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С 2014 г� в клиническую практику Уральского 
НИИ фтизиопульмонологии (УНИИФ) внедрены 
алгоритмы исследования диагностического матери-
ала, разработанные совместными усилиями клини-
ческих и лабораторных специалистов института [3, 
6]� Опыт применения показал, что алгоритмы – это 
правила, которые требуют непрерывного анализа 
и совершенствования, так как появляются новые 
перспективные технологии и уточняются клини-
ческие потребности и возможности использования 
и интерпретации результатов лабораторных иссле-
дований�

Лаборатория микробиологии и ПЦР-диагности-
ки УНИИФ, являясь центром передового опыта в 
сети супранациональных лабораторий по диагно-
стике туберкулеза Всемирной организации здра-
воохранения, располагает всеми диагностически-
ми технологиями, рекомендованными в настоящее 
время российскими нормативными документами, 
регламентирующими этиологическую диагности-
ку туберкулеза� В первоначально разработанный 

диагностический алгоритм включены все мето-
ды, разрешенные к применению в отечественной 
клинической практике к 2014 г� С 2015 г� на тер-
ритории России зарегистрирован новый набор на 
основе биологических микрочипов «ТБ-ТЕСТ» 
(«БИОЧИП-ИМБ», Россия), который имеет ряд 
преимуществ: данный тест позволяет за одно иссле-
дование получить большую информацию� В отличие 
от диагностических наборов предыдущего поколе-
ния (ТБ-Биочип-1, ТБ-Биочип-2), схема проведе-
ния «ТБ-ТЕСТ» включает одну мультиплексную 
ПЦР (вместо двух этапов ПЦР и 2 этапов электро-
фореза) с последующей гибридизацией ампликонов 
на биологическом микрочипе� «ТБ-ТЕСТ» содер-
жит праймеры для существенно большего числа му-
таций, ассоциированных с лекарственной устойчи-
востью (ЛУ) микобактерий туберкулеза (МБТ), по 
сравнению со всеми другими молекулярно-генети-
ческими технологиями (119 мутаций в «ТБ-ТЕСТ», 
46 – в Hain-test, 16 – в Амплитуб-МЛУ-РВ)� При 
этом в одном тесте «ТБ-ТЕСТ» содержатся прай-
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меры для выявления мутаций устойчивости как к 
первому, так и ко второму ряду противотуберкулез-
ных препаратов, а также праймеры, позволяющие 
провести дифференциацию по принадлежности 
МБТ к различным генетическим линиям (Beijing, 
Beijing BO/W148, Haarlem, LAM и Ural) [1, 2, 4, 5, 
7, 9, 10, 15, 18, 19]� Таким образом, данная тест-си-
стема позволяет получить за один тест такой объем 
информации, который требует нескольких постано-
вок в других тест-системах� Кроме того, «ТБ-ТЕСТ» 
является полностью отечественной разработкой, 
следовательно, потребители в меньшей степени 
зависят от зарубежных поставщиков и колебаний 
курса валют� 

Цель исследования: проанализировать резуль-
таты включения в диагностический алгоритм 
туберкулеза легких технологии «ТБ-ТЕСТ» 
(«БИОЧИП-ИМБ», Россия)�

Материалы и методы

Проанализированы результаты, полученные в ла-
боратории УНИИФ после включения технологии 
«ТБ-ТЕСТ» («БИОЧИП-ИМБ», Россия) (10 меся-
цев 2016/2017 г�) в диагностический алгоритм ис-
следования клинического материала, а именно: ка-
кие пациенты обследованы, какой диагностический 

материал, какова бактериальная нагрузка образцов, 
каковы сроки получения результатов, совпадение 
данных, полученных молекулярно-генетическими 
методами (МГМ), с результатами культурального 
исследования�

Помимо включения технологии «ТБ-ТЕСТ», в 
диагностическом алгоритме еще произвели заме-
ну исходного теста определения степени бактери-
альной нагрузки образца с микроскопии на «Ам-
плитуб-РВ»� Это объясняется прежде всего более 
высокой, по сравнению с микроскопией, диагно-
стической чувствительностью и разрешающей спо-
собностью ПЦР-РВ: если для получения положи-
тельного результата микроскопии в 1 мл образца 
должно содержаться не менее 5 тыс� микробных 
клеток, то «Амплитуб-РВ» позволяет выявить 
ДНК Mycobacterium tuberculosis уже при наличии 
в 1 мл образца от 10 клеток микобактерий, причем 
одновременно с проведением групповой идентифи-
кации возбудителя, что невозможно при микроско-
пии� Усовершенствованный алгоритм исследования 
диагностического материала представлен на рис� 1�

Результаты

Основным условием, определяющим эффектив-
ность диагностического алгоритма исследования 

От одного пациента исследуют 2 пробы качественного материала:
мокрота, БАЛЖ, операционный материал

ПЦР–РВ (прямое определение
наличия IS6110 и/или regX3)

«–» IS6110 и/или regX3

Ожидание результата
посева на

питательные среды

Биочип «ТБ-ТЕСТ» на
ЛУ к ПТП 1-го и 2-го рядов

Биочип «ТБ-ТЕСТ» на
ЛУ к ПТП 1-го и 2-го рядов

Результат – через 2 сут

Результат – через 2 сут Результат – через 1,5-2 мес.

Результат – через 10-20 дней

Синтол «Амплитуб МЛУ-РВ»
на ЛУ к ПТП 1-го ряда

Концентрация
МБТ не менее

10² клеток в мл

Концентрация
МБТ менее

10¹ клеток в мл

Концентрация
МБТ 10¹-10²
клеток в мл

«+» IS6110 и/или regX3

«+» IS6110 и/или regX3

«+» КУМ «–» КУМ

Посев на питательную среду
Левенштейна – Йенсена

Посев на Bactec
MGIT Отсутствие

роста

Ответ: рост
МБТ не

обнаружен

Положительная
пробирка

MGIT

ПЦР-РВ

Нет
мутаций

МБТ без
ШЛУ

Подтверждение
ЛУ на Sensititre

Подтверждение
ЛУ методом
абсолютных

концентраций

МБТ с
ШЛУ

Есть мутации
Н и/или R

Постановка ТЛЧ
методом

абсолютных
концентраций

М/С по Ц – Н

Наличие
роста

Рис. 1. Алгоритм исследования диагностического материала с целью диагностики туберкулеза и определения 
лекарственной устойчивости возбудителя, принятый в УНИИФ
Fig. 1. The procedure for specimens' testing with the purpose of tuberculosis diagnostics and drug susceptibility testing, accepted in the Ural Research 
Institute of Phthisiopulmonology
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клинического материала, является его соответ-
ствие клиническим потребностям, т� е� особенно-
стям обследуемых пациентов, и организации ле-
чебного процесса� Особенность пациентов клиники 
УНИИФ заключается в том, что в подавляющем 
большинстве у них имеются сложности постанов-
ки диагноза или это ранее неэффективно леченные 
больные с множественной/широкой лекарственной 
устойчивостью (МЛУ/ШЛУ) возбудителя и т� д� 
Для постановки диагноза пациентов госпитализи-
руют в дифференциально-диагностическое отделе-
ние� Для них характерны отсутствие или скудное 
выделение мокроты, отсутствие или небольшое ко-
личество МБТ в диагностическом материале� Из 
этого отделения за 10 мес� исследован диагности-
ческий материал 655 пациентов, в 78,9% это была 
мокрота (рис� 2)� Положительные результаты ме-
тода ПЦР-РВ составили 20,2%, при этом только в 
2,3% случаев бактериальная нагрузка образцов была 
достаточной для прямого выявления в диагности-
ческом материале мутаций, обусловливающих ЛУ 
МБТ, МГМ (10 образцов «Амплитуб-МЛУ-РВ» и 
5 образцов ‒ «ТБ-ТЕСТ»)�

Таким образом, для пациентов этого отделения 
основным методом, используемым для диагностики 
туберкулеза, должен быть метод ПЦР-РВ для опре-
деления уровня бактериальной нагрузки образца с 
одновременным посевом осадка диагностического 
материала на жидкую и плотную питательные сре-
ды для получения культуры МБТ� Использование 
жидкой питательной среды в данном случае необ-
ходимо в связи с тем, что в большинстве исследу-
емых образцов уровень бактериальной нагрузки 
не позволит провести прямое выявление мутаций 
устойчивости МГМ, и для таких пациентов сокра-
щение времени получения результата является 
критичным для постановки диагноза� В случае по-
лучения культуры ее целесообразно исследовать 

