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Выделение микобактерий туберкулеза (МБТ) и
установление их лекарственной чувствительности
являются важнейшим и обязательным условием
постановки диагноза туберкулеза и выбора надле-
жащей тактики его лечения. В настоящее время с
этой целью используется комплекс плотных пита-
тельных сред различного химического состава,
однако их применение не решает проблему лабо-
раторной диагностики туберкулеза, особенно при
снижении жизнеспособности штаммов МБТ в ус-
ловиях химиотерапии [1, 2, 3, 4, 5].

Для более надежного выращивания МБТ в спе-
циализированных лабораториях системы практи-
ческого здравоохранения необходимы специаль-
ные, богатые питательными веществами среды, к
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and drug-sensible isolates of mycobacteria tuberculosis) allows us to recommend for using nutrient egg-vegetable medium
with lysine and riboflavin.
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которым предъявляются такие требования, как воз-
можность изготовления из доступных компонен-
тов, простота в приготовлении, обеспечение дос-
таточного накопления бактериальной массы [6, 7,
8]. При этом лабораторное культуральное иссле-
дование занимает не менее 3-8 недель – именно в
эти сроки появляется рост МБТ на плотной пита-
тельной среде; отрицательным же результатом счи-
тается отсутствие роста в течение 10-12 недель пос-
ле поступления образца в лабораторию [9, 10, 11].
Для сокращения времени диагностики туберкуле-
за применяются жидкие питательные среды [12, 13,
14, 15].

Таким образом, разработка технологий ускоре-
ния роста и накопления микобактерий туберкуле-

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ



119

Журнал ГрГМУ 2009 № 1

за, особенно при их пониженной жизнеспособно-
сти, т.е. повышение эффективности лабораторной
диагностики туберкулеза при культуральном иссле-
довании, создание питательной среды, проявляю-
щей повышенную чувствительность к МБТ (с по-
зиции метаболизма и структуры микобактерий ту-
беркулеза особенно актуальным является присут-
ствие в питательной среде количественно преоб-
ладающего в клетках микобактерий лизина и от-
ветственного за протекание ключевых метаболи-
ческих реакций кофермента ФАД-зависимых (фла-
винадениндинуклеотид) процессов витамина В2
[16, 17], представляется важной задачей, что опре-
деляет необходимость проведения исследований,
направленных на ускорение, удешевление и повы-
шение надежности лабораторной диагностики ту-
беркулеза.

Цель работы – повышение эффективности ла-
бораторной диагностики туберкулеза на основе
аминокислот и небелковых компонентов метабо-
лизма при клинико-лабораторном исследовании
(культуральный метод).

Объект и предмет исследования
Штаммы МБТ, выделенные из биологического

материала больных туберкулезом бактериовыдели-
телей, музейные штаммы микобактерий туберку-
леза, плотная питательная среда для выращивания
микобактерий туберкулеза Левенштейна-Йенсена,
среда Финн-II и разработанные новые плотные
питательные среды. Исследован характер роста
музейного штамма Н37RV, лекарственно-устойчи-
вого (ЛУ) и лекарственно-чувствительного (ЛЧ)
штамма МБТ (M. tuberculosis) и МБТ из биологи-
ческого материала (мокрота) бактериовыделите-
лей. Предмет исследования: интенсивность и ско-
рость роста МБТ, диагностическая и экономичес-
кая эффективность, специфичность и чувствитель-
ность метода выделения МБТ с использованием
разработанных питательных сред.

Материал и методы исследования
Исследованы плотные питательные среды на

музейном штамме Н37RV, ЛУ и ЛЧ штаммах МБТ
(M. tuberculosis) и биологическом материале (мок-
рота бактериовыделителей). Контрольные группы
исследований составили посевы музейной культу-
ры H37RV, ЛУ, ЛЧ штамма МБТ и посевы мокроты
бактериовыделителей, выполненные на рекомен-
дованной ВОЗ среде Левенштейна-Йенсена. Все
указанные выше вычисления осуществлялись с
помощью пакета прикладных статистических про-
грамм Statistica 6.0.

