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ПРИМЕНЕНИЕ ЛИТИЧЕСКОГО МИКОБАКТЕРИОФАГА D29 ДЛЯ УСКОРЕННОГО 
ФЕНОТИПИЧЕСКОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ МИКОБАКТЕРИЙ 
ТУБЕРКУЛЕЗА К ПРОТИВОТУБЕРКУЛЕЗНЫМ ПРЕПАРАТАМ

ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова», НИИ 
фтизиопульмонологии, Минздрава РФ, 127994, Москва

В условиях широкого распространения лекарственно-устойчивых штаммов микобактерий туберкулеза (МБТ) необхо-
димость ускоренных, в том числе фенотипических, методов определения чувствительности микобактерий к антими-
кробным химиотерапевтическим препаратам в клинических образцах является актуальным вопросом. Представлены 
результаты применения ускоренного фенотипического метода определения чувствительности к антимикробным хими-
отерапевтическим препаратам клинических штаммов МБТ на основе применения литического микобактериофага D29. 
Принцип метода состоит в оценке размножения микобактериофага в клетках МБТ в зависимости от ингибирования 
метаболизма растущих микобактерий в присутствии чувствительных к ним антибактериальных препаратов. Размно-
жение микобактериофага оценивается посредством количественного анализа ДНК фага в полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени (ПЦР-РВ). В работе использованы 102 клинических штамма МБТ, полученные после первичного 
культивирования или рекультивирования в пробирках системы MGIT (Bactec). После получения положительных резуль-
татов роста МБТ образцы инкубировали в течение 48 ч в CO2-инкубаторе в присутствии критических концентраций 
10 широко употребляемых при лечении туберкулеза лекарственных субстанций в жидкой питательной среде Миддлбрук 
7H9, обогащенной компонентами OADC, в формате 24-луночного культурального планшета с объемом питательной 
среды 1 мл на лунку, после чего в лунки планшета вносили 2·• 103 плакобразующих единиц микобактериофага D29. Через 
24 ч проводилось количественное определение ДНК фага с помощью ПЦР-РВ с использованием реагентов фаг D29, ООО 
«Синтол». Увеличение порогового уровня флюоресценции Ct более чем на 2 цикла в пробах с антибиотиком в сравнении 
с контролем свидетельствует о чувствительности исследуемого штамма МБТ к антибиотику. При сравнительном 
исследовании с посевом на питательную среду Левенштейна - Йенсена уровень совпадений полученных результатов со-
ставил 91%. При сравнительном исследовании с тест-системой Bactec ограниченного числа штаммов с определением 
чувствительности для 10 препаратов уровень совпадений результатов — 96%. Подтверждены данные об обратной 
зависимости величины ΔCt и минимальной ингибирующей концентрации препарата. Отмечена предполагаемая высокая 
эффективность возможного набора реагентов на основе приведенного метода по критерию цена/качество.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микобактерии туберкулеза; лекарственная чувствительность; микобактериофаги.
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medicaTions
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In conditions of prevalence of medicine-resistant strains of mycobacteria of tuberculosis necessity in accelerated, including phe-
notype techniques of detection of sensitivity of mycobacteria to anti-microbial chemotherapeutic medications in clinical samples 
is an actual issue. The results of application of accelerated phenotype techniques of detection of sensitivity of clinical strains of 
mycobacteria of tuberculosis to anti-microbial chemotherapeutic medications on the basis application of lytic mycobacteriophage 
D29 are presented. The principle of technique is in evaluation of reproduction of mycobacteriophage in cells of mycobacteria of 
tuberculosis in presence of sensitive to them anti-bacterial medications. The reproduction of mycobacteriophage is evaluated by 
quantitative analysis of phage DNA in polymerase chain reaction in real-time. The study used 102 clinical strains of mycobac-
teria of tuberculosis obtained after primary cultivation or re-cultivation in tubes of MGIT system (Bactec). After positive results 
of growth of mycobacteria of tuberculosis were obtained, the samples were incubated during 48 hours in CO2 incubator in the 
presence of critical concentrations of 10 widely applied in case of treatment tuberculosis medicinal substances in liquid nutrient 
medium Middlebrook 7H9 enriched with components OADC, in format of 24 well cultural plate with volume of nutrient medium 1 
ml per well. Whereupon, in plate wells deposited 2x103 plaque-forming units of mycobacteriophage D29. After 24 hours a qualita-
tive detection of phage DNA was implemented with polymerase chain reaction in real-time using reagents phage D29 ("Syntol", 
Russia). The increasing of threshold level of fluorescence of Ct more than to 2 cycles in samples with antibiotic as compared with 
control testifies sensitivity of the analyzed strain of mycobacteria of tuberculosis to antibiotic. The level of coincidence made up 
to 91% in comparative study with inoculation in Lowenstein-Jensen nutrient medium. The level of coincidence made up to 96% in 
comparative study with Bactec test-system of limited number of strains with establishment of sensitivity for 10 medications. The 
data was confirmed concerning inverse relationship of value ∆Ct and minimal inhibiting concentration of medication. The sup-
posed high efficiency of possible reagents' set on the basis of presented technique on cost/quality criterion.
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Введение. Одной из важнейших общемировых про-
блем борьбы с туберкулезом является распространение 
лекарственно-устойчивых штаммов микобактерий ту-
беркулеза (МБТ) [1, 2]. В России эта проблема являет-
ся ключевой, поскольку ведет к низкой эффективности 
лечения больных туберкулезом и дальнейшему распро-
странению множественной лекарственной устойчиво-
сти (МЛУ) — устойчивости к препаратам 1-го ряда и 
даже к широкой лекарственной устойчивости (ШЛУ), 
что означает устойчивость к некоторым эффективным 
препаратам резервного ряда. По данным Федерального 
мониторинга заболеваний туберкулезом, уровень МЛУ 
среди ранее нелеченых больных составляет около 25%, 
среди ранее лечившихся пациентов — более 50%.

