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Цель исследования: изучить фенотипическую чувствительность микобактерий туберкулеза (МБТ) к фторхинолонам офлоксацину и мок-
сифлоксацину и сопоставить ее с наличием в геноме МБТ мутаций, ассоциированных с устойчивостью к фторхинолонам, для определения 
возможности использования этих данных при формировании IV и V режимов химиотерапии.
Материалы и методы. В исследование включено 108 культур Mycobacterium tuberculosis с множественной лекарственной устойчивостью, 
полученных в 2018-2019 гг. из клинического материала пациентов, больных туберкулезом, в трех областях России. 
Определение лекарственной чувствительности выделенных культур выполняли по стандартным методикам модифицированным методом 
пропорций на жидкой питательной среде в системе Bactec MGIT 960. Выявление генетических детерминант множественной и широкой 
лекарственной устойчивости возбудителя туберкулеза проводили с использованием тест-системы «ТБ-ТЕСТ», ООО «Биочип-ИМБ». 
Результаты. Установлено, что из 66 культур, устойчивых к офлоксацину, 26 (39,4%) были чувствительны к моксифлоксацину, 40 (60,6%) ‒ 
устойчивы. Таким образом, интерполяция данных теста лекарственной устойчивости МБТ к офлоксацину на моксифлоксацин является 
неоправданной, а использование метода абсолютных концентраций в качестве единственного фенотипического метода тестирования лекар-
ственной чувствительности в современных лабораториях недопустимо. Показано, что высокий уровень устойчивости к моксифлоксацину 
(0,5 мкг/мл) обусловлен главным образом наличием в геноме замен gyrAD94G, gyrAD94N и gyrAD94H. Поставлен вопрос о пересмотре 
существующих концентраций для моксифлоксацина при проведении фенотипического тестирования лекарственной чувствительности.
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The objective: to study the phenotypic sensitivity of Mycobacterium tuberculosis (MTB) to fluoroquinolones, ofloxacin and moxifloxacin and correlate 
it with MTB genome mutations associated with resistance to fluoroquinolones to determine the possibility to use these data when compiling 
chemotherapy regimens IV and V. 
Subjects and methods. The study included 108 multiple drug resistant Mycobacterium tuberculosis cultures obtained in 2018-2019 from specimens 
of tuberculosis patients from three regions of Russia. 
To test drug susceptibility of the isolated cultures, standard methods of the modified method of proportions on a liquid medium by Bactec MGIT 
960 were used. Genetic determinants of multiple and extensive drug resistance of tuberculosis mycobacteria were detected using the test system 
of TB-TEST, OOO Biochip-IMB. 
Results. Of 66 cultures resistant to ofloxacin, 26 (39.4%) were found to be sensitive to moxifloxacin, while 40 (60.6%) were resistant. Thus, 
the interpolation of data of ofloxacin drug susceptibility testing to moxifloxacin is unjustified, and using the absolute concentration method as the 
only phenotypic drug susceptibility testing method in modern laboratories is unacceptable. It was demonstrated that the high level of resistance 
to moxifloxacin (0.5 μg/ml) was mainly due to the presence of the gyrAD94G, gyrAD94N, and gyrAD94H substitutions in the genome. It was 
suggested to revise the existing concentrations for moxifloxacin during phenotypic drug susceptibility testing.
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В настоящее время в лабораториях учреждений 
противотуберкулезной службы РФ в соответствии 
с Федеральными клиническими рекомендациями 
по организации и проведению микробиологической 
и молекулярно-генетической диагностики тубер-
кулеза [4] на первом этапе обследования больных 
рекомендуется использование молекулярно-ге-
нетических тестов для выявления возбудителя и 
детерминант его лекарственной устойчивости, что 
позволяет в короткие сроки поставить диагноз и на-
значить соответствующий режим антибактериаль-
ной терапии. При получении культуры возбудите-
ля необходимо определение ее чувствительности к 
широкому спектру антибактериальных препаратов 
(АБП) фенотипическим методом. Наиболее рас-
пространенными в РФ являются два метода: метод 
абсолютных концентраций на плотной питательной 
среде Левенштейна ‒ Йенсена и модифицирован-
ный метод пропорций на жидкой питательной среде 
в системе Bactec MGIT. Эти два метода отличаются 
между собой как составом питательной среды для 
культивирования, так и перечнем возможных для 
тестирования АБП. Этот перечень определяется 
наличием/отсутствием для метода нормативно за-
крепленных критических концентраций (КК) АБП, 
так как без них невозможна клиническая интерпре-
тация получаемых при тестировании результатов. 

