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Резюме
Представлены результаты сравнительной оценки чувствительности микобактерий к воздействию дезсредств (ДС). 
Показано, что применявшийся до 2010 г. в РФ для отработки туберкулоцидных режимов применения ДСтест-штамм 
Mycobacterium В-5, является менее резистентным к воздействию ДС, чем патогенные микобактерии. В связи с этим, в 2010 
году качестве тест-микобактерий в РФ введен штамм М. terraeKaK адекватный по устойчивости клиническим штаммам М. 
tuberculosis. В статье приводятся результаты сравнительной оценки чувствительности к ДСтест-штаммовМусоЬа^епит 
В-5, М. terrae иштаммовМ. tuberculosis разных генетических семейств, выделенных от больных туберкулезом. Установ
лено, что к некоторым ДС не толькоМусоЬайепит В-5, но иМ. terrae уступают по устойчивости таким генетическим 
кластерам М. tuberculosis как Ural, Beijing, Unknown. Следовательно, эффективность туберкулоцидных режимов ДС, в 
том числе разработанных на М. terrae, желательно подтверждать в отношении клинических штаммов М. tuberculosis. 
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Summary
The results of comparative study of sensitivity to disinfectants of Mycobacteria are given in the article. The results of our 
study showed that saprophytic MycobacteriumB-5 strain, which had been used for evaluation of tuberculocidal activity of new 
disinfectants to 2010, is the least resistant than pathogenic mycobacterial species. Therefore in Russia in 2010 M. terrae has 
been included as atest-Mycobacteria.M. terrae ismore adequate to M. tuberculosis, isolated from ТВ patientsbecause of being 
resistant to disinfectants.The results of comparative study of sensitivity to disinfectants ofMycobacteriumB-5,M. terrae and M. 
tuberculosisof different genetic families are given in the article. It has been established that MycobacteriumB-5and M. terraeis 
less resistance to some disinfectants as compared to genetic families of MBTsuch as Beijing, Ural, Unknown. The tuberculocidal 
regimeeffectiveness developed with the help M. terraeis to be confirmed by M. tuberculosis.
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Введение
В настоящее время существует проблема выбора 

эффективных дезинфицирующих средств (ДС) для про
ведения дезинфекционных мероприятий в противотубер
кулезных медицинских учреждениях. Это обусловлено 
как биологическими особенностями самого возбудителя 
туберкулеза, так и процедурой испытания и регистрации 
дезсредств [1, 2, 3, 4, 5,6].

Микобактерии туберкулеза имеют уникально 
устроенную клеточную стенку, содержащую высоко
гидрофобные структуры мнколарабиновогопептидо- 
гликанового комплекса с выраженной концентрацией 
липидов, воска и жирных кислот. По-видимому, необ
ходимы особые условия для проникновения гидрофиль
ных туберкулоцидных веществ в клетку и преодоления 
гидрофобной клеточной стенки микобактерии [2]. Кро
ме того, микобактерии туберкулеза (МБТ) выделяются

в окружающую среду в составе слизи капель мокроты, 
что дополнительно защищает их от прямого воздействия 
неблагоприятных факторов, в том числе воздействия ДС. 
Применение ДС в этом случае может быть ограничено 
тем, что ряд химических веществ разлагаются на не
токсичные продукты при взаимодействии с веществами 
белковой природы. Не случайно в ранге резистентности 
к химическим дезинфицирующим веществам микобак
терии превосходят все известные микроорганизмы, ис
ключая прионы, споры грибов и бактерий [7]. В связи с 
этим, для инактивации МБТ во внутрибольничной среде 
применяемые растворы ДС должны обладать надежным 
туберкулоцнднымдействием и преодолевать резистент
ность возбудителя [8].

Результативность дезинфекционных мероприя
тий будет достигнуталишь в том случае, если отработ
ка и оценка эффективности режимов ДС проведена



адекватно реальным условиям применения и на тест- 
микроорганизме, адекватном по устойчивости реальному 
возбудителю инфекции [9].

