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 Резюме

В настоящее время в Украине, наряду с уменьшением заболе-
ваемости туберкулезом, наблюдается резкое увеличение коли-
чества заболеваний легких, связанных с воздействием потенци-
ально патогенных нетуберкулезных микобактерий — возбудите-
лей микобактериозов. Для идентификации микобактерий  исполь-
зуются стандартные биохимические и культуральные тесты, осно-
ванные на фенотипических подходах диагностики туберкулеза. 
Недостатками этих тестов является трудоемкость и большая про-
должительность периода исследования, а также необходимость 
использования только плотных питательных сред.

Цель работы — усовершенствование и стандартизация 
методов дифференцированного выявления микобактерий с 
учетом современных фенотипических подходов.

В результате проведенных исследований был предложен 
новый тест идентификации микобактерий — MGIT Tbc ID, кото-
рый дает возможность в короткий срок провести идентифика-
цию микобактерий туберкулезного и нетуберкулезного комп-
лексов. Тест высокоспецифичен, поскольку основан на опреде-
лении фракции MPT64 белка, который продуцирует клетка 
микобактерий туберкулезного комплекса в процессе культиви-
рования. Тест MGIT Tbc ID более эффективный по сравнению с 
традиционными фенотипичными идентификационными теста-
ми, которые используются для дифференциации микобактерий, 
поскольку выявляет специфическую фракцию белка, которую 
продуцируют микобактерии туберкулезного комплекса в про-
цессе роста. Тест может быть использован вместо известных 
традиционных биохимических тестов идентификации в сети 
лабораторий противотуберкулезных учреждений для верифи-
кации диагноза «туберкулез».

Ключевые слова: тест идентификации микобактерий, мико-
бактерии туберкулезного и нетуберкулезного комплексов, диа-
гностика туберкулеза.
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Abstract

Currently in Ukraine along with a decreasing tuberculosis 
morbidity it is observed a growing number of pulmonary diseases, 
associated with potentially pathogenic non-tuberculosis 
mycobacteria. A standard phenotype-based biochemical and 
cultural methods are used for identification of mycobacteria. 
Those tests are time- and resource-consuming, requiring the use 
of only solid media. 

The aim of the study was an improvement and standardization 
of methods of differential identification of mycobacteria 
considering modern phenotypical approaches. 

The results led to a development of novel test for identification 
of mycobacteria — MGIT Tbc ID, which allowed quick identification 
of Mycobacterium tuberculosis and non-tuberculosis complex. 
The test is highly specific, because it is based on the determination 
of the protein fraction MPT64, produced by of Mycobacterium 
tuberculosis complex bacterial cells. Current test is more efficient 
than conventional phenotypic identification tests as it uses a 
specific protein fraction. The test can be used instead of 
conventional biochemical tests within tuberculosis laboratories 
network for verification of tuberculosis diagnosis.

Key words: test for the identification of mycobacteria, 
mycobacterium tuberculosis and non-tuberculosis complex, 
diagnosis of tuberculosis.
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На сьогоднішній день поряд зі зниженням захворю-
ваності на туберкульоз різко зросла питома вага захво-
рювань легень, що пов’язані з потенційно-патогенними 

нетуберкульозними мікобактеріями (НТМБ), які є збуд-
никами мікобактеріозів [1, 2]. 

Мікобактеріози є актуальною проблемою сучасної 
медицини, оскільки нині спостерігається зростання 
випадків захворювання серед населення всіх країн світу. 
Так, за останні 15 років кількість випадків мікобак-
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теріозів на 100 000 населення в США зросла в 1,7 разів, в 
Швейцарії — в 2,5 разів, у Великобританії — в 5,4 рази, в 
Японії — в 4,2 разів, в Австрії — в 5,3 разів, в Латвії — в 2 
рази, в Росії — в 5,8 разів [3, 4].