Было исследовано 9 вариантов составов пита-
тельных сред для последующего отбора наиболее
эффективных концентраций использованных инг-
редиентов и 8 вариантов разработанных плотных
питательных сред. Питательные среды готовили в
полном соответствии с утвержденной рецептурой.

Контроль питательных сред осуществлялся комп-
лексно: визуально; органолептически; определение
рН, путем выдерживания 5% пробирок каждой
вновь приготовленной партии среды при 37±0,5оС.

Посевы производили на пробирки испытуемой
среды и пробирки среды Левенштейна-Йенсена
(контроль). Пробирки с выполненными на них по-
севами инкубировали в течение 2,5 месяцев. По-
ложительный ответ давали только после микроско-
пии выросших колоний с окраской по методу Циля-
Нильсена.

Результаты и обсуждение
Исследованы питательные среды Левенштейна-

Йенсена (контроль), Левенштейна-Йенсена с ри-
бофлавином, яично-овощная среда, яично-овощная
среда с рибофлавином, среда с лизином, среда с
лизином и рибофлавином, яично-овощная среда с
лизином и рибофлавином, среда Финн-II. Выпол-
ненные исследования включали оценку эффектив-
ности влияния на рост МБТ различной концентра-
ции растительных компонентов, лизина, рибофла-
вина, компонентов солевого раствора, культураль-
ных свойств питательной среды и оценку диагнос-
тической и экономической эффективности исполь-
зования сред.

Установлено достоверное влияние на время ро-
ста МБТ (F=10,98; p<0,001) изменения концентра-
ции растительных компонентов и яичной массы.
Ее дальнейшее совершенствование было связано
с проведением сравнительных исследований вли-
яния аминокислот на рост МБТ: L-аспарагина (в
среде Левенштейна-Йенсена) и нового, предложен-
ного нами, конкурирующего ингредиента – лизи-
на. При этом предпочтение было отдано лизину
отечественного производства, поскольку результа-
ты исследования могли иметь значение для оцен-
ки эффективности импортозамещающей техноло-
гии.

При анализе показателей роста культуры H37RV
на средах с различной концентрацией рибофлави-
на наблюдалось статистически достоверное увели-
чение интенсивности роста при посеве материала
на среду с 20 мг рибофлавина в 200 мл среды
(р=0,05).

Исследования скорости роста МБТ в растворах
с двух- и четырехкратным уменьшением, а также
трехкратным увеличением содержания глицерина
на фоне уменьшения концентрации в них солевых
компонентов, а также контрольной по солевому
составу среды позволили установить, что наиболь-
шая скорость роста МБТ имеет место при посеве
культуры на среду с трехкратным увеличением со-
держания глицерина на фоне уменьшения концен-
трации солевых компонентов, в сравнении с конт-
ролем (4,89±1,04 сут и 5,48±0,80 сут, соответствен-
но (р=0,01).

Время появления роста ЛЧ МБТ штамма коле-
балось от 5,4 до 6,75 сут. На контрольной среде
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оно составило 5,50±0,15 сут, на среде с лизином и
рибофлавином – 6,75±0,21 сут (р=0,001). Анализ
интенсивности роста колоний МБТ выявил преиму-
щество яично-овощной среды с лизином и рибоф-
лавином: рост КОЕ на ней составил 84,0 ± 3,0%,
что выше, чем на контрольных средах Левенштей-
на-Йенсена – 71,0±2,9% (р<0,05) и Финн-II –
73,0±3,0% (р<0,05).

Срок появления роста при посеве ЛУ штамма
МБТ в среднем вдвое больше, чем таковой ЛЧ ми-
кобактерий. Рост был более быстрым при посеве
материала на среду Левенштейна-Йенсена с рибоф-
лавином – 11,46±0,35 сут и более медленным – при
посеве на среду с лизином и рибофлавином –
16,37±0,28 сут (р<0,001). Скорость роста на конт-
рольной среде Левенштейна-Йенсена составила
13,0±0,30 сут. На среде Финн-II рост микобакте-
рий получен через 12,8±0,20 суток, что также дос-
товерно больше, чем на среде Левенштейна-Йен-
сена с рибофлавином (p<0,05). Интенсивность ро-
ста культуры ЛУ штамма МБТ на вариантах пита-
тельных сред статистически достоверно не разли-
чалась.

