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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность 

Туберкулез является одной из самых актуальных проблем здравоохранения в 

мире. Несмотря на предпринимаемые меры, ситуация по туберкулезу остается весьма 

напряженной. Туберкулез является одной из 10 самых частых причин смерти. По 

статистики ВОЗ, ежегодно от этой болезни погибает около 2 млн. человек. Способы 

ранней и достоверной диагностики туберкулеза чрезвычайно важны для выбора 

правильного лечения и предупреждения распространения заболевания. 

Одной из важнейших проблем фтизиатрии является распространение 

лекарственно-устойчивых штаммов микобактерий туберкулеза (МБТ). В связи с этим 

происходит снижение эффективности лечения больных, что приводит к дальнейшему 

распространению туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) – 

резистентностью к основным препаратам первого ряда (изониазид и рифампицин) и 

широкой лекарственной устойчивостью (ШЛУ) – резистентностью к изониазиду, 

рифампицину, фторхинолонам и к одному из аминогликозидов или полипептидному 

антибиотику (Km/Am или Cm). 

Повышение эффективности лечения туберкулеза и предотвращение дальнейшего 

распространения лекарственно-устойчивых штаммов МБТ требует совершенствования 

лабораторных методов быстрого определения лекарственной чувствительности МБТ, 

выделяемых больными туберкулезом. Применение микобактериофагов в качестве 

способа оценки уровня метаболизма МБТ в жидкой питательной среде и его 

ингибирования при воздействии антибактериальных препаратов, в отношении которых 

определяется лекарственная чувствительность, может быть одним из эффективных 

подходов для сокращения времени анализа и разработки методов, позволяющих 

заменить дорогостоящие импортные наборы реагентов. 

Проблема снижения бремени туберкулеза в странах с высоким уровнем его 

распространенности связана также, помимо лекарственной устойчивости, и со 

спецификой возбудителя, с самим характером туберкулезного процесса, что 

обусловливает очень большую длительность химиотерапевтических курсов. 

Продолжение лечения больного туберкулезом в амбулаторных условиях требует 

больших усилий, в том числе, мер социальной поддержки, поскольку значительная 
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часть больных прекращает лечение, вследствие чего переходит в число больных с 

хроническими формами туберкулеза (10-15%). 

Для снижения резервуара туберкулезной инфекции необходимо создать новые 

дополнительные методы лечения пациентов, позволяющие сократить сроки лечения и 

прекратить бактериовыделение больных туберкулезом, что невозможно обеспечить 

только с помощью антибиотиков. Именно длительность лечения способствует селекции 

микобактерий, устойчивых к лекарственным препаратам. 

Альтернативным решением в условиях широкого распространения лекарственной 

устойчивости МБТ и относительно низкой эффективности лечения антимикробными 

препаратами представляется использование микобактериофагов, которые обладают 

литическими свойствами независимо от их устойчивости к традиционным 

противотуберкулезным препаратам. Применение бактериофагов для лечения 

бактериальных инфекций является одним из нередко обсуждаемых трендов в связи с 

общей проблемой лекарственной устойчивости (Kutateladze M. et al., 2010; Ido Y. et al., 

2014). Перспективы применения микобактериофагов для лечения туберкулезной 

инфекции до сих пор не определены. Наиболее известный исследователь 

микобактериофагов Graham Hatfull подчеркивает необходимость избирательного 

транспорта в гранулематозные очаги легких больных туберкулезом и рассматривает 

возможность использования препаратов литического микобактериофага для 

профилактики туберкулеза у родственников больных туберкулезом (Hatfull G., 2014). 

Цель исследования: 

Разработка лабораторных методов и экспериментальных препаратов для 

повышения эффективности диагностики и лечения туберкулезной инфекции на основе 

применения микобактериофагов. 

Задачи исследования: 

1. Разработка липосомальной формы литического микобактериофага D29 и

характеристика его биологической активности. 

