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Резюме
Целью данного исследования было изучить лекарственную чувствительность Mycobacterium tuberculosis, полученных из 
мокроты и операционного материала больных с туберкулемами легких, молекулярно-генетическими и культуральными 
методами исследования. Проведено бактериологическое исследование операционного материала у 247 пациентов. На этапах 
терапевтического лечения 60,0% больных с туберкулемами легких не имеют данных о лекарственной чувствительности 
Mycobacterium tuberculosis. При исследовании резецированных участков легких Mycobacterium tuberculosis с множественной 
лекарственной устойчивостью были обнаружены у 45,5% этих пациентов. Сравнение данных лекарственной чувствительно
сти Mycobacterium tuberculosis, выделенных из мокроты и операционного материала, показало различие в 43,8% случаев. У 
36,5% этих пациентов были найдены Mycobacterium tuberculosis со «скрытой» лекарственной устойчивостью, однако у 9,4% 
пациентов при исследовании мокроты были найдены ЛУ МВТ, а при исследовании операционного материала -  МВТ с ЛЧ. 
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Summary
The aim of this study was to research drug sensitivity of Mycobacterium tuberculosis received from sputum and surgical material 
of patients with tuberculoma of lungs by molecular genetics and cultural methods. Bacteriological examination of surgical material 
from 247 patients was conducted. 60,0% of patients with tuberculoma of lungs did not have data about drug sensitivity of 
Mycobacterium tuberculosis at the stages of therapeutic treatment. Mycobacterium tuberculosis with multidrug resistance were 
found in 45,5% of the patients at research of surgical material. Comparison of data about drug resistance of Mycobacterium 
tuberculosis isolated from sputum and surgical material showed a difference in 43,8% of cases. Mycobacterium tuberculosis 
with the ’ hidden’ drug resistance were found at 36,5% of the patients, however drug resistance strains were replaced by drug 
sensitive strains in 9,4% of patients.
Keywords: mycobacterium tuberculosis, drug resistance, surgical material from lung, bacteriological diagnostics, biochip- 
diagnostics, tuberculoma of lungs

Введение
Лекарственная устойчивость (ЛУ) микобактерий 

туберкулеза (МВТ) к противотуберкулезным препаратам 
(ПТП) является одной из причин неэффективного лече
ния туберкулеза. В Российской Федерации впервые выяв
ленные больные с множественной лекарственной устой
чивостью (МЛУ) МВТ составляют от 6 до 15,7% [1].

Одним из эффективных способов лечения тубер
кулеза является резекция частей легких, пораженных 
туберкулезным процессом. ЛУ МВТ, наряду с другими 
факторами, отрицательно влияет на исходы оперативных

вмешательств [2]. Наличие устойчивости к 2 туберкуло- 
статикам повышает вероятность реактивации туберкуле
за в 1,5 раза, а сформировавшаяся устойчивость к 3 ПТП 
приводит к троекратному увеличению частоты неблаго
приятного исхода. Кумулятивный показатель частоты по
слеоперационных рецидивов составляет 18,4% [3].

При этом, у значительного числа пациентов на эта
пах терапевтического лечения получить сведения о ле
карственной чувствительности (ЛЧ) возбудителя к ПТП 
невозможно в силу ограниченности и олигобактериаль- 
ности туберкулезного процесса и, как результат этого,



Таблица 1. С пектр устойчивости М БТ к основным ПТП, 
полученны й методом абсолю тных концентраций

Чувствительность/ 
устойчивость к ПТП

Количество культур 
Абс./%

Количество культур 
Абс./%

Чувствительность - .

Уст. к S I (2,2) 1 (2,2)
Уст. к R,S 2(4 ,3)

8(17,4)
Уст. к R,E,K 1 (2,2)
Уст. к H,E,S 2 (4 ,3)

Уст. к H.E.S.K 3(6 ,5)
Уст. к H,R,E 1 (2,2)

37 (80,5)
Уст. к H,R,S 6(13,0)

Уст. к H,R,S,K 4(8 ,7 )
Уст. к H,R,E,S 18(39,1)

Уст. к H,R,E,S,K 8(17,4)
Всего: 46(100,0% )

пациентам назначается эмпирическое лечение без досто
верной информации о наличии ЛЧ МБТ. Это увеличивает 
значимость бактериологического исследования резеци
рованных участков легких у таких пациентов.