Таким образом, рост ЛУ штамма МБТ, будучи в
целом замедленным, по сравнению с таковым ЛЧ
штамма, умеренно ускорялся при добавлении ри-
бофлавина к питательной среде Левенштейна-Йен-
сена. Интенсивность роста МБТ Н37RV, лекарствен-
но-устойчивого и лекарственно-чувствительного
изолятов МБТ на питательных средах с лизином,
яично-овощной с рибофлавином, яично-овощной
с лизином и рибофлавином на 24%, 23% и на 16%
выше, чем в контроле (p<0,05, соответственно).

Наибольшее значение для лабораторной диаг-
ностики туберкулеза имеют результаты исследова-
ний биологического материала, полученного от
больных туберкулезом, и, в первую очередь, – мок-
роты (табл. 1).

Время появления роста МБТ (табл.1) колебалось
от 67 суток при посеве на контрольную среду до
41 сут – при посеве на яично-овощную среду с ли-
зином и рибофлавином. На последней получен наи-

меньший интервал между минимальным и макси-
мальным сроком (20 суток), в отличие от конт-
рольной среды – 50 суток. Микобактерии туберку-
леза росли статистически достоверно быстрее на:
среде Левенштейна-Йенсена с рибофлавином
(33,9±0,90 сут; р=0,007), яично-овощной среде
(33,05±0,70 сут; р=0,001), яично-овощной с рибоф-
лавином (29,15±0,60 сут; р<0,001), средах с лизи-
ном (33,5±0,65 сут; р=0,004), с лизином и рибоф-
лавином (31,4±0,60 сут; р<0,001) и на яично-овощ-
ной среде с лизином и рибофлавином (30,7±0,70
сут; р<0,001), – по сравнению с ростом в конт-
рольной питательной среде (38,7±0,70 сут). Сле-
дует отметить, что время появления роста МБТ из
мокроты на средах Левенштейна-Йенсена и Финн-
II не различалось (p>0,05). В то же время, мико-
бактерии достоверно быстрее вырастали на яич-
но-овощной среде с рибофлавином (р<0,001), сре-
де с лизином и рибофлавином (р=0,005) и яично-
овощной среде с лизином и рибофлавином
(р=0,002), в сравнении со скоростью роста МБТ
на среде Финн-II (36,9±0,73 сут).

Таким образом, более ранние сроки роста МБТ
из мокроты бактериовыделителей получены на
яично-овощной среде с рибофлавином (29,15±0,6
сут) и на яично-овощной среде с лизином и рибоф-
лавином (30,7±0,7 сут), они оказались на 9,55 и 8,0
суток меньшими, чем в контроле (р<0,05). Макси-
мальный срок появления роста МБТ из мокроты
бактериовыделителей при посеве на яично-овощ-
ную среду с лизином и рибофлавином сократился
на 26 суток (с 67 до 41 суток), по сравнению с та-
ковым на среде Левенштейна-Йенсена (эффектив-
ность 20%). Частота появления роста МБТ из мок-
роты бактериовыделителей была достоверно выше
к 20-м, 30-м и 40-м суткам инкубации на питатель-
ной яично-овощной среде с рибофлавином и на
яично-овощной среде с лизином и рибофлавином
(р<0,05).

Результаты проведенных исследований показа-
ли, что биологические и морфологические свой-
ства колоний культур МБТ музейного, ЛУ и ЛЧ
штаммов, МБТ из мокроты бактериовыделителей
по своим свойствам соответствовали таковым на
контрольной среде: R-формы, сухие, морщинистые,
цвета слоновой кости.

Известно, что ряд микобактерий дает рост толь-
ко при длительных (более 40 суток) сроках инку-
бации. Полученные нами данные, отражающие
скорость роста МБТ (мокрота бактериовыделите-
лей) на разработанных питательных средах при
позднем исходном росте на среде Левенштейна-
Йенсена (более 40 суток со дня посева), представ-
лены в табл. 2.