методом биочипов («ТБ-ТЕСТ») на наличие му-
таций устойчивости к препаратам 1-го и 2-го рядов� 
Результаты определения ЛУ культуры необходимо 
подтвердить культуральным методом [11, 12, 13], 
и в данном случае может быть использован метод 
абсолютных концентраций как наименее затратный� 

Для пациентов дифференциально-диагностиче-
ского отделения исключительно актуальной явля-
ется проблема информативности диагностического 
материала ‒ для них необходимо более широкое 
применение эндоскопических методов, когда диа-
гностический материал забирается непосредственно 
из очага поражения, и в лабораторию поступают не 
мокрота и «промывные воды бронхов», а бронхо-
альвеолярный лаваж, получаемый с использовани-
ем стерильных экстракторов�

Основным диагностическим материалом из тера-
певтических отделений, куда поступают пациенты 
с установленным диагнозом туберкулеза, также яв-
лялась мокрота (в 79,8% случаев), но доля ПЦР-по-
ложительных и высоконагруженных образцов (т� е� 
содержащих более 102 клеток в 1 мл) была выше 
(54 и 17% соответственно), что позволило для этих 
пациентов в течение 1-2 дней с использованием тех-
нологии «ТБ-ТЕСТ» определить ЛУ возбудителя 
к препаратам 1-го и 2-го рядов� При обследовании 
пациентов этих отделений перед лабораторией 
стояли разные задачи: для ряда пациентов с уста-
новленным диагнозом туберкулеза необходимо 
было определить ЛУ возбудителя для назначения 
режима химиотерапии, и материал от этих пациен-
тов исследовался по алгоритму диагностики, пред-
ставленному на рис� 1� Но в большинстве случаев 
исследование материала проводилось для контро-
ля эффективности проводимой химиотерапии, и 
в этом случае алгоритм исследования был другим 
(рис� 3) и не включал проведение МГМ� При кли-
нической потребности (отсутствие положительной 
клинико-рентгенологической динамики, сохране-
ние/появление бактериовыделения по окончании 
интенсивной фазы химиотерапии) материал может 
быть повторно исследован по диагностическому ал-
горитму для уточнения ЛУ и генетической принад-
лежности возбудителя, в том числе для исключения 
факта нозокомиальной суперинфекции� В этом слу-
чае необходимо сравнить сведения о принадлежно-
сти возбудителя к тому или иному генетическому 
кластеру, полученные при первой (до начала хи-
миотерапии) и повторной постановке «ТБ-ТЕСТ»� 

Наибольший процент образцов, бактериальная 
нагрузка которых позволила применить технологию 
«ТБ-ТЕСТ» для исследования непосредственно 
диагностического материала, получен из хирурги-
ческих отделений, откуда поступал резекционный 
материал от пациентов, прооперированных по по-
воду туберкулеза легких и туберкулеза внелегочной 
локализации (91,2 и 68,9% ПЦР-положительных 
образцов соответственно)� Это позволило предо-
ставить клиницистам своевременные данные о ЛУ 

Мокрота

Промывные воды бронхов

Плевральная жидкость

Другое

2,3%

10,7%

78,9%

8,1%

Рис. 2. Виды диагностического материала, 
поступившего в лабораторию из отделения 
дифференциальной диагностики, %
Fig. 2. Type of diagnostic specimens, sent to the laboratory 
from the differential diagnostics department, %
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возбудителя для назначения послеоперационного 
режима химиотерапии, что особенно важно для па-
циентов, у которых эти данные не удалось получить 
на дооперационном этапе�

В соответствии с требованиями [11-13] для всех 
образцов, у которых была получена культура ми-
кобактерий, провели тест на лекарственную чув-
ствительность культуральным методом абсолютных 
концентраций� При сравнении результатов молеку-
лярно-генетического («ТБ-ТЕСТ») и культураль-
ного (метода абсолютных концентраций) опреде-
ления ЛУ МБТ получены следующие результаты 
(табл� 1)�

Наилучшее совпадение отмечалось для изониази-
да и рифампицина� В трех образцах выявлены мута-
ции l335V и S315G, обусловливающие устойчивость 
к изониазиду, которые не определяются набором 
«Амплитуб-МЛУ-РВ»� У семи образцов выявле-
ны мутации (A90G, D500N, N538T, R485C, S486F), 
обусловливающие устойчивость к фторхинолонам, 
определение которых не заложено в новую версию 
тест-системы GenoType MTBDRsl v 2.0� 

Полученные результаты по устойчивости/чув-
ствительности МБТ к этамбутолу, так же как и 
данные, приведенные в [14, 17], показывают, что 
мутации выявлялись как у устойчивых, так и у чув-
ствительных (по данным метода абсолютных кон-
центраций) к этамбутолу изолятов (табл� 2)� Эти 

данные соответствуют заявленной разработчиками 
теста диагностической чувствительности по этам-
бутолу, составляющей 60%�

Подробный анализ возможных причин рас-
хождений результатов культурального метода и 
«ТБ-ТЕСТ» приведен в работе Е� Ю� Носовой и 

Исследование 2 образцов
одного из видов качественного
диагностического материала
проводится 2 раза в 2 месяца;

ТЛЧ 1 раз в 4 месяца

Мокрота; БАЛЖ

• Люминесцентная микроскопия
• Посев на плотные питательные среды

Результат
доступен

в среднем
на 48-е сут

Определение ЛЧ
осуществляется

методом абсолютных
концентраций
только к тем
препаратам,

к которым ранее
сохранялась

чувствительность

* Примечание: существует возможность исследования ЛЧ ускоренными методами
через 2 месяца от начала лечения (при продлении интенсивной фазы
химиотерапии, при отсутствии положительной клинико-ренгенологической
динамики)

ЛУ на Sensititre
для МБТ с ШЛУ

Результат
доступен
в среднем
на 30-е сут

Исследование 2 образцов
одного из видов качественного
диагностического материала,

1 раз в месяц в интенсивной фазе
химиотерапии; ТЛЧ 1 раз в 2 месяца

Контроль химиотерапии у больных
туберкулезом легких, выделявших

культуру МБТ без МЛУ, и у пациентов
без бактериовыделения

Контроль химиотерапии у больных
туберкулезом легких, выделявших

культуру МБТ с МЛУ

Результаты «ТБ-ТЕСТ»

Ре
зу

ль
та

ты
 м

ет
од

а 
аб

со
лю

тн
ых

 к
он

це
нт

ра
ци

й Rу Rч Hу Hч Fqу Fqч Kmу Kmч Capу Capч Eу Еч

Rу 42 1

Rч 1 3

Hу 44 0

Hч 1 2

Fqу 28 3

Fqч 7 9

Kmу 22 1

Kmч 5 19

Capу 8 6

Capч 3 30

Еу 20 3

Еч 17 7

Таблица 1. Результаты определения ЛУ МБТ 
методами абсолютных концентраций и «ТБ-ТЕСТ» 
(R – рифампицин, H – изониазид, Fq – фторхинолоны, 
Km – канамицин, Cap – капреомицин, E – этамбутол;  
у ‒ устойчивость, ч ‒ чувствительность)
Table 1. Results of DST by absolute concentrations and TB-TEST  
( R – rifampicin, H – isoniazid, Fq – fluoruquinolones, Km – kanamicin,  
Cap – capreomicin, E – ethambutol;у ‒ resistant, ч ‒ susceptible)

Примечание: красным шрифтом отмечено несовпадение 
результатов

Таблица 2. Типы мутаций, выявленных в ДНК 
Mycobacterium tuberculosis с разной чувствительностью 
к этамбутолу, определенной методом абсолютных 
концентраций
Table 2. Types of mutations detected in Mycobacterium tuberculosis 
DNA with different susceptibility to ethambutol, tested by absolute 
concentrations

Тип мутации 
в гене embB

Количество 
образцов, 

для которых 
получен 

результат 
«ТБ-ТЕСТ»