Лечение больных с МЛУ в несколько раз дороже, чем 
лечение пациентов, у которых выделяемые МБТ остают-
ся чувствительными к эффективным препаратам 1-й ли-
нии. Для эффективного лечения больных туберкулезом 
и предупреждения селекции лекарственно-устойчивых 
штаммов МБТ важнейшей задачей является макси-
мально раннее определение устойчивости МБТ к анти-
микробным химиотерапевтическим препаратам с вы-

бором оптимальной комбинации используемых специ- 
фических антибиотиков, оказывающих ингибирующее 
действие на микобактерии пациента. Культуральный 
метод определения чувствительности к противотуберку-
лезным препаратам требует 1,5—2 мес до получения от-
вета. Для ускоренного культивирования и определения 
МБТ в клинических образцах используется автоматизи-
рованное оборудование и тест-системы Bactec («Becton 
dickinson», США), которые позволяют оценить чувстви-
тельность к противотуберкулезным препаратам в тече-
ние 8—10 дней после первичного роста или в течение 
4 недель от первичного посева клинического образца. В 
основе тест-системы Bactec лежит использование жид-
ких питательных сред Миддлбрук 7h9 в специальных 
пробирках с флуоресцентным сенсором роста микобак-
терий. Из-за дороговизны расходных материалов обо-
рудование и тест-системы Bactec в региональных лабо-
раториях Российской Федерации используются далеко 
не полностью. В части лабораторий они используются 
только для первичного культивирования; последующее 
исследование устойчивости к антимикробным химиоте-
рапевтическим препаратам проводится на более деше-
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вых плотных средах, для этого требуется дополнитель-
но 3—4 недели. Врач получает результаты исследования 
чувствительности возбудителя к лекарственным препа-
ратам не ранее чем через 1,5 мес от начала лечения, что 
при неоптимальном выборе препаратов существенно 
снижает эффективность и удлиняет сроки лечения па-
циентов. Врачу необходимы данные о чувствительности 
сразу широкого спектра препаратов, поскольку некото-
рые препараты могут характеризоваться плохой перено-
симостью.

Развитие молекулярно-генетических методов и 
тест-систем для быстрого определения устойчивости 
к антимикробным химиотерапевтическим препаратам 
не решило всех указанных выше проблем. Импортные 
тест-системы для определения чувствительности к та-
ким препаратам дороги и трудоемки. Упрощенная для 
использования потребителем тест-система geneXpert 
mTB/rif (США) при высокой цене позволяет опреде-
лить устойчивость только к рифампицину [3], другие 
— производства «hain lifescience» (Германия), mT-
Bdrsl (США) [4] — основаны на гибридизации ПЦР-
амплифицированных фрагментов ДНК, и в связи с воз-
можностью контаминации продуктами ПЦР требуют 
дополнительных помещений и высокого уровня органи-
зации работы. Эффективность их анализа в отношении 
этамбутола и некоторых специфических аминоглико-
зидных антибиотиков существенно ниже по сравнению 
с фенотипическими методами, что связано, возможно, с 
эпигеномными факторами [5].

Отечественная молекулярно-генетическая тест-
система для определения чувствительности/устойчи-
вости к антимикробным химиотерапевтическим препа-
ратам МБТ (Амплитуб-МЛУ-РВ) [1] имеет важное зна-
чение, но она позволяет определять чувствительность 
только к рифампицину и изониазиду.