В нашей стране при отработке туберкулоцидных 
режимов регистрируемых дезсредств с 1950-х годов до 
2010 г. в качестве тест-микобактерий использовался са
профитный вид Mycobacterium В-5 [10, 11, 12]. Штамм 
сапрофитного MycobacteriumB-5, выделенный Ю.К. 
Вейсфейлером из почвы, отличался более высокой 
устойчивостью к нагреванию и способностью быстрого 
(в течение 3-4 дней) роста на плотной питательной сре
де с образованием хорошо видимых колоний. Данные 
по сравнительной оценке устойчивости Mycobacterium 
В-5и возбудителя туберкулеза, в том числе его некото
рыми госпитальными штаммами к физическим и хими
ческим дезинфицирующим агентам относятся к 50-60-м 
годам прошлого столетия [13, 14, 15, 16]. В частности, 
было установлено, что Mycobacterium В-5, как и мико
бактерии вирулентного штамма М. tuberculosis H37Rv, 
одинаково устойчивы к нагреванию до 59-60° в тече
ние 60 минут. Это дало основание авторам рекомендо
вать MycobacteriumB-5 для использования в качестве 
тест-микроба для бактериологического контроля и от
работки режимов камерной дезинфекции [16]. В отно
шении же использования MycobacteriumB-5 в качестве 
тест-микроба для оценки туберкулоцидных свойств 
химических дезинфицирующих средств, рекомендаций 
эти авторы не давали. Они отмечали его более низкую 
устойчивость к некоторым химическим средствам (на
пример, к 2% раствору фенола и к 5% раствору хлора
мина), по сравнению с испытанными штаммами H37Rv, 
H37Ra, Academia, Valley микобактерий туберкулеза 
[16].

Вместе с тем, MycobacteriumB-5 в течение полувека 
в РФ использовали для оценкитуберкулоцидных свойств 
новых дезинфицирующих средств и отработки режимов 
их применения [10].

К 2007 году для применения в медицинской прак
тике, в том числе в ЛПУ фтизиатрического профиля, 
было зарегистрировано более четырех сотендезсредств 
на основе различных групп действующих веществ и 
их сочетаний. Естественно, туберкулоцидные режи
мы их применения были отработаны с использованием 
MycobacteriumB-5. Однако было неизвестно, насколь
ко адекватна устойчивость этого тест-микроорганизма 
устойчивости возбудителя туберкулеза и его современ
ных клинических (госпитальных) штаммов к дезсред
ствам на основе действующих веществ (ДВ), не суще
ствовавших на период испытания MycobacteriumB-5 
как тест-микроорганизма(в 60 годы 20 века). К таким ДВ 
относятся натриевая и калиевая соли дихлоризоциану- 
ровой кислоты, органические надкислоты, глутаровый 
альдегид, а также катионные поверхностно-активные 
вещества(КПАВ). В настоящее время КПАВисредства на 
их основе составляют более 80% от применяемых в ЛПУ 
ДС. Это обстоятельство не могло не вызывать беспокой
ства как у дезинфектологов, так и специалистов ЛПУ 
фтизиатрического профиля.