Ріст випадків мікобактеріозів, з однієї сторони, 
пов’язаний зі збільшенням питомої ваги хворих на СНІД 
та ВІЛ-інфікованих, у яких частіше за все виникають такі 
захворювання (від 10 % до 53 %). Ризик розвитку міко-
бактеріозів також зростає у хворих з хронічними неспе-
цифічними захворюваннями легень [4, 5]. 

З іншої сторони — більш ретельний підхід до прове-
дення бактеріологічних досліджень та впровадження в 
практику сучасних надійних, стандартизованих та інфор-
мативних тестів ідентифікації, безумовно, дозволяє відо-
кремити НТМБ від мікобактерій туберкульозного комп-
лексу (МБТ), які є збудниками туберкульозу [6, 7]. 

Відомо, що до комплексу НТMБ відноситься більш, 
ніж 45 видів мікобактерій. Для клініки особливе значен-
ня мають наступні види НТМБ: M. kansasii, M. marinum, 
M. scrofulaceum, M. xenopi, M. avium, M. intracellulare, 
M. fortuitum [8].

Диференціація мікобактерій має особливе значення 
для своєчасного призначення ефективної терапії, а 
також для проведення епідеміологічного моніторингу 
щодо циркуляції окремих видів мікобактерій.

До останнього часу в мережі практичних бактеріо-
логічних лабораторій України для ідентифікації мікобак-
терій використовувалися основні стандартні тести іден-
тифікації, які ґрунтуються на фенотипових підходах 
діагностики туберкульозу — біохімічні (ніациновий, 
нітратредуктазний, каталазний) та культуральні (середо-
вища з саліциловокислим натрієм або паранітробензой-
ною кислотою) [9, 10]. 

Перевагами цих тестів є низька вартість досліджен-
ня, можливість диференціювання мікобактерій тубер-
кульозного комплексу (МБТ) від мікобактерій нетуберку-
льозного комплексу (НТМБ), отримання достовірних 
результатів для окремих НТМБ. Недоліками цих тестів є: 
трудомісткість та тривалість дослідження, можливість 
застосування тільки щільних живильних середовищ [9]. 

Тому нами були проведені дослідження щодо вико-
ристання нового тесту для ідентифікації мікобактерій, 
який є швидким та дає можливість проводити диферен-
ціацію культур мікобактерій з рідкого або щільного 
живильного середовища. 

Метою нашої роботи було удосконалення та стан-
дартизація методів диференційної діагностики мікобак-
терій з урахуванням сучасних фенотипових підходів. 

Тест BD MGIT TBc Identification Test (ідентифіка-

ційний тест BD MGIT TBc) (TBc ID) являє собою експрес-
метод хроматографічного імуноаналізу для якісного виз-
начення антигену комплексу Mycobacterium tuberculosis 
(MБТ) в пробірках з позитивним результатом росту міко-
бактерій. Пристрій дозволяє виявляти такі види комп-
лексу MБТ: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum і M. 
mіcroti, M. canetti, M. сaprae. Загальний час дослідження 
складає 15 хвилин [11].

Цей тест є високоспецифічним, оскільки виявляє 
MPT64, фракцію білка мікобактерій, що виділяється з 
клітин мікобактерій туберкульозного комплексу в про-

цесі культивування. При дослідженні зразків за допомо-
гою пристрою для тестування антиген MPT64 зв’язується 
з антитілами до MPT64, що кон’юговані з видимими част-
ками на тестовій смужці. Комплекс антиген-кон’югат 
переміщується по тестовій смужці в область реакції і 
захоплюється іншим специфічним антитілом до MPT64, 
нанесеним на мембрану. Якщо у зразку присутній анти-
ген MPT64, спостерігається кольорова реакція мічених 
частинок колоїдного золота, яка проявляється у вигляді 
смуги від рожевого до червоного кольору [12]. 
Позитивний тест — комплекс МБТ (присутність антигену 
MPT64) — смуга від рожевого до червоного кольору 
з’являється в положенні тесту «T» і в положенні контро-
лю «C» у вікні зчитування. Це означає, що у зразку був 
виявлений антиген MPT64. Інтенсивність смуг C і T може 
змінюватися. Навколишня поверхня повинна бути білою 
або світло-рожевою (Рис.1). Негативний тест — комп-
лекс НТМБ (антиген MPT64 не виявлений) — відсутність 
смуги від рожевого до червоного кольору в положенні 
тесту «T» у вікні зчитування. Це означає, що в зразку не 
був виявлений антиген MPT64. Смуга в положенні конт-
ролю «C» у вікні зчитування вказує на правильне вико-
нання методики тестування. Навколишня поверхня 
повинна бути білою або світло-рожевою (Рис. 2) [12].