2. Исследование антимикобактериальной активности липосомальной формы

литического микобактериофага D29 в отношении внутриклеточной инфекции 

микобактерий туберкулеза на модели перевиваемой линии мышиных макрофагов RAW-

264 и туберкулезной гранулемы на основе мононуклеаров человека in vitro. 
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3. Разработка и оптимизация ускоренного фенотипического метода

определения лекарственной чувствительности клинических штаммов МБТ в отношении 

широкого спектра противотуберкулезных препаратов на основе использования 

литического штамма микобактериофагов. 

4. Применение литического микобактериофага D29 для быстрого определения

дормантности МБТ. 

Научная новизна исследования 

1. Новизна исследования состоит в исследовании антимикобактериального

действия литического микообактериофага D29 на модели внутриклеточно

инфицированной культуры макрофагов перевиваемой линии RAW 264-7 (ATCC).

Разработана модель и оригинальный метод получения культуры перевиваемых

макрофагов, содержащих фагоцитированные МБТ.

2. Впервые антимикобактериальная активность микобактериофагов изучена

на модели туберкулезной гранулемы in vitro, формируемой мононуклеарными клетками 

крови человека в присутствии МБТ. 

3. Оптимизирован метод наработки микобактериофага, позволяющий

получить значимые количества этого препарата, хроматографически очищенного для 

включения в липосомы. 

4. Разработан метод получения препарата липосомального микобактериофага

с размером фаговых липосом 0,4 мк и представлены его характеристики, в том числе с 

помощью электронной микроскопии. 

5. Впервые проведены исследования и продемонстрирована 

преимущественная, по сравнению с микобактериофагом, не включенным в липосомы, 

эффективность липосомального препарата литического микобактериофага для лизиса 

внутриклеточных МБТ на модели перевиваемых макрофагов RAW 264, а также на 

модели туберкулезной гранулемы мононуклеаров человека in vitro. Ингибирующий 

МБТ эффект микобактериофага коррелирует с его внутриклеточным транспортом при 

использовании липосомальной формы. 

6. Оптимизирован метод ускоренного (до 5-ти дней), по сравнению с

системой Bactec MGIT, фенотипического определения лекарственной чувствительности 

клинических изолятов МБТ на основе применения литического микобактериофага D29 с 
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количественным анализом ДНК фага с помощью ПЦР в реальном времени. В частности, 

оптимизирован, по сравнению с ранее описанным методом, формат исследований с 

использованием 24-луночного планшета, что обеспечивает благоприятные возможности 

применения метода в практических лабораториях. 

7. Продемонстрирована эффективность применения препарата 

микобактериофага для быстрого, по сравнению с культуральным исследованием, 

определения дормантности и реактивации МБТ на основе количественного анализа ДНК 

фага с помощью ПЦР в реальном времени. Продемонстрировано также связывание 

(адсорбция) микобактериофага с клетками дормантных МБТ. 

Научно-практическая значимость исследования 

Разработка липосомальной формы литических микобактериофагов, эффективно 

разрушающих внутриклеточные МБТ, позволит создать принципиально новый 

биопрепарат для лечения больных туберкулезом, в том числе больных - 

бактериовыделителей с множественной лекарственной устойчивостью. 

Оптимизирование экономичной и ускоренной технологии, по сравнению с 

культуральным исследованием в системе Bactec MGIT, на основе применения 

микобактериофагов для фенотипического определения лекарственной чувствительности 

клинических изолятов МБТ позволит разработать соответствующий набор реагентов. 

Разработка нового быстрого, по сравнению с культуральным исследованием, 

метода определения дормантности МБТ, образующейся в процессе лечения больных 

туберкулезом, который в будущем может стать важным критерием выбора оптимальной 

комбинации противотуберкулезных препаратов для персонализированного режима 

химиотерапии туберкулеза. 

Основные положения диссертации, выносимые на защиту 

1. При исследовании двух моделей туберкулезного воспаления in vitro с

внутриклеточной инфекцией МБТ – перевиваемой линии макрофагов и туберкулезной 

гранулемы, формируемой лимфоцитами и моноцитами крови человека с латентной 

инфекцией в присутствии микобактерий туберкулеза, липосомальный препарат 

микобактериофага D29 при краткосрочной инкубации оказывает сильный 

бактерицидный эффект. 
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2. Липосомальный препарат литического микобактериофага обладает кратно

более высокой эффективностью бактерицидного эффекта в отношении внутриклеточной 

популяции МБТ, по сравнению с внелипосомным препаратом микобактериофага.  