В связи с тем, что классические бактериологические 
методы обнаружения, идентификации и определения ЛЧ 
МБТ требуют длительного периода времени (до 3-х меся
цев), а также весьма ресурсоемки, в последние годы ак
тивно применяются молекулярно-генетические методы, 
лишенные перечисленных недостатков [4-8].

Цель работ ы: изучить ЛЧ МБТ, полученных из мо
кроты и операционного материала больных с туберкуле- 
мами легких, молекулярно-генетическими и культураль
ными методами исследования.

Материалы и методы
Проведено бактериологическое исследование резециро

ванных участков легких у 247 пациентов с диагнозом туберку- 
лема, получивших хирургическое лечение в клинике УНИИФ 
в 2010-2011 гг. Также проведено сравнение данных о ЛЧ МБТ, 
полученных из операционного материала, с ранее установлен
ной ЛЧ возбудителя туберкулеза, выделенного из мокроты.

Нефиксированный резецированный материал в те
чение одного часа после операции в стерильных усло
виях подвергали первичному исследованию. При этом 
из операционного материала вырезали кусочки легкого, 
пораженного туберкулезным процессом, для культураль
ных и молекулярно-генетических исследований.

Микробиологическое исследование проводили со
гласно приказу М3 РФ № 109 от 21.03.2003г. Оно вклю
чало люминесцентную микроскопию мазка и посев на 
плотную питательную среду Левенштейна-Йенсена осад
ка гомогенизированного и деконтаминнрованного кусоч
ка операционного материала.

Изучение ЛЧ проводили методом абсолютных кон
центраций с использованием среды Левенштейна-Йенсена 
(«Himedia Laboratories», Индия). Культуры М. tuberculosis 
классифицировали по ЛЧ и ЛУ к основным ПТП в соот
ветствии с приказом М3 РФ №  109 от 21.03.2003г (концен
трация изониазнда (Н) -  1 мкг/мл, рифампицнна (R) -  40 
мкг/мл, этамбутола (Е) -  2 мкг/мл, стрептомицина (S) -  10 
мкг/мл, канамицина (К) -  30 мкг/мл).

Для амплификации специфической нуклеотидной 
последовательности IS6110 геномного материала мето
дом ПЦР в режиме реального времени использовали тест- 
систему “АмплиСенсФМТС-FL" (ФГУН ЦНИИ эпидемио
логии Роспотребнадзора, Москва) и амплификатор iCycler 
iQ5 (Bio-Rad, США). Для молекулярно-генетического ис
следования ЛЧ МБТ к изониазиду (Н), рифампицину (R) 
и фторхинолонам (FQ) был использован метод гибридиза
ции с флуоресцентным изображением на биологическом 
микрочипе “ТБ-БИОЧИП®” и ‘ТБ-БИОЧИПФ-2” (ООО 
“Биочип-ИМБ”, Москва). Анализ результатов гибридиза
ции проводили на приборе “Чипдетектор-ОГ’ с использо
ванием специализированного программного обеспечения 
“Imageware" (ООО “Биочип-ИМБ”, Москва).

Диагноз «туберкулема легкого» был верифицирован 
гистологически.

Результаты исследований мокроты, полученные на 
этапах терапевтического лечения, были изучены ретро
спективно по историям болезни.

Результаты и обсуждение
При исследовании резецированных участков лег

ких, полученных от 247 (100,0%) больных с туберкуле- 
мами легких, методом люминесцентной бактериоскопии 
КУМ были обнаружены в 140 (56,7%) образцах, при по
севе на плотные питательные среды получены 46 (18,6%) 
культур и определена их ЛУ, методом ПЦР ДНК МБТ 
была выявлена у 242 (98,0%) пациентов.

Методом посева МЛ У МБТ была определена в 37 
(80,5%) случаях, устойчивые МБТ к одному из препара
тов I ряда -  в 8 (17,3%) случаях, МБТ устойчивые к стреп
томицину -  в 1 (2,2%) случае. Чувствительных культур 
обнаружено не было. Спектр устойчивости к основным 
ПТП представлен в табл. 1

Методом «ТБ-Биочип» удалось определить наличие 
или отсутствие мутаций устойчивости к ПТП в 239 (96,8%) 
случаях. Как видно из табл. 2, в 165 (69,0%) случаях МБТ 
имели мутации, 74 (31,0%) не имели. В 43 (18,0%) случаях 
в геноме МБТ выявляли мутации в генах, ответственных 
за устойчивость к одному ПТП (Н или R или FQ), а в 122 
(51,0%) -  мутации, ответственные за устойчивость одно
временно к нескольким препаратам (Н, R или Н, R, FQ).