Несмотря на широкое распространение технологии 
Bactec при культуральных исследованиях, не прекраща-
ются поиски новых биомаркеров, в том числе с использо-
ванием микобактериофагов, для определения роста МБТ 
в жидкой питательной среде и фенотипического анализа 
чувствительности к антимикробным химиотерапевти-
ческим препаратам. Одно из направлений — исполь-
зование генно-модифицированных микобактериофагов 
со встроенным геном, экспрессирующим люциферазу, 
которая при взаимодействии с субстратом люцифери-

ном обеспечивает люминесцентный сигнал роста ми-
кобактерий [6]. Эта экспериментальная тест-система 
не получила развития для практического применения. 
Появились работы по рекомбинантным микобактерио-
фагам, продуцирующим флюоресцирующий белок (так 
называемый флюорофаг), что может позволить количе-
ственно определять размножение бактериофага и, соот-
ветственно, чувствительность к антимикробным химио-
терапевтическим препаратам при культивировании МБТ 
[7, 8]. Среди немодифицированных микобактериофагов 
наиболее изучен вирулентный как для нетуберкулезных 
быстрорастущих видов микобактерий, так и для МБТ — 
микобактериофаг d29. Он хорошо размножается в нету-
беркулезных быстрорастущих микобактериях, особенно 
в Mycobacterium smegmatis mc2155, и может накапливать-
ся в таких культурах с получением высоких титров — до 
1011—12 в 1 мл плакобразующих частиц — зон лизиса на 
газоне культуры M. smegmatis. Ряд исследователей ис-
пользовали этот фаг для фенотипических методов уско-
ренного определения чувствительности к антимикроб-
ным химиотерапевтическим препаратам МБТ [9—11]. 
При воздействии лекарственных препаратов, блокирую-
щих метаболизм бактерий, размножение микобактерио-
фагов в микобактериях ингибируется; в случае устойчи-
вых МБТ микобактериофаги размножаются так же, как 
в контрольных пробах без антибиотиков [9]. Появились 
перспективные работы, в которых для оценки чувстви-
тельности к антимикробным химиотерапевтическим 
препаратам используются микобактериофаги, с опреде-
лением результатов по критерию ингибирования мета-
болизма МБТ с помощью количественной оценки ДНК 
фага в клетках МБТ или в среде культивирования. Такой 
анализ проводится с помощью полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени (ПЦР-РВ) [10, 11]. При этом 
сравниваются пороговый уровень флюоресценции ct в 
контрольной пробе (без антибиотика) и в опытной про-
бе с антибиотиком, где пороговый уровень ct сдвигается 
в сторону увеличения, что соответствует уменьшению 
количества ДНК фага. Определение чувствительности 
МБТ к лекарственным препаратам соответствует сдвигу 
пороговых уровней флюоресценции в сторону увеличе-
ния более чем на 2—3 цикла.

Создание экономичной отечественной тест-системы 
для ускоренного определения чувствительности к широ-
кому спектру противотуберкулезных препаратов весьма 
актуально.

Цель исследования — изучение эффективности ме-
тода ускоренного определения чувствительности кли-
нических штаммов МБТ к широкому спектру противо-
туберкулезных препаратов на основе применения мико-
бактериофагов.

Материал и методы. Клинические штаммы МБТ и 
культивирование. Использовали 102 клинических штам-
ма, полученных из микробиологических лабораторий 
противотуберкулезных диспансеров, преимущественно 
из лаборатории Нижегородского противотуберкулез-
ного диспансера. Для проведения исследований МБТ 
рекультивированы в пробирках mgiT с добавлением 
10% ростовой добавки oadc («Becton dickinson», 
США) до получения положительных результатов роста 
с детекцией флюоресценции в ручном режиме.

Для культуральных исследований использована 
жидкая питательная среда Миддлбрук 7h9, 
приготовленная из сухой среды difco 7h9 broth («Bec-
ton dickinson») с 10% ростовой добавки oadc и 2 мл 

Рис. 1. Зоны лизиса (плаки) на поверхности роста культуры 
M. smegmatis для подсчета активности вирусных частиц пре-
парата микобактериофага.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2017; 62(12)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-12-757-763

МИКРОБИОЛОГИЯ

760

глицерина на 1 л жидкой среды, которую автоклавировали 
при 121°c 10 мин.

Получение и определение активности микобакте-
риофага D29. Для размножения микобактериофага d29 
использован штамм быстрорастущих микобактерий M. 
smegmatis mc2 155, любезно предоставленным нам со-
трудниками НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи. M. smegmatis 
культивировали в жидкой среде Миддлбрук 7h9 с 10% 
oadc с добавлением 1 мМ cacl2. Плотность бактери-
альной суспензии определяли на спектофотометре при 
длине волны 600 нм. Для размножения микобактериофа-
га использована культура плотностью 1,0.

Для работы с микобактериофагом использован 
фаговый буферный раствор: 10 мМ Tris-hcl, ph 7,5, 1 
мМ cacl2 68,5 мМ nacl. Приготовление питательной 
среды 7h10: 19 г порошка агара 7h10 difco («Becton 
dickinson») разводили в 900 мл дистиллированной воды 
с добавлением 5 мл глицерина, автоклавировали при 
121°c 10 минут; при 50—55°c добавляли 10% ростовой 
добавки oadc. Приготовление полужидкиго агара: 900 
мл дистиллированной воды, 4,7 г порошка Миддлбрук 
7h9 (бульон), 7 г Миддлбрук 7h10 (агар), 25 мл 10% 
раствора глюкозы, 10 мл 0,1 М раствора cacl2 (1,11 мл 
10% раствора хлорида кальция).