3. Применение литического микобактериофага D29 с использованием

количественного анализа ДНК для фенотипического определения лекарственной 

чувствительности МБТ к противотуберкулезным препаратам первой и второй линии 

позволяет получать результаты не менее, чем в 95% случаев совпадающие с данными 

Bactec MGIT, что обеспечивает возможности создания ускоренной и экономичной тест-

системы и нового набора реагентов. 

4. Использование литического микобактериофага позволяет провести

ускоренный анализ дормантности и реактивации МБТ после их обработки 

противотуберкулезными лекарственными веществами. 

Апробация работы 

Основные положения диссертации были доложены на всероссийской научно-

практической конференции с международным участием «Туберкулез в XXI веке: новые 

задачи и современные решения», 1-2 июня 2016 г. На 37-м ежегодном конгрессе 

Европейского Общества микобактериологов, Катания, Сицилия (Италия), 3-6 июля 

2016г. Лапенкова М.Б. заняла 2 место на конкурсе научно-исследовательских, 

прикладных и организационных проектов молодых ученых, практиков и студентов 

«Туберкулез-минус: молодёжные инновации XXI века» (25 ноября 2016г.). 

Апробация диссертации состоялась 17 мая 2019 г. на заседании кафедры 

микробиологии, вирусологии и иммунологии ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. 

Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет), протокол №11. 

Личный вклад автора 

Научные результаты, содержащиеся в диссертации, получены при личном 

участии автора и представляют собой законченное самостоятельное научное 

исследование. Автор принимала непосредственное участие в постановке задач, 

планировании, выполнении экспериментов и обработке данных. Автор оптимизировала 

модель внутриклеточного культивирования МБТ с использованием перевиваемой линии 

мышиных макрофагов RAW 264-7 и модель туберкулезной гранулемы мононуклеаров 

человека in vitro. Автор проанализировала результаты исследования эффективности 
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липосомального препарата литического микобактериофага и микобактериофага, не 

включенного в липосомы, обладающих литическими свойствами в отношении 

внутриклеточных МБТ на данных моделях; принимала непосредственное участие в 

наработке микобактериофага и включения его в липосомы; проводила сравнительные 

исследования лекарственной чувствительности/устойчивости клинических изолятов 

МБТ в системе Bactec MGIT и разрабатываемой технологии на основе применения 

микобактериофага D29; принимала активное участие в разработке метода быстрого 

определения дормантности МБТ с помощью анализа ДНК литического 

микобактериофага D29, обрабатывала полученные результаты, участвовала в написании 

статей и готовила рукопись диссертационной работы. 

Внедрение в практику 

Результаты исследований используются в работе лаборатории инфекционной 

иммунологии, патологии и биотехнологии ФГБУ «НМИЦ ФПИ» Минздрава России. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Научные положения диссертации соответствуют формуле специальностей 

03.02.03 - «микробиология». Результаты проведенного исследования соответствуют 

области исследования специальностей, конкретно – пунктам 2, 10 паспорта 

специальности «микробиология». 

Публикации 

По результатам исследований опубликованы 5 научных статей, в том числе: 2 статьи, 

рекомендованные ВАК Минобрнаук России, 1 статья в SCOPUS, 2 тезиса и 1 патент на 

  изобретение № 2691439 от 16.08.2018. 

                                                    Структура и объем диссертации 

Диссертация изложена на 108 страницах машинописного текста, состоит из 

введения, обзора литературы, материалов и методов, результатов и обсуждения, общего 

заключения, выводов и списка цитируемой литературы, включающего 109 источников, в 

том числе 7 отечественных и 102 зарубежных. Работа содержит 14 таблиц, 20 рисунков. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

В работе использовали культуру перевиваемых мышиных макрофагов RAW 264.7 

(ATCC); штаммы: Mycobacterium tuberculosis H37Rv; Mycobacterium smegmatis mc
2
155, 
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культуры клинических изолятов МБТ после их первичного культивирования в жидкой 

питательной среде с использованием автоматизированной системы Bactec MGIT. 