Совместными усилиями ФГБУ «Уральский НИИ 
фтизиопульмонологии» Минздрава России (УНИИФ) и 
ФБУН «НИИ дезинфектологии» Роспотребнадзора РФ 
на базе лаборатории микробиологии и ПЦР диагностики 
ФГБУ «Уральский НИИ фтизиопульмонологии» были 
проведены исследования по сравнительной оценке чув
ствительности патогенных(музейных и клинических) 
и сапрофитных видов микобактерий к воздействию 
различных по составу ДВ дезсредствам. Проведен
ные экспериментальные исследования показали, что 
MycobacteriumB-5 является менее резистентным по срав
нению с возбудителями туберкулеза и микобактериозов к 
воздействию дезсредств, особенно на основе четвертич
ных аммониевых соединений и других КПАВ. Соответ
ственно туберкулоцидные режимы дезинфекции, разра
ботанные с помощью MycobacteriumB-5, в большинстве 
случаев оказались неэффективными в отношении М. 
tuberculosis-Для обеспечения туберкулоциднойэффектив- 
ности таких ДС необходимо увеличить концентрации их 
растворов в несколько раз, а то и на порядок.Выявление 
этого факта послужило основанием для эксперименталь
ного поиска адекватного тест-штамма микобактерий и 
изменения методологии изучения и оценки туберкуло- 
цидной активности ДС. Результаты научных исследо
ваний, проведенные в лаборатории УНИИФ, позволили 
установить, что М. terrae является наиболее адекватным 
по устойчивости к ДС клиническим штаммам возбу
дителей туберкулеза и микобактериозов [4]. Известно, 
что М. terrae используется за рубежом в качестве тест- 
микроорганизма для отработки туберкулоцидных режи
мов применения новых дезсредств [17]. Поэтому было 
логичным включить М. terrae в методологию испытаний 
туберкулоцидных режимов ДС. На основании получен
ных результатов исследований, в 2007 г. в УНИИФ была 
разработана и запатентована «Методика оценки эффек
тивности дезинфицирующих средств, применяемых в 
противотуберкулезных учреждениях». Данная методика 
легла в основу новых нормативных документов, введен
ных в действие в 2010 г. Это такие документы как: Руко
водство Р.4.2.2643-10 «Методы лабораторных исследова
ний и испытаний дезинфекционных средств для оценки 
их эффективности и безопасности» и Методические ука
зания МУ 3.5.2596-10 от 20.03.10 г. «Методы изучения и 
оценки туберкулоцидной активности дезинфицирующих 
средств». В соответствии с указанными выше докумен
тами, режимытуберкулоцидной активности ДС должны 
основываться только на оценке их активности в отноше
нии M.terrae или клинических штаммов M.tuberculosis[8, 
11, 12].

Таким образом, при выборе ДС для применения в 
противотуберкулезном учреждении необходимо руко
водствоваться перечнем зарегистрированных в России 
ДС, режимы которых тестированы на тест-микобактерии 
M.terrae.B настоящее время на рынке ДС в РФ и в прак
тике ЛПУ появились дезсредства, аттестованные в со
ответствии с вышеуказанными документами (перечень 
большинства ДС размещен на сайте www.dezreest.ru). В 
то же время, подавляющее большинство дезинфектантов
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такой аттестации и/или переаттестации не подверглись, 
и при применении таких ДС их туберкулоцидные режи
мы могут оказаться неэффективными, а микобактерии, в 
отношении которых было направлено действие этих ДС, 
могут выработать к ним устойчивость [18].

С подобной проблемой уже столкнулись сотрудни
ки соматических стационаров, т.к.в ряде исследований 
доказано развитее устойчивости к ДС у госпитальных 
штаммов микроорганизмов, которые обуславливали рас
пространение внутрибольничных инфекций [19, 20].

Проблема возникновения и распространения вну
трибольничного туберкулеза является весьма актуальной 
для противотуберкулезных учреждений. Согласно офи
циальным данным, число профессиональных заболева
ний туберкулезом органов дыхания среди медицинского 
персонала в течение 2006-2010 г.г. в России остается на 
стабильно высоком уровне и составляет от 155 до 202 
случаев в год. В структуре профессиональных заболе
ваний работников медицинских организаций на долю 
туберкулеза органов дыхания приходится от 50,4% до 
67,9%, что позволяет поставить туберкулез на первую 
ранговую позицию среди всех регистрируемых профес
сиональных заболеваний [21].

Проблема нозокомиального туберкулеза усугубля
ется распространением возбудителя туберкулеза с раз
личными вариантами лекарственной устойчивости к 
противотуберкулезным препаратам: от монорезистент- 
ности до экстремальной лекарственной устойчивости. 
Молекулярно-генетические исследования комплекса не
зависимых хромосомных маркеров микобактерий выяви
ли генетическую неоднородность M.tuberculosis [22, 23, 
24, 25, 26]. Внутри вида M.tuberculosis выделяют отдель
ные генетические семейства: Beijing, Haarlem, Lam, Ural 
и др. [27, 28, 29].