Об эффективности разработанных питательных
сред (табл. 2) в отношении сроков появления рос-
та МБТ из мокроты бактериовыделителей при до-
статочно позднем исходном росте микобактерий

Таблица 1 – Сроки появления роста МБТ из мокроты 
бактериовыделителей на питательных средах 
 

Наименование среды Кол-во 
посевов 

Время 
появления 

роста в днях 
(±s  ) 

Сроки 
роста 

(max- min; 
сут) 

1. Левенштейна-Йенсена 
(контроль) 238 38,7 ± 0,70 17– 67 

2. Левенштейна-Йенсена с 
рибофлавином 145 33,9 ± 0,90 16 – 59 

3. Яично-овощная 205 33,05 ± 0,70 13 – 54 
4. Яично-овощная с 
рибофлавином 190 29,15 ± 0,60 15 – 52 

5. Питательная с лизином 191 33,5 ± 0,65 17 – 57 
6. Питательная с лизином и 
рибофлавином 161 31,4 ± 0,60 17 – 55 

7. Яично-овощная с 
лизином и рибофлавином 53 30,7 ± 0,70 21 – 41 

8. Финн-II 53 36,9 ± 0,73 17 – 63 
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(40 и более суток) на среде Левенштейна-Йенсена
свидетельствует ускорение роста МБТ на 10-16
суток (20% – 32,8%; р<0,05).

Оценка диагностической информативности ла-
бораторного теста базируется на предварительном
точном установлении диагноза заболевания. Для
установления диагностической значимости лабо-
раторных тестов используется методика оценки
диагностической чувствительности, диагностичес-
кой эффективности, что позволяет подобрать наи-
более информативные лабораторные тесты для
целенаправленного их использования.

Диагностическая чувствительность и эффектив-
ность составила 14%: контроль – 34,31%, среда
Левенштейна-Йенсена с рибофлавином – 40,69%
(+6,4% к контролю), яично-овощная среда – 45,04%
(+10,7% к контролю), яично-овощная с рибофла-
вином – 54,56% (+20,25% к контролю), среда с ли-
зином – 42,41% (+8,1% к контролю), среда с лизи-
ном и рибофлавином – 47,5% (+13,9% к контро-
лю), яично-овощная с лизином и рибофлавином –
58,97% (+24,66% к контролю).

Одним из важных этапов любого диагностичес-
кого исследования является снижение себестоимо-
сти выполняемого диагностического теста. Произ-
веденный расчет стоимости разработанных пита-
тельных сред позволил выбрать наиболее выгод-
ные, с экономической точки зрения, их варианты,
имеющие наименьшую себестоимость производ-
ства в пересчете на один посев, с учетом количе-
ства выполняемых бактериологических исследова-
ний в Республике Беларусь, табл. 3.

Таким образом, экономические расчеты свиде-
тельствуют о том (табл. 3), что наименьшую сто-
имость имеет культивирование МБТ на среде яич-
но-овощной с лизином и рибофлавином, которое в
2 раза ниже стоимости использования контрольной
среды Левенштейна-Йенсена и в 1,35 раза – среды
Финн-II. Заметный экономический эффект созда-
ют также среда с лизином и среда с лизином и ри-
бофлавином: в 1,88 и 1,22 раза меньше, соответ-
ственно. Общий экономический эффект примене-
ния разработанных питательных сред позволит

экономить на проведении лабораторных (бактери-
ологических) исследований до 30 млн. белорусских
рублей ежегодно.

Заключение
В результате выполненных исследований впер-

вые получены новые данные о состоянии и жизне-
способности микобактерий туберкулеза при сни-
жении содержания в питательной среде компонен-
тов животного происхождения, частичной замене
их растительными ингредиентами, а также новые
сведения о стимулирующем влиянии на рост ми-
кобактерий таких компонентов среды, как амино-
кислота лизин и рибофлавин; показано, что L-ас-
парагин, являющийся неотъемлемым компонентом
среды Левенштейна-Йенсена, может быть заменен
аминокислотой лизин (отечественного производ-
ства) без ущерба для качества питательной среды.
Полученные результаты позволили предложить для
лабораторной диагностики туберкулеза новые, бо-
лее эффективные, чем ранее известные, питатель-
ные среды: яично-овощную, яично-овощную с ли-
зином, яично-овощную с рибофлавином, яично-
овощную с лизином и рибофлавином, плотную
питательную среду с лизином, усовершенствован-
ную среду Левенштейна-Йенсена. Диагностичес-
кая эффективность и диагностическая чувствитель-
ность разработанных питательных сред на 24,6%
выше диагностической чувствительности и диаг-
ностической эффективности контрольной среды
(p<0,05).