Значения КК АБП для технологии Bactec MGIT 
установлены в результате проведения многоцен-
тровых международных исследований, и данные 
регулярно пересматриваются: уточняются значения 
КК, устанавливаются их величины для новых АБП, 
применяемых для лечения больных туберкулезом. 
Так, в рекомендациях Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ) 2018 г. приведены значения КК 
бедаквилина, деламанида, клофазимина, которые 
ранее не были установлены, пересмотрены значе-
ния КК моксифлоксацина. В то же время КК для 
таких препаратов, как офлоксацин, канамицин, 
капреомицин и некоторых других, исключены из 
рекомендаций в связи с тем, что их применение в 
настоящее время ограничено или прекращено. Для 
АБП, таких как циклосерин, ПАСК, этамбутол и 
некоторых других, фенотипическое тестирование 
не рекомендуется в рутинной практике, так как 
отсутствуют достоверные сведения о совпадении 
лабораторных данных и клинического эффекта от 
применения этих АБП или значения КК для этих 
АБП еще не установлены [9, 10].

Перечень АБП и их КК для метода абсолютных 
концентраций установлены в 80-х годах прошло-
го века, нормативно введены Приказом МЗ РФ от 
21.03.2003 г. № 109 [2] и с тех пор не пересматрива-
лись, хотя в данном документе указано, что КК пре-
паратов 2-го ряда носят ориентировочный характер 
и должны быть уточнены в ходе дополнительных 
исследований.

В связи с распространением туберкулеза с ши-
рокой лекарственной устойчивостью (ШЛУ) воз-

будителя критически важным для клинической 
практики является тестирование чувствительности 
возбудителя к аминогликозидам и особенно к фтор-
хинолонам, помимо изониазида и рифампицина. 
В настоящее время для метода абсолютных кон-
центраций, который по-прежнему наиболее часто 
применяется в лабораториях противотуберкулез-
ной службы РФ, из всей группы фторхинолонов 
установлена только КК для офлоксацина (2 мг/л), 
который не входит в рекомендуемые Федеральны-
ми клиническими рекомендациями режимы химио- 
терапии (РХТ) туберкулеза с множественной ле-
карственной устойчивостью (МЛУ)/ШЛУ. В этом 
случае, при отсутствии в лаборатории возможно-
сти проводить исследования методом пропорций, 
клиническое решение о назначении тех или иных 
фторхинолонов в составе IV или V РХТ может при-
ниматься по данным о чувствительности возбуди-
теля только к офлоксацину [2-5]. 

Кроме того, остается актуальным вопрос о прави-
лах включения в РХТ тех или иных фторхинолонов 
на основе молекулярно-генетических исследований, 
которые оперативно выявляя мутации, ассоцииро-
ванные с устойчивостью микобактерий туберкулеза 
(МБТ) к фторхинолонам, не позволяют дифферен-
цировать препараты внутри класса [4].

Цель исследования: изучить фенотипическую 
чувствительность МБТ к фторхинолонам офлок-
сацину и моксифлоксацину и сопоставить ее с на-
личием в геноме МБТ мутаций, ассоциированных с 
устойчивостью к фторхинолонам, для определения 
возможности использования этих данных при фор-
мировании IV и V РХТ.