Для получения фагового препарата в растущую на 
жидкой питательной среде культуру M. smegmatis вно-
сили 105 фаговых частиц, культивировали 24 ч. Затем на 
чашки для культивирования диаметром 100 мм с плот-
ной питательной средой вносили по 3 мл полужидкого 
агара и 250 мкл суспензии M. smegmatis, содержащих 
микобактериофаг; чашки инкубировали в течение ночи 
при 37°c, после чего в них вносили по 5 мл фагового 
буферного раствора и инкубировали 4 ч при 4°c. Затем 
буферный раствор, содержащий фаговые частицы, уда-
ляли, фильтровали для стерилизации через фильтр с по-

рами 0,22 мк и хранили при 4°c.
Активность полученного фаго-

вого препарата определяли при по-
севах на чашках с плотной питатель-
ной средой суспензии по 100 мкл M. 
smegmatis (5-й стандарт мутности). 
После всасывания суспензии мико-
бактерий наносили по 100 мкл фа-
гового препарата, разведенного по-
следовательно серией 10-кратных 
разведений. На основании подсчета 
зон лизиса (плаков) (рис. 1) в чаш-
ках с крайним разведением и учетом 
10-кратного разведения определяли 
число вирусных частиц (плакобра-
зующих единиц) в 1 мл среды фаго-
вого препарата.

Субстанции антибактериаль-
ных препаратов («sigma-aldrich») 
и их критические концентрации 
для определения чувствительности 
МБТ готовили стерильно и разводи-
ли питательной средой так, чтобы 
в 10 мкл содержалась критическая 
концентрация препарата на 1 мл 
среды. Использовали следующие 
критические концентрации (в мкг/
мл): стрептомицин — 1; изониазид 
— 0,1; рифампицин — 1; этамбутол 
— 5; амикацин — 1; капреомицин 

— 2,5; канамицин — 2,5; офлоксацин — 2; моксифлок-
сацин — 0,54; линезолид — 1; левофлоксацин — 1; эти-
онамид — 5; циклосерин — 3; клофазимин — 1.

Определение чувствительности клинических штам-
мов МБТ. После получения положительного результата 
роста МБТ в пробирках mgiT («Becton dickinson») с 
флюоресцентным маркером по 200 мкл культуры пере-
носили в лунки 24-луночного культурального планшета. 
Количество лунок для дальнейшего культивирования 
соответствовало числу тестов с использованием кон-
трольной пробы (без антибиотика) и числу антибак-
териальных препаратов, к которым определяется чув-
ствительность. В каждую лунку, содержащую 200 мкл 
культуры клинического штамма МБТ, вносили по 800 
мкл жидкой питательной среды Миддлбрук 7h9, содер-
жащей 10% ростовой добавки oadc и 1 мМ хлорида 
кальция, а также, за исключением контрольной пробы, 
по 10 мкл субстанций антибактериальных препаратов, 
содержащих критические концентрации исследуемых 
противотуберкулезных препаратов.

Лунки планшета маркировали и культивировали в 
co2-инкубаторе (nu-aire), подключенном к баллону с 
углекислым газом при 37°С с содержанием 5,5% co2. 
На дно влажной камеры (поддон с водой) вносили в 
качестве антисептика 200 г двухромовокислого калия. 
Инкубацию культур с клиническими штаммами МБТ в 
присутствии антибактериальных препаратов проводили 
в течение 2 суток, после чего во все лунки, включая кон-
трольную, вносили по 50 мкл микобактериофага d29 с 
активностью 105 плакобразующих единиц в 1 мл и про-
должали инкубирование культур в течение 24 ч.

На 4-е сутки культивирования образцы переносили в 
пробирки объемом 1,5 мл типа Эппендорф для выделе-
ния ДНК фага, содержащегося в клетках МБТ. Образцы 
центрифугировали в микроцентрифуге (12 000 об/мин) 

Рис. 2. Определение лекарственной чувствительности культур МБТ по критериям 
размножения микобактериофага с количественным анализом ДНК фага.
Культура № 5659 устойчива ко всем препаратам. Пороговые циклы значимо не отличаются от кон-
троля. Культура № 3436 чувствительна к стрептомицину, рифампицину, этамбутолу, устойчива к 
изониазиду; № 3436 — пороговые циклы: контроль — 14,5, стрептомицин — 20,9 (+6,4), изониазид 
— 14,6 (устойчива), рифампицин — 19,5 (+5,0), этамбутол — 27,6 (+13); в скобках прирост ct — по-
роговых уровней флюоресценции в опытных пробах по сравнению с контролем.
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— от 49 до 40 штаммов. Среднее совпадение 
результатов определения чувствительности к 
препаратам 1-го ряда (стрептомицин, изониа-
зид, рифампицин, этамбутол) при использова-
нии ускоренного метода на основе микобакте-
риофагов в сравнении с общепринятым мето-
дом составило 90,9% с чувствительностью 92% 
и специфичностью 93%. Для препаратов 2-го 
ряда совпадение результатов составило 87%.