Рис. 1. Позитивний тест BD MGIT TBc

Рис. 2. Негативний тест BD MGIT TBc

Матеріали і методи

Було проведено ідентифікацію 516 культур мікобак-
терій, що були виділені з біологічного матеріалу від хво-
рих на туберкульоз легень. Культури були виділені з 
проб мокротиння, які після передпосівної обробки засі-
вали паралельно на 1 пробірку з рідким середовищем в 
апарат ВАСТЕС 960 та на 1 пробірку зі щільним середови-
щем Левенштейна-Єнсена. Для підтвердження кислото-
стійкості виділених культур та наявності корд-фактору в 
позитивних пробірках з рідким середовищем був засто-
сований метод світлової мікроскопії мазків, забарвлених 
за методом Ціля-Нільсена. Для перевірки наявності чи 
відсутності контамінації клінічних ізолятів супутньою 
мікрофлорою, був застосований метод посіву суспензій 
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Для внутрішнього контролю якості досліджень вико-
ристовували референс-штам M. tuberculosis Н37Rv.

Робота виконана за кошти державного бюджету.

Результати та їх обговорення

Відомо, що при мікроскопії культур, які виділені в 
рідкому живильному середовищі, від хворих до початку 
лікування, мікобактерії туберкульозу розташовуються у 
вигляді «кіс», тобто утворюють «корд-фактор» що є їх 
диференціальною ознакою [13]. Культури мікобактерій 
туберкульозу, що виділяються від хворих в процесі ліку-
вання, а також мікобактерії нетуберкульозного комплек-
су, що виростають в рідкому живильному середовищі, 
при мікроскопії позитивної культури, розташовуються 
окремо. 

При бактеріоскопічному дослідженні 516 культур, що 
дали ріст в рідкому живильному середовищі в апараті 
ВАСТЕС 960, всі культури виявилися кислотостійкими 
бактеріями, «корд-фактор» був виявлений в 412 випад-
ках, 114 культури не створювали «корд-фактору», при 
цьому, кислотостійкі бактерії були розташовані окремо в 
полі зору. В подальшому була проведена ідентифікація 
виділених культур за допомогою MGIT TBc ID. Тест визна-
чив 492 культури як MTБ-комплекс і 24 культури як НТМБ. 
Результати досліджень представлені в табл. 1.

З табл. 1 видно, що всі мікобактерії, що утворювали 
«корд-фактор» дали позитивний результат ідентифіка-
ційного тесту, тому можна їх віднести до мікобактерій 
туберкульозного комплексу. Їх кількість складає 79,8 %. 
За нашими даними 24 (4,7 %) культури мали негативний 
результат ідентифікаційного тесту і не створювали 
«корд-фактор», тому їх можна віднести до комплексу 
НТМБ. При проведенні аналізу результатів ідентифіка-
ції 80 культур мікобактерій, що не створювали «корд-
фактор» і були позитивними за результатами MGIT TBc 
ID-тесту, було виявлено, що ці штами були виділені від 
хворих в процесі лікування, тому вони втратили свої 
здібності щодо створення «корд-фактору», але ж мають 
в наявності MPT64 фракцію білка і тому належать до 
мікобактерій туберкульозного комплексу.