Таблица 2. J I4  МБТ, полученных из резецированных участков легких, 
определенная методом Биочип

Чувствительность/ 
устойчивость к ПТП

Число штаммов 
абс./%

Число штаммов 
абс .Л/о

Число штаммов 
абс./%

Чувствительность 74(31,0) 74(31.0) 74(31,0)
Уст. кН 34(14,2)

43(18,0)
165 (69,0)

Уст. к R 6(2.5)
Уст. к FQ 3(1,3)
Уст. к H,R 104(43.5) 122(51,0)

Уст. к H,R,FQ 18(7.5)
Всего: 239(100.0)

Таблица 3. С пектр вы явленны х мутаций в геноме МБТ, 
выделенных из резецированных участков легких

ПТП Ген, регион
Кодон, № 

нуклеотидной 
позиции

АМК-замены,
нуклеотиды

Число штаммов 
абс./%

Рифампицин гроВ Ser->Leu 102 (77,3)

531
Ser->Cys 4 (3,0)
Ser->Gln 1 (0,8)
Ser->T ф 1 (0,8)
His->Asn 4 (3,0)
His->Leu 4 (3.0)

526 His->Cys 2(1,5)
His->Asp 1 (0.8)
His->Tyr 1 (0,8)

516 1

£HЛ6.
< 3 (2,2)

Asp->Val 2(1,5)
511 Leu-> Pro 1 (0,8)
515 Met->Ile 4 (3,0)
533 Leu-> Pro 2(1,5)

Всего: 132(100,0)
katG 1

315 Ser->Thrt 1) 146 (81,6)
Ser->Gly 1 (0,6)

inliA T 22(12,3)
8 A 3(1,7)

Изонназнд G 1 (0,6)
16 G 2(1.1)

ahp-oxyR 10 C'->T 2(1,1)
12 C->T 1 (0,6)
6 С 1 (0,6)

Всего: 179(100,0)
(Шорхинолоны g\rA 90 Ala->Val 9(41,0)

91 Ser->Pro 4(18,2)
Asp->Ala 4(18,2)

94 Asp->Gly 2(9,1)
Asp-> Asn 1 (4,5)
Asp->His 1 (4,5)

95 Ser->Thr 1 (4,5)
Всего: 22(100,0)

Спектр выявленных мутаций, определяющих ЛУ к 
рифампицину, изониазиду и фторхинолонам, представ
лен в табл. 3. Как видно из таблицы, спектр мутаций в 
геноме МБТ, выделенных из операционного материала, 
представлен 14 мутациями, ответственными за ЛУ к ри
фампицину, 9 -  к изониазиду и 7 -  к фторхинолонам. В 
гене фоВ преобладала мутация Ser->Leu в 531-м кодо
не (77,3%). В генах katG и inhA, в основном, определя
лись аминокислотная замена Ser->Thr( 1) в 315-м кодоне 
(81,6%) и мутации в 8-й нуклеотидной позиции (14,6%), 
соответственно. В гене gyrA чаще всего встречалась му
тация Ala->Val (41,0%) в 90-м кодоне. Полученные дан
ные по частоте встречаемости мутаций совпадают с ли
тературными данными.

Следует отметить, что среди исследованных изо- 
лятов МБТ, отнесенных к ЛУ (165), не было ни одного, 
имеющего мутации устойчивости одновременно во всех 
5 возможных генах; в 4 генах мутации имели место в 
1,8% случаев, в 3 генах -  19,4% в 2 генах -  54,0%, изо- 
лятов МБТ с сочетанными мутациями в одном гене было 
3,6%.

При ретроспективном анализе результатов ранее 
проведенного исследования мокроты больные были раз
делены на 2 группы: без установленной ЛЧ и с известной 
ЛЧ МБТ. Группу № 1 составили 148 (60,0%) пациентов, 
группу № 2 -  99 (40,0%).