Определение чувствительности к антими-
кробным химиотерапевтическим препаратам 
МБТ с помощью количественного ПЦР-анализа 
ДНК микобактериофага представлено на рис. 2.

Прирост пороговых уровней подъема кри-
вой флюоресценции (Δct) по сравнению с по-
роговыми уровнями контрольных проб для чув-
ствительных штаммов, отражающих количе-
ственные различия в ДНК микобактериофага в 
группе тестов с препаратами 1-го ряда, несколь-
ко ниже (в среднем 5,9), чем для препаратов 2-го 
ряда (7,2), но без достоверных различий.

В соответствии с ранее опубликованными 
данными [10] эти величины обратно коррелиру-
ют с уровнями МИК, т. е. величина Δct позво-
ляет оценить ингибирующую эффективность 
исследуемых препаратов в отношении исследу-
емого штамма. Эти величины (Δct) у штаммов с 
сохраненной чувствительностью к одним и тем 
же препаратам указывают на значительную ва-
риабельность для разных клинических штаммов 

МБТ. Оценивали величину и вариабельность Δct для 17 
клинических штаммов МБТ, чувствительных к препара-
там 1-го ряда (стрептомицин, изониазид, рифампицин, 
этамбутол). Δct для этих штаммов варьировала от 2,4 до 
16,0, но была примерно одинаковой для всех четырех 
препаратов, т. е. эта величина являлась характеристикой 
каждого штамма. Были изучены 2 штамма МБТ с суще-
ственно различающимися по Δct — 3,5 (штамм № 7334) 
и штамм № 7354 (Δct — 12,5), предварительно культи-
вировавшиеся в жидкой среде Миддлбрук 7h9 с концен-
трацией по 5-му стандарту мутности (ГИСК им. Л.А. 
Тарасевича), а также в разведении 1:100 для посевов на 
чашки (по 2 чашки на точку) с плотной средой Миддл-
брук 7h10 с МИК рифампицина (0,1 мкг/мл). Через 3 
недели культивирования в co2-инкубаторе при 37°c на 
чашках со штаммом № 7334 наблюдался сливной рост 
и 100—150 колоний в разведении 1:100; для штамма № 
7354 — около 100 и 10—15 соответственно. Таким обра-
зом, в культуральных исследованиях подтверждена пря-
мая корреляция различий в пороговых уровнях подъема 
кривых флюоресценции (Δct), т. е. количественных ха-
рактеристик уменьшения ДНК микобактериофага и ин-
гибирующей эффективности антибактериального пре-
парата.

В этой же группе клинических штаммов МБТ разли-
чия по Δct (предполагаемая эффективность ингибирова-
ния метаболизма микобактерий) между штаммами № 11 
и 16 в отношении 6 препаратов 2-го ряда были статисти-
чески значимыми (ms excel) по t- критерию Стьюдента: 
4,51 ± 0,96 против 8,0 ± 0,81; при ci 95% p < 0,01.

В настоящей работе было проведено первичное 
культивирование образцов мокроты больных с положи-
тельным результатом определения МБТ по микроско-
пии мазка с последующей оценкой чувствительности к 
критическим концентрациям 10 широко используемых 

5 мин, супернатант отбрасывали и к осадку добавляли 
по 200 мкл деионизированной воды и прогревали в твер-
дотельном микротермостате при 95°c 30 мин. После 
этого по 5 мкл ДНК фага в супернатанте анализировали 
с помощью количественной ПЦР-РВ с использованием 
тест-системы «фаг d29», ООО «Синтол».

Результаты измерения определяли по пороговым 
уровням подъема кривой флюоресценции ct в реакции 
амплификации с ДНК-зондом, маркированным по флуо-
рофору fam. Результаты исследований в пробах с анти-
биотиками оценивали по отношению к контрольным 
пробам (без антибиотиков). Прирост порогового цикла 
ct более чем на 2 цикла в опытной пробирке по срав-
нению с контрольной свидетельствовал о чувствитель-
ности культуры к исследуемой субстанции антибакте-
риального препарата. В части исследований с помощью 
второго канала флюоресценции с ДНК-зондом, марки-
рованным по флуорофору r6g, проверена возможность 
относительного ингибирования ПЦР. Установлено, что 
при такой обработке с выделением ДНК фага ингибиро-
вание ПЦР ни в одном случае не наблюдалось.

Для определения минимальной ингибирующей кон-
центрации (МИК) использовали плотную среду 7h10 на 
чашках 60 мм.