Количество 
образцов, 

для которых 
получена 
культура

Метод абсолютных 
концентраций, 

количество 
устойчивых/ 

чувствительных 
изолятов

D354A 7 3 0/3

G406A 4 1 0/1

G406D 5 0  –

M306I1 6 2 0/2

M306I2 1 0  –

M306I2 mix 1 1 1/0

M306V 66 18 12/6

N296H 1 0  –

Q497K 9 1 1/0

Q497R 28 11 6/5

wt 74 10 3/7

Рис. 3. Алгоритм исследования диагностического 
материала с целью контроля результативности 
химиотерапии
Fig. 3. Procedure for specimens' testing with the purpose for treatment 
efficiency monitoring
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др� [8]� Авторы отмечают, что результаты метода ми-
кроразведений, например теста Sensititre MycoTB 
Plate, для определения уровня устойчивости лучше 
коррелируют с выявленными мутациями в embB 
по сравнению с традиционными культуральными 
методами, а вопрос об истинной фенотипической 
устойчивости к этамбутолу (значении критической 
концентрации) до сих пор открыт, поэтому иденти-
фикация мутации в гене embB не может являться 
основанием для исключения данного препарата из 
схемы лечения [16]�

Распределение изолятов по степени ЛУ было 
следующим: 75,5% имели МЛУ, а 15,3% ‒ ШЛУ; 
по принадлежности к генетическим кластерам: 
Beijing ‒ 40,1%; Beijing B0 ‒ 45%; Haarlem ‒ 0,5%; 
LAM ‒ 3,9%; Ural ‒ 4,5%; генотип не определен ‒ 6%� 

Заключение

При составлении алгоритмов исследования 
диагностического материала и плана закупок ди-
агностических тест-систем для лабораторных ис-
следований необходимо прежде всего исходить из 
особенностей контингента и задач обследования 
пациентов� Для отделений, пациенты которых об-
следуются для постановки диагноза и/или назначе-
ния режима химиотерапии, в качестве начального 
теста целесообразно использование технологии 
ПЦР-РВ для установления уровня бактериальной 
нагрузки образца� Параллельно из этой же порции 
диагностического материала производится посев на 
одну плотную и одну жидкую среду Bactec MGIT� 
При наличии в 1 мл исследуемого образца по дан-
ным ПЦР-РВ более 102 клеток МБТ, при высоком 

уровне МЛУ МБТ в регионе целесообразно прямое 
исследование образца с применением технологии 
«ТБ-ТЕСТ» («БИОЧИП-ИМБ», Россия) для вы-
явления мутаций ЛУ возбудителя к препаратам 1-го 
и 2-го рядов и определения его принадлежности к 
тому или иному генетическому кластеру, результаты 
по ЛУ затем должны быть подтверждены методом 
абсолютных концентраций� Для большинства пре-
паратов данные обоих методов совпадают, исклю-
чение составляет этамбутол, идентификация мута-
ции в гене embB не может являться основанием для 
исключения данного препарата из схемы лечения� 
При использовании такого алгоритма стоимость 
реактивов и расходных материалов при определе-
нии ЛУ возбудителя к препаратам 1-го и 2-го рядов 
составит около 5 тыс� руб�, срок получения данных – 
2-3 сут с момента доставки материала в лаборато-
рию, срок культурального подтверждения спектра 
ЛУ ‒ 30-40 дней с момента поступления материала 
в лабораторию� 

Для пациентов, у которых наблюдается скудное 
бактериовыделение, «ТБ-ТЕСТ» применяют по-
сле получения культуры на жидкой питательной 
среде, в этом случае стоимость реактивов и расход-
ных материалов при определении ЛУ возбудителя 
к препаратам 1-го и 2-го рядов составит около 6 тыс� 
руб�, срок получения данных ‒ 8-14 дней с момента 
доставки материала в лабораторию, срок культу-
рального подтверждения спектра ЛУ ‒ 30-40 дней 
с момента поступления материала в лабораторию�

Приведенные в работе данные могут служить 
ориентиром при построении алгоритмов исследова-
ния и расчете потребности в расходных материалах 
в лабораториях противотуберкулезных учреждений� 
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