Многочисленные исследования изолятов микобак
терий туберкулеза (МБТ), выделенных на территории 
России, свидетельствуют о широком распространении 
M.tuberculosis генетического семейства Beijing(oT 34% 
до 70% на разных территориях РФ) [30, 31]. Штаммы 
генотипа B eijing демонстрируют такие важные патоген
ные свойства как высокая вирулентность, способность 
быстро размножаться в человеческих макрофагах, высо
кая степень лекарственной устойчивости [32, 33, 34, 35, 
36, 37]. Считается, что текущая эпидемия туберкулеза в 
России в значительной степени связана с активным рас
пространением лекарственно-устойчивых штаммов гено
типа Beijing в человеческой популяции [27]. Кроме того, 
установлено, что лекарственно-устойчивые варианты 
reHGTHnaBeijingMoryT вызывать случаи нозокомиальной 
туберкулезной инфекции [38, 39].

Таким образом, в настоящее время имеет место 
циркуляция различных генетических вариантов возбуди
теля туберкулеза. Однако сравнительная оценка устой
чивости этих микобактерий и тест-микроорганизмов (как 
используемых ранее MycobacteriumB-5, так и используе
мых сегодня в этом качестве М. terrae) к применяемым 
ДС не проводилась.

В связи с вышеизложенным, целью настоящей ра

боты была экспериментальная оценка устойчивости вы
деленных от больных туберкулезом М. tuberculosis раз
ных генетических семейств, к воздействию ДС на основе 
различных ДВ, в сравнении с устойчивостью тест- 
микобактерий MycobacteriumB-5nM. terrae.

Материалы и методы
Культуры: клинические изоляты M.tuberculosis, вы

деленные от вновь выявленных больных, находившихся на 
лечении в клинике УНИИФ;

М. terraeDSMZ 43227, из Немецкого музея микроорга
низмов и клеточных культур;

MycobacteriumB-5, из музея Научно-исследовательского 
института дезинфектологии.

Изоляты М.шЬегси^згенотипировали методом MIRU- 
VNTR, используя схему на основе 15 локусов [40]. Принад
лежность к генетической линии определяли путем сравнения 
полученных MIRU-VNTR профилей изолятов с имеющи
мися в базе данных «MIRU-VNTRplus» (http://www.miru- 
vntrplus.org).

В исследование были включены клинические 
изолятыМ.tuberculosis, принадлежащие к следующим 
генетическим семействам: BeijingJIM (лекарственно
чувствительный) и Beijing ШЛУ (с широкой лекар
ственной устойчивостью) (MIRU-VNTR профиль:
4,4,2,3,3,3,5,6,4,4,7,4,3,7,2), Ural (MIRU-VNTR профиль: 
4,4,2,3,11,2,5,2,4,4,1,3,3,8) и Unknown (MIRU-VNTR про
филь: 2,4,2,2,3,3,2,3,3,2,2,3,2,5,2 - не классифицируется 
по базе http://www.miru-vntrplus.org).

В исследование были отобраны дезинфицирую
щие средства, зарегистрированные и разрешенные к 
применению в РФ, туберкулоцидные режимы приме
нения, которых были отработаны как на новом тест- 
микроорганизмеМ. terrae, так и на MycobacteriumB-5.

Дезинфицирующие средства, тестированные на М. 
terrae:

•  «СептустинМ» (действующие вещества 
(ДВ):(ЧАС+АМИН)),производитель: ООО «Уралстинол- 
Био», Россия; партия №5, октябрь 2010 г.;

•  «Эфликвир» (ДВ:ЧАС + Перекиси),производитель 
ООО «Карт-Инвест», Россия; партия № 05 от 24.05.12 г.;

Дезинфицирующие средства, тестированные на 
MycobacteriumB-5:

•  «Лизарин» ( ДВ: ЧАС+АМИН), производитель: 
ООО «Лизоформ -СПб», Россия; партия №031018, 
октябрь 2011 г.;

•  «Мистраль» (ДВ:АМИНЫ), производитель: ООО 
«МК ВИТА-ПУЛ», Россия; партия №30, март 2011 г.;

•  «СептолитСофт»(ДВ:ЧАС+АМИН+ГУАНИДИН), 
производитель: ООО «Сателлит», Россия; партия №10.03 
от 22.02.2011 г.