Материалы и методы

Характеристика выборки МБТ. В исследова-
ние включено 108 культур МБТ, полученных в 
2018-2019 гг. из клинического материала пациентов, 
больных туберкулезом, в трех областях России ‒ 
Челябинской (36 культур), Кемеровской (13 куль-
тур) и Свердловской (59 культур). Все культуры 
МБТ обладали МЛУ.

Методы. Предпосевную обработку, посев, ми-
кроскопическое исследование диагностическо-
го материала, видовую идентификацию и лекар-
ственную чувствительность выделенных культур 
модифицированным методом пропорций на жидкой 
питательной среде в системе Bactec MGIT 960 осу-
ществляли согласно стандартным методикам [4] 
в микробиологических лабораториях областных 
противотуберкулезных диспансеров Челябинской, 
Кемеровской областей и лаборатории УНИИФ ‒ 
филиала ФГБУ «НМИЦ ФПИ». 

Выявление генетических детерминант МЛУ 
и ШЛУ возбудителя туберкулеза проводили 
с использованием тест-системы «ТБ-ТЕСТ», 
ООО «Биочип-ИМБ». Помимо мутаций в геноме 
МБТ, ассоциированных с устойчивостью к рифам-
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пицину, изониазиду, этамбутолу, аминогликозидам 
и капреомицину, данный тест позволяет выявить 
15 мутаций в гене gyrA и 23 мутации в гене gyrB, ас-
социированных с устойчивостью к фторхинолонам.

Статистический анализ проводили с использова-
нием таблиц сопряженности и критерия хи-квадрат 
(χ2) с поправкой Йетса; статистически значимыми 
считали различия при  p <0,05.

Результаты исследования

По результатам тестирования лекарственной чув-
ствительности (ТЛЧ) с использованием технологии 
Bactec MGIT из 108 культур обладали лекарствен-
ной чувствительностью к офлоксацину 42 (38,9%) 
и моксифлоксацину 67 (62,0%). Среди 66 устой-
чивых к офлоксацину изолятов были еще устой-
чивы к моксифлоксацину 40 (60,6%), а остальные 
26 (39,4%) – чувствительны. 

Полученные нами результаты совпадают с данны-
ми П. Н. Голубчикова и др.: в их исследовании доля 

изолятов, чувствительных к моксифлоксацину, среди 
офлоксацин-устойчивых изолятов составляла от 28,3 
до 51,5% в зависимости от группы пациентов [1]. 

Приведенные данные свидетельствуют, что в со-
временных лабораториях в обязательном поряд-
ке должно проводиться фенотипическое ТЛЧ ко 
всем используемым фторхинолонам, что возмож-
но при методе пропорций, в частности технологии 
Batec MGIT; проведение фенотипического ТЛЧ к 
фторхинолонам только методом абсолютных кон-
центраций недопустимо.

Выявление детерминант лекарственной устойчи-
вости к фторхинолонам установило наличие мутаций 
в гене gyrA в 59/108 (54,6%) образцах МБТ. В гене 
gyrB наличие мутаций выявлено у 4/108 (3,7%) куль-
тур, у 45/108 (41,7%) культур мутаций не было. При 
этом в 4/108 (3,7%) образцах выявлены двойные за-
мены (в гене gyrA и гене gyrB). Наиболее частыми 
заменами были gyrAD94G – 26 (41,3%) и gyrAA90V ‒ 
15 (23,8%), остальные замены были более редкими 
(от 1 до 5 изолятов) (табл.).