Микобактериофаг D29, любезно предоставленный проф. Gr.Hatfull из Института 

бактериофагов Питтсбургского университета (США). 

Получение концентрированного высокоочищенного препарата 

микобактериофага D29 с помощью оптимизированной технологии. Готовили 

суспензию M.smegmatis в жидкой среды 7H9 с 2мМ CaCl2, в которую после суточной 

инкубации при 37
0
С, вносили микобактериофаг D29 и инкубировали 72 ч на шейкере 

при 37
0
С. Затем суспензию центрифугировали и супернатант фильтровали через

стерильный миллипоровый фильтр 0,22 мк. Полученный раствор фага концентрировали 

в насыщенном растворе сульфата аммония, осадок диализовали и препарат 

микобактериофага очищали с помощью ионно-обменной хроматографии на колонке 

DEAE-sepharose. Активность препаратов микобактериофага определяли по числу 

бляшкообразующих единиц (БОЕ) в мл на газоне M.smegmatis, умноженному на 

разведение. 

Исследование бактерицидного действия микобактериофагов в отношении 15 

клинических изолятов  (культур МБТ), в том числе ранее изученных клинических 

культур с лекарственной устойчивостью к противотуберкулезным препаратам первого и 

второго ряда, проводили после их инкубации в жидкой питательной среде 7H9 с 

ростовой добавкой OADC и 1 mM хлорида кальция  в течение 1-х и 3-х суток с 

последующими посевами на агаровой питательной среде Миддлбрук 7H10.  

Получение липосомального препарата микобактериофага D29 включенного в 

бислойную фосфолипидную липосому размером 0,4 микрон. Очищенный 

микобактериофаг в концентрации не менее 10
9
 БОЕ/мл фагового буферного раствора 

встряхивали в колбе после высушивания из этанола на роторном испарителе 

фосфолипидной пленки, состоящей из яичного лецитина (40 мг), холестерина (7 мг) и 

твин-80 (8,8 мг). С суспензией частиц проводили экструзию через фильтр с порами 5 мк 

с последующей 20-кратной экструзией с использованием фильтров размером пор 0,4 мк, 

после чего отделяли включенную в липосомы фракцию микобактериофага с помощью 

центрифугирования при 20 тыс. об/мин в течение 30 минут.  
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Электронно-микроскопическое изучение липосомального микобактериофага D29 

проводили с использованием формвар-углеродных подложек при негативном и 

позитивном окрашивании уранил-ацетатом. 

Исследование литического (антибактериального) действия микобактериофага D29 

проводили также на двух клеточных моделях: 

1. Модель внутриклеточно инфицированных макрофагов. Клетки перевиваемых

мышиных макрофагов RAW 264.7 (ATCC) культивировали в питательной среде RPMI 

1640 с добавками в CO2 инкубаторе, которые инфицировали МБТ вирулентного штамма 

H37Rv в фазе активного роста. Инфицированные макрофаги после суточной инкубации 

один раз отмывали средой, наносили на Ficoll-Paque и выделяли на разделе сред при 

центрифугировании при 3000 об/мин. Выделенные и отмытые инфицированные 

макрофаги засевали в лунки 6-луночного планшета для исследования 

антибактериальной активности свободного и липосомального препаратов 

микобактериофага D29. 

2. Модель туберкулезной гранулемы in vitro, образуемой мононуклеарами

периферической крови человека с латентной инфекцией, инфицированными МБТ. 

После образования гранулемы с деструкцией в центре (клеточный материал, 

обработанный 4% раствором формалина с последующей отмывкой), проводили 

гистологическое исследование. Гистологические срезы окрашены гематоксилином и по 

Цилю-Нильсену. 

Для количественного анализа микобактериофага D29 и МБТ использовали 

разработанную мультиплексную ПЦР-РВ систему. 