Результаты и обсуждение. Результаты исследова-
ния чувствительности клинических штаммов МБТ, по-
лученных от длительно леченных пациентов, к 8 анти-
микробным химиотерапевтическим препаратам на сре-
де Левенштейна—Йенсена и ускоренного исследования 
с применением микобактериофага d29 представлены в 
табл. 1.

В отношении препаратов 1-го ряда (стрептомицин, 
изониазид, рифампицин, этамбутол) изучена чувстви-
тельность 62 клинических штаммов, в отношении пре-
паратов 2-го ряда (аминогликозиды, моксифлоксацин) 

Т а б л и ц а  1
Чувствительность к антимикробным химиотерапевтическим препаратам

Антимикроб-
ные химиоте-
рапевтические 

препараты

Чув-
стви-
тель-
ность

Средняя 
Δct

Число и 
резуль-

таты 
анализов

% устой-
чивых 

штаммов

Число 
штам-

мов

% совпаде-
ний с обще-
принятым 
методом 

Стрептомицин Ч. 4,4 9 85,5 62 92,6
У. 0,13 53

Изониазид Ч. 6,3 14 77,4 62 97
У. 0,04 48

Рифампицин Ч. 6,2 28 54,8 62 85
У. –0,17 34

Этамбутол Ч. 6,87 32 48,4 62 89
У. 0,3 30

Амикацин Ч. 7,15 38 22,5 49 92
У. 0,99 11

Капреомицин Ч. 7,5 41 16,3 49 86
У. 1,18 7

Канамицин Ч. 8,0 33 21,4 42 79
У. 0,74 9

Моксифлокса-
цин

Ч. 6,45 32 20 40 90
У. 0,62 8

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: Ч. — чувствительны; У. — устойчивы.
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противотуберкулзных препаратов с помо-
щью технологии mgiT («Becton dickinson») 
в сравнении с описанной выше технологией 
краткосрочного исследования с использова-
нием микобактериофага d29 (табл. 2).

Как следует из табл. 2, из 50 проведен-
ных тестов различия наблюдались лишь в 
отношении моксифлоксацина у 2 штаммов, 
т. е. совпадение сравниваемых двух методов 
составило 96%.

Применение микобактериофагов для 
быстрого определения чувствительности 
к антимикробным химиотерапевтическим 
препаратам клинических штаммов МБТ 
ранее успешно показано в работах несколь-
ких авторов, в частности f.a. drobniewski и 
соавт. [9], которые показали достоверность 
оценки чувствительности к рифампици-
ну и изониазиду при использовании ми-
кобактериофага посредством определения 
количества плаков на газоне M. smegmatis. 
s. pholwat и соавт. и s. foongladda и соавт 
[10, 11] опубликовали две работы, в которых 
количественное определение размножения 
микобактериофага d29 в микобактериях для 
оценки чувствительности к антимикробным 
химиотерапевтическим препаратам клини-
ческих штаммов МБТ проведено с помощью 
анализа ДНК фага при проведении ПЦР-РВ. 
Авторы учитывали в качестве положитель-
ного теста определения чувствительности 
к антимикробным препаратам превышение 
порогового уровня флюоресценции ct в про-
бе с антибиотиком на 3 цикла по сравнению 
с контролем.

В нашей работе более высокая чувстви-
тельность анализа получена при различи-
ях между контрольной (без антибиотика) 
и опытными пробами (Δct) в два цикла. 
Представленные в табл. 1 данные об устой-
чивости клинических штаммов МБТ к пре-
паратам 1-го ряда, прежде всего стрепто-
мицину, изониазиду, рифампицину — бо-
лее 50% и в несколько меньшей степени к 
этамбутолу, соответствуют нашим ранее 
полученным результатам исследований [1]. 
Такой уровень устойчивости микобактерий 
к антимикробным химиотерапевтическим 
препаратам у больных туберкулезом после 
длительного лечения в настоящее время уже 
не подвергается сомнению и указывает на 
необходимость быстрого определения чув-
ствительности возбудителя для своевремен-
ного изменения протокола лечебных режи-
мов химиотерапии.

Более высокий уровень совпадения ре-
зультатов определения чувствительности к 
10 препаратам в сравнении с технологией 
Bactec — 96%, возможно, объясняется тем, 
что в сравниваемой системе Bactec исполь-
зуется более достоверный метод пропорций 
в противоположность методу абсолютных 
концентраций, используемому в нашей 
стране при работе на среде Левенштейна—
Йенсена.

