных лаборато-

риях противотуберкулезных учреждений, но и в КДЛ 

учреждений ПМСП.

Однако следует иметь в виду, что расходные ма-

териалы для метода Xpert MTB/RIF являются дорого-

стоящими, а кроме того, использование в КДЛ толь-

ко лишь данного метода не позволит заподозрить у 

пациента наличия нетуберкулезных микобактерий и, 

соответственно, такого заболевания, как микобакте-

риоз. В  настоящее время приказ МЗ РФ регламенти-

рует, что в непрофильных медицинских организациях 

обязательным диагностическим исследованием при 

подозрении на туберкулез является микроскопиче-

ское исследование трех проб мокроты на наличие 

КУМ методами Циля–Нильсена или люминесцентным, 

а при получении отрицательного результата микро-

скопического исследования мокроты проводится 

молекулярно-генетическое исследование на наличие 

маркеров ДНК МБТ [1].

Заключение

Суммируя результаты проведенных исследова-

ний, отметим, что сочетанное использование в алго-

ритмах и схемах обследования комплекса различных 

диагностических методов, неизбежно дублирующих 

друг друга, является в настоящее время вынужденной 

необходимостью, позволяющей получить максималь-

но точные, достоверные и всеобъемлющие результа-

ты, характеризующие возбудитель туберкулеза.

«Золотым стандартом», обеспечивающим высо-

кую диагностическую чувствительность выявления 

микобактерий, является метод посева на жидкие сре-

ды с последующим культивированием в автоматизи-

рованной системе ВАСТЕС MGIT 960.

Вместе с тем преимуществами молекулярно-гене-

тических методов выявления ДНК МБТ являются высо-

кая эффективность и быстрота получения результатов. 

Положительный результат молекулярно-генетиче-

ских исследований при наличии минимальных при-

знаков активности туберкулезного процесса позво-

ляет, значительно сокращая время диагностического 

процесса, быстро приступить к лечению активного 

туберкулеза, имея при этом определенные данные и о 

лекарственной устойчивости МБТ.

В то же время положительный результат микро-

скопического исследования позволяет судить о на-

личии бактериовыделения и характеризует степень 

инфекционности пациента, а при отрицательном ре-

зультате молекулярного теста позволяет предполо-

жить присутствие нетуберкулезных микобактерий.
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Таким образом, сопоставляя и анализируя ре-

зультаты исследований, выполненных различными 

методами, можно сделать заключение о том, что в 

настоящее время для повышения эффективности диа-

гностики туберкулеза необходимо параллельное ис-

пользование одновременно комплекса микробиоло-

гических и молекулярно-генетических методов.
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