Для ускоренного определения лекарственной чувствительности МБТ к ПТП 

применяли микобактериофаг D29. Инкубировали МБТ с критическими концентрациями 

антибиотиков в течение 48ч, затем вносили микобактериофаг D29 и инкубировали 48ч. 

Выделяли ДНК и проводили ПЦР-РВ. 

Быстрое определение дормантности МБТ с помощью анализа ДНК литического 

микобактериофага D29. Культуру H37Rv инкубировали 3-е суток в присутствии 

рифампицина в термостате на шейкере. МБТ отмывали от рифампицина и затем 

культивировали в течение 3-5 суток. В часть опытных лунок вносили супернатант 

растущей культуры МБТ. Этот супернатант содержал белок Rpf, реактивирующий 

дормантные клетки МБТ. Активацию клеток определяли путем добавления 
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микобактериофага D29. После суточной инкубации выделяли ДНК и проводили ПЦР-

РВ. 

Все необходимые вычисления выполнены с помощью компьютерной программы 

Excel (Microsoft Office). Для оценки статистической значимости различий средних 

величин применяли критерий t-тест Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Разработка набора для одновременного количественного анализа 

микобактериофага D29 и МБТ методом ПЦР-РВ 

Для одновременного количественного анализа микобактериофага D29 и МБТ мы 

разработали мультиплексную ПЦР-РВ систему, содержащую три независимые реакции 

в одной пробирке, позволяющие одновременно выявлять ДНК микобактериофага D29 и 

ДНК МБТ. 

Для обнаружения микобактериофага D29 использовали специфический фрагмент 

из последовательности полного генома микобактериофага D29 (GenBank AF022214.1). 

Пример работы мультиплексной системы «Фаг-МБТ-ВПК», содержащей три 

независимые реакции в одной пробирке, представлен на Рисунке 1. 

Рисунок 1 – Пример работы мультиплексной системы «Фаг-МБТ-ВПК» на 

культуре №42 
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Подъем флуоресценции по каналу FAM (зеленый цвет) – свидетельствует о 

наличии ДНК фага D29, по каналу ROX (фиолетовый цвет) – ДНК МБТ, по каналу R6G 

(красный цвет) – ДНК ВПК. 

Количественная система «Фаг-МБТ-ВПК» обладает высокими аналитическими 

характеристиками по специфичности, чувствительности и эффективности. Эту систему 

мы использовали для решения исследовательских задач в нашей работе. 

Оптимизация технологии получения концентрированного высокоочищенного 

препарата литического микобактериофага D29 

Основной задачей разработки модификации технологии было получение высоких 

титров микобактериофага D29, до 10
9
-10

11
 БОЕ/мл. Для этого мы провели оптимизацию 

технологии получения концентрированного препарата литического микобактериофага 

D29 (Таблица1). 

Таблица 1 – Сравнение стандартного и модифицированного методов получения 

микобактериофага D29 

Этапы получения фага Стандартный метод 
Модифицированный 

метод 

1. Начальная концентрация 

фага 
10

5
 БОЕ/мл 10

8
 БОЕ/мл 

2. Инкубирование фага с 

M.smegmatis 
1 сутки 3 суток 

3. Концентрирование фага 

– 

Осаждение и 

концентрирование в 

насыщенном растворе 

сульфата аммония 

4. Очистка фага 
– 

Ионно – обменной 

хроматографией на 

колонке DEAE-sepharose 

 

Увеличение начальной концентрации фага, времени инкубирования фага с 

M.smegmatis и добавление этапа концентрирования позволили более эффективно 

нарабатывать фаг. Полученный концентрированный фаговый препарат выделяли с 

помощью ионно-обменной хроматографии на колонке DEAE-sepharose с 

использованием хроматографа. Добавление этапа очистки концентрированного раствора 

фага ионно-обменной хроматографией позволило не только очистить препарат от лизата 
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микобактерий, протеаз и разрушенных молекул ДНК, но и получить раствор фага, не 

токсичный для макрофагальных клеток. 