Таблица. Сопоставление результатов выявления мутаций в генах gyrA и gyrB с фенотипическим ТЛЧ к офлоксацину 
и  моксифлоксацину в системе Bactec MGIT
Table. Comparison of results of detecting mutations in the gyrA and gyrB genes with phenotypic DST to ofloxacin and moxifloxacin in the Bactec MGIT system

Сопоставление данных о наличии мутаций в ге-
нах gyrA и gyrB и фенотипической устойчивости к 
офлоксацину и моксифлоксацину показало, что из 
26 изолятов с заменой gyrAD94G все (100%) были 
устойчивы к офлоксацину и 20 (77%) ‒ к  мок-
сифлоксацину. В случае с заменой gyrAA90V устой-
чивыми к офлоксацину были 14 (93,3%) из 15 изоля-
тов и только 4/15 (26,6%) изолята были устойчивы 
к моксифлоксацину (p = 0,005). Все изоляты с за-
менами gyrAD94N (5 изолятов) и gyrAD94H (2 изо-

лята) были устойчивыми как к офлоксацину, так и 
к моксифлоксацину. Из 4 изолятов с мутациями в 
гене gyrB были 3 чувствительными к моксифлокса-
цину, 2 ‒ к офлоксацину.

Среди 45 изолятов без мутаций в 6 (13,3%) была 
установлена устойчивость к офлоксацину и в 
3 (6,6%) ‒ к моксифлоксацину.

Результаты исследований, проведенных зару-
бежными авторами с использованием различ-
ных технологий, показывают, что наличие замен 

Мутации, выявленные тест-системой 
"ТБ-ТЕСТ"

Кол-во изолятов
всего

Результаты фенотипического ТЛЧ

ген тип замены

офлоксацин (2 мг/л) моксифлоксацин (0,5 мг/л) 

кол-во 
чувствительных 

изолятов
кол-во устойчивых 

изолятов
кол-во 

чувствительных 
изолятов

кол-во устойчивых 
изолятов

gyrA

A90V 15 1 14 11 4

S91P 1 0 1 0 1

A90V, S91P 3 0 3 2 1

A90V, D94G 1 0 1 0 1

D94A 4 0 4 2 2

D94G 26 0 26 6 20

D94H 2 0 2 0 2

D94N 5 0 5 0 5

D94Y 1 0 1 1 0

G88A 1 0 1 0 1

gyrB

N538D 1 0 1 1 0

S486F 1 0 1 1 0

T539N 1 1 0 1 0

T539P 1 1 0 0 1

Нет мутаций 45 39 6 42 3
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gyrAD94G и gyrAD94N обусловливает высокие зна-
чения минимальных ингибирующих концентраций 
(МИК) моксифлоксацина, в то время как замены 
gyrAA90Vи gyrAD94A связаны с более низкими зна-
чениями МИК моксифлоксацина [6-8, 11]. 

Согласно заключению экспертов ВОЗ, для 
большинства изолятов МБТ с заменами gyrAA90V, 
gyrAS91P, gyrAD94A и мутациями в гене gyrB 
МИК моксифлоксацина находится в диапазоне 
0,25-1 мг/л, в этом случае рекомендовано включе-
ние в РХТ моксифлоксацина в суточной дозиров-
ке 800 мг. В то же время МИК моксифлоксацина 
для изолятов с заменами gyrAD94G, gyrAD94N, 
gyrAD94H находятся в диапазоне 1-2 мг/л и выше, в 
данном случае включение моксифлоксацина в РХТ 
нецелесообразно [9, 10]. 

Таким образом, актуальными являются вопросы 
о корректировке значений КК моксифлоксацина 
(c 0,5 на 0,25 мг/л) и концентрации клинического 

предела (Clinical breakpoint) (с 2,0 на 1,0 мг/л) при 
проведении ТЛЧ в системе Bactec MGIT, а также о 
возможности использования молекулярно-генетиче-
ских исследований для обоснованного включения тех 
или иных препаратов группы фторхинолонов в РХТ. 

Заключение

Полученные результаты продемонстрировали, 
что интерполяция данных о лекарственной чувстви-
тельности МБТ к офлоксацину на моксифлоксацин 
(что, в частности, происходит при использовании 
результатов метода абсолютных концентраций) яв-
ляется неоправданной. 

Молекулярно-генетические методы могут слу-
жить лишь первым этапом дифференцированного 
подхода по включению разных групп фторхино-
лонов в РХТ, который нуждается в коррекции по 
результатам ТЛЧ.
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