Т а б л и ц а  2
Определение чувствительности к антимикробным химиотерапевтическим пре-
паратам клинических штаммов МБТ с помощью микобактериофага и культу-
рального исследования методом MGIT («Becton Dickinson»)

№ куль-
туры 
МБТ

ct — уровень 
ДНК фага в 

контроле

ct — количество 
ДНК фага с 

антибиотиком 

Антибиотики Результат 
теста по 

фагу

Результа-
ты теста 

mgiT
9 17,3 16,26 Стрептомицин У. У.
10 24,1 23,14 « У. У.
11 18,6 24,16 « Ч. Ч.
12 17,2 17,51 « У. У.
16 15,5 22,88 « Ч. Ч.
9 17,3 16,53 Изониазид У. У.
10 24,1 22,44 « У. У.
11 18,6 26,6 « Ч. Ч.
12 17,2 17,03 « У. У.
16 15,5 22,16 « Ч. Ч.
9 17,3 17,5 Рифампицин У. У.
10 24,1 23,5 « У. У.
11 18,6 26,64 « Ч. Ч.
12 17,2 17,9 « У. У.
16 15,5 24,24 « Ч. Ч.
9 17,3 17,45 Этамбутол У. У.
10 24,1 23,06 « У. У.
11 18,6 25,37 « Ч. Ч.
12 17,2 20,2 « Ч. Ч.
16 15,5 20,16 « Ч. Ч.
9 17,3 26,2 Амикацин Ч. Ч.
10 24,1 31,2 « Ч. Ч.
11 18,6 24,0 « Ч. Ч.
12 17,2 22,4 « Ч. Ч.
16 15,5 24,1 « Ч. Ч.
9 17,3 23,3 Капреомицин Ч. Ч.
10 24,1 29,4 « Ч. Ч.
11 18,6 22,3 « Ч. Ч.
12 17,2 24,16 « Ч. Ч.
16 15,5 23,7 « Ч. Ч.
9 17,3 24,0 Канамицин Ч. Ч.
10 24,1 29,1 « Ч. Ч.
11 18,6 23,1 « Ч. Ч.
12 17,2 18,6 « У. У.
16 15,5 23,6 « Ч. Ч.
9 17,3 17,8 Этионамид У. У.
10 24,1 28,9 « Ч. Ч.

11 18,6 24,4 « Ч. Ч.

12 17,2 17,16 « У. У.
16 15,5 21,6 « Ч. Ч.
9 17,3 22,3 Моксифлоксацин Ч. Ч.
10 24,1 21,0 « У. У.
11 18,6 21,3 « Ч. У.
12 17,2 19,1 « У. Ч.
16 15,5 24,4 « Ч. Ч.
9 17,3 22,1 Линезолид Ч. Ч.
10 24,1 28,23 « Ч. Ч.
11 18,6 23,42 « Ч. Ч.
12 17,2 22,74 « Ч. Ч.
16 15,5 23,3 « Ч. Ч.
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Время, затрачиваемое на получение результата при 
использовании теста с микобактериофагом, составля-
ет 4 дня по сравнению с 8—10 днями, необходимыми 
для получения результатов оценки чувствительности к 
антимикробным химиотерапевтическим препаратам в 
системе Bactec. Проведенное нами исследование ста-
бильности препарата микобактериофага, используемого 
для анализа чувствительности к антимикробным хи-
миотерапевтическим препаратам клинических штаммов 
МБТ, показало, что через 10 мес хранения стерильного 
микобактериофага при 4°c активность фага снижалась 
на 1 порядок с 108 до 107 плакобразующих единиц. Ана-
лиз стоимости использованной технологии, учитывая 
минимальный (1 мл в лунке планшета) объем жидкой 
питательной среды Миддлбрук 7h9 и низкую себестои-
мость реагентов для количественного определения ДНК 
фага (около 50 руб. на 1 тест), позволяет считать предло-
женный метод весьма эффективным по критерию цена/
качество. Использование только одного канала флюо-
ресценции по флуорофору fam дает возможность упро-
стить и удешевить технологию исследования.

Расчет себестоимости одного теста (одна культура — 
один антибиотик) составляет около 150 руб. при стои-
мости одной пробирки с флюоресцентным сенсором с 
биодобавкой oadc для системы mgiT (Bactec) около 
700 руб. Формат исследований не ограничен планшет-
ной технологией культивирования образцов с использо-
ванием co2-инкубатора, поскольку, как показали наши 
предварительные эксперименты, исследование чувстви-
тельности к антимикробным химиотерапевтическим 
препаратам клинических штаммов МБТ может прово-
диться с использованием пробирок объемом 4—4,5 мл.

Полученные подтверждения корреляции между ве-
личиной различий пороговых уровней флюоресценции 
(Δct) между контрольной и опытными пробирками и 
МИК для конкретных клинических штаммов открыва-
ют, по нашему мнению, также возможности применения 
данной технологии для ускоренного анализа ингибиру-
ющей активности различных комбинаций лекарств с це-
лью будущего персонифицированного, в соответствии с 
вариабельными свойствами клинического штамма, вы-
бора схемы лечения больного туберкулезом.