Таким образом, для решения основных задач нашей работы по получению 

липосомального биопрепарата литических микобактериофагов, позволяющего его 

применение для антимикобактериального бактерицидного действия, разработана 

технология получения высокоочищенного препарата литического микобактериофага 

D29 в концентрациях 10
9 
БОЕ/мл и выше. 

Получение липосом с включенными частицами микобактериофага D29 

В ходе опытов были получены липосомальные частицы с включенными 

микобактериофагами оптимального размера – в основном с размером частиц около 400 

нм, что обеспечивает возможность их фагоцитоза макрофагами, что, в свою очередь, 

позволяет в полном объеме реализовать противотуберкулезный эффект препарата. 

Эффективность включения частиц микобактериофага в липосомы определялась на 

уровне 15% при использовании ПЦР-РВ системы «Фаг-МБТ-ВПК» 

Размер и морфология получаемых бислойных липосом продемонстрированы с 

помощью электронной микроскопии при негативном и позитивном контрастировании 

уранил-ацетатом (Рисунок 2 А, В). 

 

Рисунок 2 – A. Негативное контрастирование бислойных липосом без фага. В. 

Позитивное контрастирование. 1 – головка фага, включенного в липосому 

 

B 
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Литическое действие микобактериофага D29 в клинических изолятах МБТ 

При исследовании 15 штаммов клинических изолятов МБТ, их инкубирование с 

микобактериофагом D29 в течение минимум 1 суток ликвидировало рост МБТ во всех 

клинических изолятах, в том числе в 10 изолятах с лекарственной устойчивостью к 

различным препаратам первого и второго ряда. Это подтверждает литическое действие 

используемого в работе микобактериофага D29 в клинических изолятах МБТ. 

Исследования антимикобактериальной активности липосомальной формы 

литического микобактериофага D29 в отношении внутриклеточно культивируемых 

МБТ с использованием перевиваемой линии мышиных макрофагов RAW 264.7  

Нами было показано, что для создания этой модели потребовалась специальная, 

описанная выше процедура разделения инфицированных МБТ макрофагов от не 

фагоцитированных МБТ, поскольку выбранный нами метод обеспечивал существенно 

более достоверные результаты. Внутриклеточно инфицированные макрофаги 

рассеивали в 6-луночные планшеты, в которых исследовали антимикобактериальные 

эффекты препаратов микобактериофага. 

Исследование внутриклеточного транспорта липосомального микобактериофага 

D29 на модели внутриклеточной туберкулезной инфекции перевиваемых макрофагов 

RAW 264.7 

Для изучения эффективности фагоцитирования или транспорта 

микобактериофагов в клетки инфицированных макрофагов, было проведено 

сравнительное исследование ДНК микобактериофага D29 в клетках инфицированных 

макрофагов при использовании микобактериофага в свободной форме и 

микобактериофага, включенного в липосомы. Результаты количественного определения 

ДНК фага с помощью ПЦР-РВ представлены в Таблице 2. 
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Таблица 2 – Результаты ПЦР-РВ анализа образцов при использовании 

микобактериофагов свободных и инкорпорированных в липосомы 

Название образцов 

Пороговые 

циклы, Сtср,  

по каналу 

FAM 

Количество 

ДНК фага, 

копии/реакцию 

Количество 

ДНК фага, 

копии/образец 

Свободный фаг 1 32,0 6,3х10
3
 1,1х10

6 

Свободный фаг 2 32,0 6,3х10
3
 1,1х10

6
 

Включенный в 

липосомы 1 
29,0 4,68х10

4
 8,4х10

6
 

Включенный в 

липосомы 2 
29,4 3,55х10

4
 6,4х10

6
 

 

Полученные результаты свидетельствовали, что пороговые циклы подъема 

кривых флуоресценции в лунках с микобактериофагами, включенными в липосомы 

были на 2-5 циклов ниже, чем при использовании свободных микобактериофагов, что 

свидетельствовало о многократно (в 4-10 раз) более эффективном проникновении 

микобактериофагов, включенных в липосомы. 