Таким образом, использование в рецептуре при-
готовления плотных питательных сред раститель-
ных компонентов, аминокислоты лизин (импорто-
замещающая технология), витамина В2 на фоне
изменения состава ингредиентов солевого раство-
ра, позволяет получить новые питательные среды
и повысить эффективность культивирования мико-

Таблица 2 – Показатели скорости роста МБТ из мокроты 
бактериовыделителей на предложенных и контрольной 
питательных средах при позднем исходном росте на среде 
Левенштейна-Йенсена (более 40 суток) 
 

Наименование 
среды 

Иссле-
дуемый 

материал 

Число 
посевов 

Время 
появления 
роста, сут 

(±s  ) 

p 

1. Левенштейна-
Йенсена (контроль) 62 50,0±1,04 

2. Яично-овощная 62 40,0±1,6 

р1-2<0,05 
р1-4<0,03 

3. Левенштейна-
Йенсена с 
рибофлавином 

62 43,9±1,1 

4. Яично-овощная с 
рибофлавином 62 33,6±1,6 

р<0,01 

5. Финн-II 

Мокрота 

43 46,3±1,15 р1-5>0,05 
 

Таблица 3 – Экономические затраты при применение 
питательных сред (в белорусских рублей) для 
бактериологической диагностики туберкулеза 
 

Количество 
посевов в РБ Питательные 

среды 
Стоимость 

1 посева  2005 г. 2006 г. 

Экономические 
затраты, 
бел. руб. 

Левенштейна-
Йенсена 
(контроль) 

100,0  554 111 573 295 55 411,1 – 
57 329,5 

Левенштейна-
Йенсена с 
рибофлавином 

100,4 554 111 573 295 55 632,74 – 
57 558,82 

Яично-овощная  49,0 554 111 573 295 27 151,44 – 
28 091,46 

Яично-овощная с 
рибофлавином 49,4 554 111 573 295 27 373,08 – 

28 320,77 

С лизином 52,0 554 111 573 295 28 813,77 – 
29 811,34 

С лизином и 
рибофлавином 53,0 554 111 573 295 29 367,88 – 

30 384,64 
Яично-овощная с 
лизином и 
рибофлавином 

48,0 554 111 573 295 26 597,33 – 
27 518,16 

Финн-II 65,0 554 111 573 295 36 017,22 – 
37 264,18 
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бактерий туберкулеза на 24,6% (p<0,05). Исполь-
зование аминокислоты лизин в составе плотных
питательных сред позволяет сократить срок появ-
ления роста МБТ из мокроты бактериовыделите-
лей на 5,2 суток (13,4%) – p<0,05. Активаторы ро-
ста микобактерий (рибофлавин) позволяют повы-
сить в среднем на 26,1% (p<0,05) эффективность
питательной среды Левенштейна-Йенсена: сокра-
тить на 9,5 суток время роста МБТ из мокроты бак-
териовыделителей (р<0,05) при высокой интенсив-
ности роста (p<0,05); увеличить скорость роста
лекарственно-чувствительного и лекарственно-
устойчивого штаммов МБТ на 12,5-14,7% (p<0,05)
и сократить максимальный срок появления роста
МБТ из мокроты на 26 суток (с 67 до 41 суток), по
сравнению с контролем (p<0,05). Разработанные
плотные питательные среды по скорости и интен-
сивности роста на них МБТ музейного штамма
Н37RV, лекарственно-устойчивого и лекарственно-
чувствительного изолятов и МБТ, выделенных из
мокроты бактериовыделителей, превосходят сре-
ду Левенштейна-Йенсена по скорости роста
(р<0,05), особенно при позднем (40 и более суток)
исходном их росте в контроле (р=0,001).
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