Полагаем, что разработка и внедрение в нашей стра-
не набора реагентов для быстрого определения чувстви-
тельности к антимикробным химиотерапевтическим 
препаратам клинических штаммов МБТ, основанного 
на технологии применения микобактериофага d29, мо-
жет быть одним из важных факторов в борьбе с распро-
странением лекарственной устойчивости и повышении 
эффективности лечения больных туберкулезом.

Благодарность. Авторы благодарят зав. микробио-
логической лабораторией Нижегородского областного 
противотуберкулезного диспансера Елену Александров-
ну Ильину и ее сотрудников за предоставленные клини-
ческие штаммы микобактерий туберкулеза с изученной 
чувствительностью к антимикробным химиотерапевти-
ческим препаратам.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Л И Т Е РАТ У РА  (пп. 2—11 см. r e f e r e n c e s )
1. Владимирский М.А., Аляпкина Ю.С., Алексеев Я.И., Варламов 

Д.А., Домотенко Л.В., Шипина Л.К. и др. Применение метода 
ПЦР в реальном времени для определения и контроля за распро-
странением лекарственно устойчивых штаммов микобактерий 
туберкулёза. Проблемы туберкулёза и болезней лёгких. 2008; 4: 
38—44.

r e f e r e n c e s
1. Vladimirsky m.a., alyapkina yu.s., alekseev ya.i., Varlamov d.a., 

domotenko l.V., shipina l.K. et al. real-time pcr application 
for detection and control of the spread of drug-resistant strains of 
Mycobacterium tuberculosis. Problemy tuberkuleza I bolezney 
legkikh. 2008; (4): 38—44. (in russian)

2. enarson d.a., harries a.d. historical background and global 
epidemiology of mycobacterium tuberculosis resistance. in: 
Guidelines for Clinical and Operational Management of Drug-
Resistant Tuberculosis. international union against Tuberculosis 
and lung disease. paris, france: 2013; 7—12.

3. pandey p., dutt pant n., rijal K.r., shrestha B., Kattel s., Banjaraet 
m.r. et al. diagnostic accuracy of geneXpert mTB/rif assay in 
comparison to conventional drug susceptibility Testing method for 
the diagnosis of multidrug-resistant Tuberculosis. PLoS One. 2017; 
12(1): e0169798.

4. feng y., liu s., wang Q., wang l., Tang s., wang J. et al. rapid 
diagnosis of drug resistance to fluoroquinolones, amikacin, 
capreomycin, Kanamycin and ethambutol using genotype 
mTBdrsl assay: a meta-analysis. PLOS one. 2013; 8(2):1—13.

5. wei-lun huang, Ting-lin chi, mei-hua wu, ruwen Jou. 
performance assessment of the genoType mTBdrsl Test and 
dna sequencing for detection of second-line and ethambutol 
drug resistance among patients infected with multidrug-
resistant mycobacterium tuberculosis, J. Clin. Microbiol. 2011; 
@2502—8.

6. Banaiee n., Bobadilla-del-Valle m., Bardarov s. Jr., riska 
p.f., small p.m., ponce-de-leon a. et al. luciferase reporter 
mycobacteriophages for detection, identification, and antibiotic 
susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis in mexico. J. 
Clin. Microbiol. 2001; 39: 3883—8.

7. Jain p., hartman T.e., eisenberg nell, o’donnell m.r., Kriakov J., 
govender K. et al. ɸ2gfp10, a high-intensity fluorophage, enables 
detection and rapid drug susceptibility Testing of Mycobacterium 
tuberculosis directly from sputum samples. J. Clin. Microbiol. 
2012; 50(4): 1362—9.

8. Xia yu, yunting gu, guanglu Jiang, yifeng ma, liping Zhao, 
Zhaogang sun, paras Jain et al. evaluation of a high-intensity 
green fluorescent protein fluorophage method for drug-resistance 
diagnosis in Tuberculosis for isoniazid, rifampin and streptomycin. 
Frontiers in Microbiology. 2016; 7, article 922: 1—6.

9. eltringham J.s., wilson m., drobniewski f.a. evaluation of 
a Bacteriophage-Based assay (phage amplified Biologically 
assay) as a rapid screen for resistance to isoniazid, ethambutol, 
streptomycin, pyrazinamide, and ciprofloxacin among clinical 
isolates of Mycobacterium tuberculosis. Journal of Clinical 
Microbiology. 1999; 37(11): 3528—32.

10. foongladda s., Klayut w., chinli r., pholwat s., houpt eric. use of 
mycobacteriophage Quantitative pcr on mgiT Broths for a rapid 
Tuberculosis antibiogram. Journal of Clinical Microbiology. 2014; 
52(5): 1523—8.

11. pholwat s., ehdaie B., foongladda s., Kelly K., houpt e. real-
Time pcr using mycobacteriophage dna for rapid phenotypic 
drug susceptibility results for Mycobacterium tuberculosis. J. Clin. 
Microbiol. 2012, 50(3): 754—61.

Поступила 22.06.17
Принята к печати 30.06.17