Таблиця 1
Результати ідентифікації мікобактерій, виділених з 

рідкого живильного середовища методами бактеріоскопії 

та MGIT TBc ID (М ± m) %

Методи
Кількість штамів міко-

бактерій
абс. %

Бактеріоскопія «корд-фактор» «+»
MGIT TBc ID «+» 412 79,8 ± 1,3
Бактеріоскопія «корд-фактор» «–»
MGIT TBc ID «+»  80 15,5 ± 1,2

Бактеріоскопія «корд-фактор» «+»
MGIT TBc ID «–»  0  0

Бактеріоскопія «корд-фактор» «–»
MGIT TBc ID «–» 24  4,7 ± 0,6
Всього  516  100

Примітки: «+» — позитивний результат; «–» — негативний результат.

виділених культур на 5,0 %-ий кров’яний агар. При 
досліджені культур мікобактерій, що були виділені на 
щільному середовищі, враховували наявність пігменту 
колоній.

Для позитивних культур мікобактерій, що були виді-
лені в рідкому живильному середовищі, ідентифікацію 
здійснювали лише за допомогою тесту MGIT TBc ID. Для 
позитивних культур, що виявили на щільному живиль-
ному середовищі, ідентифікацію здійснювали за допомо-
гою тесту MGIT TBc ID, а також за допомогою традицій-
них біохімічних тестів (ніацинового і нітратредуктазно-
го) та культуральних тестів з саліциловокислим натрієм. 
Оскільки ніациновий і нітратредуктазний тести засно-
вані на виявленні ніацину та нітратредуктазної актив-
ності фермента у щільному живильному середовищі, на 
якому ростуть мікобактерії, а не в самих мікобактеріях, 
вони не застосовувалися для мікобактерій, що були виді-
лені в рідкому живильному середовищі. Результати 
досліджень порівнювали. 

Ніациновий тест — основний тест ідентифікації M. 
tuberculosis, оскільки ця мікобактерія синтезує у 10–20 
разів ніацину більше, ніж нетуберкульозні мікобактерії. 
Для проведення тесту одержували водний екстракт, 
який отримували шляхом додавання в пробірку з 3–4 
тижневою культурою мікобактерій, що виросла на щіль-
ному живильному середовищі, дистильованої води в 
кількості 1,0–1,5 мл і витримування пробірок у горизон-
тальному положенні 2–3 години у термостаті при 37 0С. 
0,6 мл екстракту мікобактерій, що були внесені в пробір-
ку, досліджували на наявність ніацину, шляхом занурен-
ня паперової смужки з роданистими сполуками калію. 
Наявність яскраво-жовтого забарвлення, що з’являлось 
на протязі 15 хвилин, свідчило про наявність ніацину. 
Дана методика дозволяє визначати концентрацію ніаци-
ну від 5,0 мкг/мл і вище [13].

Реакція відновлення нітратів дає можливість дифе-
ренціювати M. tuberculosis, які мають нітратредуктазу, 
від M. bovis і M. avium та від деяких нетуберкульозних 
бактерій, у яких цей фермент відсутній. Це дозволяє 
використовувати даний тест у сполученні з ніациновим 
тестом для диференціальної діагностики M. tuberculosis 
та мікобактерій інших видів [14].

Принцип методу полягає у визначенні активності 
нітратредуктази за кількістю відновленого нітриту з 
нітрату, що супроводжується кольоровою реакцією з 
пара-диметиламінобензальдегідом. 

Для тесту використовували 5,0 мл 3–4-тижневої 
культури, що виросла на щільному живильному сере-
довищі, в концентрації 1,0 МсF в 0,067 М фосфатному 
буфері з 0,1 % нітратом натрію культуру мікобактерій, 
після інкубації в термостаті при 37 0С 15–16 годин. 
Поява рожевого, темно-рожевого чи фіолетового 
забарвлення при введенні нітрит-реагенту, який адсор-
бовано на стрипі, свідчило про присутність нітриту в 
середовищі [15].

Для культуральної ідентифікації мікобактерій засто-
совували тести з саліциловокислим натрієм, який при 
додаванні до щільного живильного середовища в кон-
центрації 0,5 мг/мл інгібує ріст мікобактерій туберку-
льозного комплексу [13, 15]. 
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ня більшої концентрації робить результат менш достовір-
ним при наявності стійкості до меншої концентрації [15].