Исследования проводили согласно методу: «Мето
дика оценки эффективности дезинфицирующих средств, 
применяемых в противотуберкулезных учреждениях» 
(Разрешение Федеральной службы по надзору в сфере 
здравоохранения и социального развития ФС №2009/235 
от 28 июля 2009 г.; патент на изобретение №2364629 от 
20 августа 2009 г.).

http://www.miru-
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Таблица 1. Результаты оценки устойчивости К7 льтур М. tuberculosis и тест-ш там м ов М. terrae , 
M ycobacterium B-5 к воздействию дезсредств

Наименова
ние культуры 
микобактерий

Количество колонии микобактерии (КОЕ) (М ±т). выросших на питательной среде после воздействия растворов ДС
(по препарату) тестированных на:

V/. terrae MvcobacteriumB-5
Септус
тин М

Эфликвир Лизарин М истраль Септолит Софт

2,0%, 
60 мин

10,0%. 
120 мин.

15.0%. 
60 мин

0,5%, 
45 мин

0.75%, 
30 мин.

1,0%, 
45 мин.

2,0%, 
60 мин.

3,0%. 
60 мин.

0,8%, 
60 мин.

1,0%,
60 мин.

М. terrae 0 0 0 >100* 73.6±4,7 33,5±13.5 4,0±2,1 0,3±0.3 0 0
М. В-5 0 0 0 0.6±0,3 0,5±0,5 0 0 0 0 0
BeijingJX Ч 0 0 0 >100* 44,5±15,5 4,5±2,5 0,6±0,6 0 53,6±2,3 37,3±5,9
Beijing ШЛУ 0 0 0 85,0±15,0 60,0±10,0 10,5±1,5 9,6±4,2 1,6±1,2 36,6±2,6 2.7±0,8
Ural 0 0 0 V о о 56,5±13,5 37,0±21,0 1,6±1.2 0.3±0,3 36,0±2,6 2,7±0,8
Unknown 0 0 0 35,5±4,5 26,0±11,5 3,0±0,1 1,8±0,2 0 95,0±5,0 59,Oi 12,2

Примечание: *- сплошной рост микобактерий на поверхности плотной питательной среды, когда количество более 
100 КОЕ. т.е. рост, не поддающийся точному подсчету

Учет результатов исследований проводили визуаль
но, фиксируя отсутствие или наличие и количественные 
показатели роста на плотной питательной среде специ
фических колоний микобактерий в посевах проб после 
воздействия дезсредства.

Наличие роста колоний характеризовали таким па
раметром как «интенсивность роста». «Интенсивность 
роста» - число колоний, выросших на поверхности пи
тательной среды и/или на размещаемом на поверхности 
этой среды тест-объекте. Наличие роста колоний тест- 
микобактерий на тест-объекте и/или на поверхности 
питательной среды показывает, что тестируемое дез
средство в данном режиме применения не обеспечивает 
надежного туберкулоцидного эффекта, а испытываемая- 
культура микобактерий обладает устойчивостью к этому 
дезсредству.

Отсутствие роста колоний тест-микобактерий на 
тест-объекте и на поверхности питательной среды сви
детельствует о наличии у раствора дезсредстватуберку- 
лоцидной и/или мнкобактерицидной эффективности, до
статочной для снижения уровня обсемененности объекта 
на 105 КОЕ/см2, а испытываемаякультура микобактерий 
является чувствительной к его воздействию.

Для описания количественных показателей исполь
зовали среднее и ошибку среднего значения (М ± т). Для 
оценки статистической значимости различий показате
лей, которые имели нормальное распределение исполь
зовали критерий достоверности Стьюдента. В случаях, 
когда распределение показателей было далеко от нор
мального, применяли непараметрические критерии, в 
частности, критерии Манна-Уитни и Крускала-Уоллиса. 
Различия считали статистически значимыми при возмож
ной ошибке не более 5% (р<0,05).

Результаты и обсуждение
Сравнительную оценку устойчивоститест- 

культурМ. terraeHMycobacteriumB-5H культур М. 
tuberculosis к воздействию дезсредств проводили в 3-х 
параллельных опытах с 15 повторностями (п) для каж- 
дойкультуры микобактерий и каждой концентрации рас
твора дезсредства. В исследованиях использовали тубер-

кулоцидные режимы применения ДС, рекомендованные 
соответствующей Инструкцией по применению. Резуль
таты исследования представлены в Таблице 1.