У пациентов 1 группы исследование резектаггов лег
ких молекулярно-генетическими методами позволило



определить ЛЧ возбудителя туберкулеза у 143 (96,6%) 
больных. МЛУ МВТ была обнаружена у 65 (45,5%) па
циентов, из которых у 9 (6,3%) больных были МВТ с со
четанными мутациями устойчивости к Н, R и FQ. Моно- 
устойчивые штаммы выявлены у 19 (13,3%) пациентов, 
чувствительные у 59 (41,2%).

Из 99 пациентов, у которых на этапах терапевти
ческого лечения ЛЧ МВТ была известна (группа № 2), 
результаты ЛЧ возбудителя туберкулеза, выделенного из 
операционного материала, удалось получить в 96 (97,0%) 
случаях. МЛУ МВТ была обнаружена у 57 (59,4%) паци
ентов, из которых у 9 (9,4%) больных были сочетанные 
мутации устойчивости к Н, R и FQ. Моноустойчнвые 
изоляты выявлены у 24 (25,0%) пациентов, чувствитель
ные у 15 (15,6%). При сравнении полученных данных о 
ЛЧ МВТ, выделенных из операционного материала и мо
кроты, совпадения были найдены в 56,2% случаев, раз
личия -  в 43,8%. МВТ, выделенные из операционного 
материала, имели мутации устойчивости к изониазиду в 
29 (51,8%) случаях, к рифампицину -  в 16 (28,6%), мута
ции устойчивости к изониазиду не были обнаружены в 3 
(5,3%) случаях, к рифампицину -  в 8 (14,3%) по сравне
нию с МВТ, полученными из мокроты. У 36,5% (35) па
циентов из 2 группы были найдены МВТ со скрытой ЛУ. 
Под «скрытой ЛУ» авторы понимают ЛУ МВТ, которая 
не была установлена при исследовании респираторного 
материала на терапевтическом этапе лечения пациента, 
но обнаружилась при исследовании операционного ма
териала. В 9,4% (9) случаев при исследовании мокроты 
были выявлены ЛУ МВТ, а при исследовании операцион
ного материала -  МВТ с ЛЧ.

Заключение
В результате проведенного исследования было вы

явлено, что 60,0% больных с туберкулемами легких на 
этапах терапевтического лечения не имеют данных о ЛЧ 
МВТ. Исследование ЛУ МВТ, полученных из резециро
ванных участков легких, позволило обнаружить МВТ с 
МЛУ у 45,5% этих пациентов.

Сравнение данных ЛЧ МВТ, выделенных из мокро
ты, полученной на этапах терапевтического лечения, и 
операционного материала, показало различие в 43,8% 
случаев. У 36,5% этих пациентов были найдены МВТ со

«скрытой» Л У, однако у 9,4% пациентов при исследова
нии мокроты были найдены ЛУ МВТ, а при исследовании 
операционного материала -  МВТ с ЛЧ.

МЛУ МВТ у больных с туберкулемами легких со
ставила 51,0%.

Анализ операционного материала больных с ту
беркулемами легких на биочипах обнаружил широкий 
спектр мутаций в генах М. tuberculosis, связанных с ЛУ к 
рифампицину, изониазиду и фторхинолонам, и продемон
стрировал преобладание мутаций в 531 кодоне гена гроВ 
(Ser->Leu) в 77,3%, 315 кодоне гена katG (Ser->Thr(l)) в 
81,6% и в 90 кодоне гена gyrA Ala->Val в 41,0% случаев.

Молекулярно-генетические методы исследования 
имеют большую разрешающую способность по сравне
нию с культуральными методами и позволяют выявить 
МВТ из операционного материала и установить их ЛЧ при 
туберкулемах легких в 5 раз чаще. Также молекулярно- 
генетические методы диагностики сокращают время вы
явления ЛЧ МВТ, что позволяет в короткие сроки скор
ректировать режим химиотерапии для лечения пациентов 
в послеоперационном периоде.

Таким образом, для адекватного и своевременного 
назначения режимов химиотерапии в послеоперацион
ном периоде лечения больных с туберкулемами легких 
необходимо исследовать ЛЧ МВТ, выделенных из резеци
рованных участков легких, молекулярно-генетическими 
методами. ■
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