Таким чином, з використанням традиційних тестів, 
заснованих на фенотиповій ідентифікації культур міко-
бактерій, що були виділені на щільному живильному 
середовищі від хворих з клінічними симптомами тубер-
кульозу, 86,6 % штамів були віднесені до мікобактерій 
туберкульозного комплексу. Додаткові позитивні 
результати ніацинового тесту для 22 штамів мікобак-
терій дозволили з високою долею вірогідності стверджу-
вати, що дані культури є мікобактеріями туберкульозу, 
тобто відносяться до МБТ-комплексу. 

На сьогоднішній день, під впливом різних факторів, 
мікобактерії змінюють свої біологічні властивості. Тому, 
незважаючи на те, що визначення ніацину є основним 
тестом для диференціації мікобактерій туберкульозного 
комплексу, спостерігаються випадки (2,0–4,0 %), коли 
ніациновий тест є негативним у туберкульозних мікобак-
терій, а серед ізоніазидрезистентних штамів їх кількість 
досягає 7,2 % [16]. В останній час цей тест не завжди 
може допомогти у складних випадках диференціальної 
діагностики і важливим є застосування інших тестів, які у 
співвідношенні могли б дати чітку відповідь про належ-
ність мікобактерій до туберкульозного комплексу [15].

При ідентифікації культур мікобактерій за допомо-
гою MGIT TBc ID було виявило 492 (95,3 %) позитивних 
результати. Це означає, що клітина мікобактерій в про-
цесі культивування продукує білок, MPT64 фракція якого 
є загальним антигеном для мікобактерій туберкульозно-
го комплексу, і виявляється у високоспецифічному тесті 
MGIT TBc ID [12]. Тому можна стверджувати, що в резуль-
таті проведених досліджень даний тест дозволив додат-
ково виявити 47 (8,7 %) штамів мікобактерій туберку-
льозного комплексу в порівнянні з аналогічним показни-
ком при використанні традиційних тестів ідентифікації 
мікобактерій та 23 (4,5 %) штами комплексу МБТ в порів-
нянні з найбільш інформативним ніациновим тестом.

В подальшому нами було проведено порівняльний 
аналіз результатів ідентифікації штамів мікобактерій, що 
були виділені в рідкому та щільному живильних середо-
вищах за допомогою MGIT TBc ID-тесту. Результати 
досліджень наведені в табл. 3.

Таблиця 3
Зведені дані ефективності тесту MGIT TBc ID за 

результатами ідентифікації культур мікобактерій, що 

були виділені з рідкого живильного середовища та на 

щільному живильному середовищі (М ± m) %

Результати 
тесту 

MGIT TBc ID

Кількість штамів, що були виділені
з рідкого 

середовища
на щільному 
середовищі всього

абс. % абс. % абс. %
Позитивний «+» 492 95,3±0,9 492 95,3±0,9 516 100
Негативний «–» 24 4,7±0,9 24 4,7±0,9 516 100

Як свідчать дані табл. 3, при проведенні ідентифікації 
культур мікобактерій, що були виділені з проб клінічного 
матеріалу хворих з симптомами туберкульозу при одно-
часному їх посіви в рідке та на щільне живильне середо-
вище, з використанням тесту MGIT TBc ID, показало 
повне співпадіння позитивних і негативних результатів.

Результати проведення ідентифікації культур міко-
бактерій, що були виділені на щільному живильному 
середовищі класичними методами представлені в табл. 2.