Данные, представленные в Таблице, показывают, 
что туберкулоцидные режимы применения испытанных 
ДС, отработанные согласно новым нормативным доку
ментам, с использованием тест-микроорганизмаМ. terrae, 
эффективны. Отсутствие роста колоний всех испытан
ных культур микобактерий после воздействия растворов 
дезсредств «Септустин М» и «Эфликвир» в туберкуло
цидных режимах применения, позволили сделать данное 
заключение.

Туберкулоцидные режимы применения дезсредств, 
отработанные на MycobacteriumB-5, оказались не эф
фективными в отношении клинических штаммов ми
кобактерий туберкулеза (МБТ), выделенных от пациен
тов, т.к. в 93% случаев после их воздействия всех этих 
ДС обнаружен рост характерных колоний, что под
тверждает ранее полученные данные [4]. Обращает на 
себя внимание тот факт, что туберкулоцидные режимы 
применения ДС «Лизарин» (0,5% раствор -  45 мин. и 
0,75% раствор -  30 мин.) не были эффективны даже в 
отношении MycobacteriumB-5, на котором они и были 
разработаны. Таким образом, применение дезсредств, 
туберкулоцидные режимы которых были отработаны 
HaMycobacteriumB-5, для дезинфекции в противотубер
кулезных учреждениях может быть неэффективным. 
Неэффективные режимы не уничтожают, а способству
ют формированию устойчивости МБТ к компонентам, 
входящим в состав ДС. Данное обстоятельство ставит 
под угрозу эффективность дезинфекции в отношении 
возбудителя туберкулеза, а, следовательно, и эпидемиче
скую безопасность объектов медицинского учреждения 
и требует более тщательного подхода при выборе ДС. 
Таким образом, при выборе ДС, особенно для использо
вания в противотуберкулезном учреждении, необходимо 
учитывать, какой тест-микроорганизм был использован 
для отработки туберкулоцидных режимов применения. 
Бесспорно, туберкулоцидные режимы должны быть ис
пытаны на М. terrae,H результаты проведенного иссле
дования еще раз подтверждают объективность и необ



ходимость проведенной замены MycobacteriumB-5 как 
тест-микроорганизма для испытания ДС.

Сравнительная оценка устойчивости МБТ, при
надлежащих к разным генетическим семействам, к воз
действию ДС, показала, что в целом, они все одинаково 
устойчивы к воздействию туберкулоцидных растворов 
дезсредств, отработанных на M ycobacterium B-5. Однако 
М. tuberculosisreHOTHnaBeijing ЛЧ и генотипа Unknown 
оказались чувствительными к воздействию 3,0% раство
ра ДС «Мистраль» в течение 60 минут, т.к. после воздей
ствия данного режима рост колонии МБТ не обнаружен.

Результаты сравнительной оценки устойчивости 
МБТ, принадлежащих к разным генетическим семей
ствам, и нового тест-микроорганизма М. terrae к воздей
ствию туберкулоцидных режимов дезсредств показыва
ют, что в подавляющем большинстве случаев М. terrae 
является адекватным по устойчивости к ДС клиннчески- 
мизолятам МБТ таких генетических семейств как Beijing, 
UralHUnknown.

Однако не исключены случаи, когда к воздей
ствию туберкулоцидных режимов испытываемые куль
туры МБТ проявили большую устойчивость, чем М. 
terrae(например, ДС «Септолит Софт») - хотявероят- 
ность такого несовпадения резистентности невысока. 
Учитывая, что в практике продолжают применяться ДС, 
испытанные на тест-микобактерии MycobacteriumB-5, 
целесообразно осуществлять оценку эффективности ту
беркулоцидных режимов выбираемого для применения 
ДС на реально-циркулирующнх в ЛПУ МБТ с использо
ванием рекомендаций МУ 3.5.2596-10 от 20.03.10 г. [11]. 
Данные микробиологического мониторинга устойчиво
сти возбудителя туберкулеза к дезинфектантам, на наш 
взгляд, являются важным элементом эпидемиологиче
ского надзора для разработки рациональной системы 
мер инфекционного контроля в противотуберкулезном 
учреждении.

Выводы
1. Применение в противотуберкулезных учреж

дениях дезинфицирующих средств, туберкулоцидные
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