Таблиця 2
Порівняльне вивчення результатів ідентифікації 

мікобактерій, виділених на щільному середовищі за 

допомогою ніацинового тесту, редукції нітратів, тесту з 

саліциловокислим натрієм та MGIT TBc ID (М ± m) %

 

Тести
Кількість штамів

Позитивних негативних всього
абс. % абс. % абс. %

Ніациновий 469 90,8 ± 1,2*  37  9,2 ± 1,2 516 100
Редукція 
нітратів 447 86,6 ± 1,4*  54 13,4 ± 

1,4 516 100

Ріст на середо-
вищі з саліци-
ловокислим 
натрієм 
0,5 мг/мл і 1,0 
мг/мл

 20  3,9 ± 0,7* 502  96,1±0,7 516 100

MGIT TBc ID 492 95,3 ± 0,9  24  4,7±0,9 516 100

Примітка:  — р < 0,01 при порівнянні результатів ніацинового тесту і 
MGIT TBc ID, тесту редукції нітратів і MGIT TBc ID, тесту з саліциловокислим 
натрієм і MGIT TBc ID.

Як видно з даних табл. 2, за результатами ніациново-
го тесту, 469 культур (90,8 %) із 516 синтезували ніацин. 
При цьому 37 культур (9,2 %) були ніациннегативними.

При проведенні тесту на редукцію нітратів варто 
пам’ятати, що цей тест є основним для визначення НТМБ 
— M. kansasii і особливо M. szulgai, тобто M. kansasii (I 
група за Runyon), M. fortuitum, а також всі мікобактерії IV 
групи (швидкоростучі) у більшості випадків дають пози-
тивний тест редукції нітратів.

Таким чином, за допомогою ніацинового тесту і 
редукції нітратів можна з великою впевненістю припус-
тити, що штами мікобактерій з позитивними результата-
ми обох тестів являються M. tuberculosis і навпаки, міко-
бактерії з негативними результатами обох тестів не від-
носяться до МБТ [13].

Як видно з табл. 2, загальна кількість нітрат-позитив-
них штамів мікобактерій із кількості 516 досліджених 
склала 447 штамів (86,6 %). Позитивні результати ніаци-
нового і нітратредуктазного тестів співпадали у 86,6 % 
випадків. Штами з такими результатами були віднесені 
до M. tuberculosis. Негативний результат тесту редукції 
нітратів, при позитивному результаті ніацинового тесту 
може бути пов’язаний з тим, що нітрат міг перетворити-
ся в нітрит, а той в свою чергу — в закис азоту чи просто 
азот, що не дало кольорової реакції на нітрит-реагент, 
але сам штам являється — позитивним [15]. 

Подальша ідентифікація штамів мікобактерій показа-
ла, що на середовищі з 0,5 мг/мл і 1,0 мг/мл саліцилово-
кислого натрію дали ріст 20 штамів МБТ (3,9 %), тому вони 
були віднесені до нетуберкульозних мікобактерій. 
Використання середовища з саліциловокислим натрієм у 
двох розведеннях — 0,5 мг/мл і 1,0 мг/мл, є необхідним 
для запобігання діагностичних помилок. Використання 
двох концентрацій ускладнює роботу, тобто використан-
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Тобто, якщо в рідкому середовищі була виділена 
культура мікобактерій, що давала позитивний результат 
тесту MGIT TBc ID, культура мікобактерій, що була виділе-
на на щільному середовищі з того ж зразку матеріалу 
при дослідженні колоній давала також позитивній 
результат даного тесту. 

Висновки

Тест MGIT TBc ID дає можливість в короткий термін 
провести ідентифікацію мікобактерій туберкульозного і 
нетуберкульозного комплексів, що виділені як у рідко-
му, так і на щільному живильному середовищі, що дозво-
ляє встановити правильний діагноз пацієнтам з клінічни-
ми ознаками туберкульозу і призначити ефективне ліку-
вання.

Тест MGIT TBc ID є більш ефективним в порівнянні з 
традиційними фенотиповими ідентифікаційними теста-
ми, що використовуються для диференціації мікобак-
терій, оскільки виявляє специфічну фракцію білку, що 
продукують мікобактерії туберкульозного комплексу в 
процесі культивування і росту. Тому може бути вико-
ристаний замість відомих традиційних біохімічних тестів 
ідентифікації.

Таким чином, сучасний тест MGIT TBc ID є стандарти-
зованим, високочутливим і високоспецифічним і може 
бути використаним для швидкої фенотипової діагности-
ки туберкульозу і мікобактеріозів. 
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