Исследование литического эффекта микобактериофагов на модели 

внутриклеточно инфицированных макрофагов 

Количество колоний МБТ на чашках, полученных при посевах инфицированных 

макрофагов, представлено в Таблице 3. 
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Таблица 3 – Количество колоний МБТ, полученных при посевах инфицированных 

макрофагов RAW 264.7 

Группы 

Среднее количество 

колоний МБТ, 

включая стандартную 

ошибку 

Критерий t-тест 

Стьюдента 

1. Контроль МБТ 62±2,6  

2. МБТ+очищенный фаг 17±1 P<0,01 

3. МБТ+липосомальный 

препарат 
7±0,33 P<0,05 

 

Наименьшее количество колоний МБТ наблюдалось при посевах макрофагов, 

внутриклеточно инфицированных H37Rv с липосомальной формой микобактериофага 

D29, что говорит о наилучшем литическом эффекте при использовании липосомального 

препарата по сравнению с очищенной формой фага. 

Таким образом, на разработанной модели была показана, во-первых, наилучшая 

эффективность проникновения липосомального препарата в макрофаги, по сравнению 

со свободным фагом, и, во-вторых, наилучший бактерицидный эффект липосомального 

препарата. 

Оптимизация модели туберкулезной гранулемы мононуклеаров крови человека in 

vitro 

Для данной модели использовали культуру мононуклеаров периферической крови 

человека с латентной инфекцией. Мы установили, что при соотношении 

(мононуклеары:МБТ) 6:1, гранулема образуется к 12-15 дню (Рисунок 3). 
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Рисунок 3 – Фотография образование гранулемы на 13 день. Световая 

микроскопия (1:200) 

На гистологических срезах клеток гранулемы наблюдалось скопление макрофагов 

и лимфоцитов на периферии с некрозом в центре гранулемы (окраска гематоксилином) 

и большое количество палочек МБТ (окраска по Цилю-Нильсену). 

После образования гранулемы эффективность действия литических 

микобактериофагов на МБТ с анализом бактерицидного эффекта липосомального 

препарата микобактериофага, в сравнении с очищенным, внелипосомным 

микобактериофагом,  была изучена при посевах на чашках с питательной средой 7H10. 

Число колоний МБТ в чашках, полученных при посевах материала туберкулезной 

гранулемы в контрольной группе, составило более 1000, в группе с очищенным фагом – 

583±24,4, а в группе с липосомальным препаратом – 64 ± 3,2. Критерий t-тест 

Стьюдента P<0,01. 

Таким образом, подтвердили лучший бактерицидный эффект липосомальной 

формы микобактериофага D29 по сравнению с очищенным фагом на модели 

туберкулезной гранулемы мононуклеаров крови человека in vitro. 

Сравнительные исследования эффективности применения литических 

микобактериофагов для ускоренного определения лекарственной чувствительности 

МБТ к противотуберкулезным препаратам в клинических изолятах 

Для исследования эффективности разрабатываемой нами технологии применения 

литического микобактериофага D29 для ускоренного определения лекарственной 

чувствительности МБТ к ПТП использовали культуры клинических изолятов МБТ 
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после их первичного культивирования в жидкой питательной среде с применением 

системы Bactec MGIT. Культивирование МБТ проходит в 24-луночном планшете. 

Для интерпретации результатов анализа нами были выбраны следующие 

критерии. Образец считается чувствительным, если разница в значениях пороговых 

циклов между пробой с ПТП и контролем без ПТП составляет более 3 циклов (Ct≥3). 

Образец считается устойчивым, если разница в значениях пороговых циклов между 

пробой с ПТП и контролем без ПТП составляет от -3 до 3 циклов (-3<Ct<3). 

Критериями достоверности полученных результатов являются два контроля: 

контроль образца без ПТП и контроль размножения фага. 

Примеры интерпретации результатов анализа показаны на Рисунке 4 и Таблице 4. 

Рисунок 4 – Примеры интерпретации результатов анализа по ускоренному 

определению лекарственной чувствительности МБТ к ПТП с помощью 

микобактериофага D29: А – штамм H37Rv (полностью чувствительный); B – 

культура № 51 устойчива ко всем анализируемым ПТП; C – культура № 53 с 

различной устойчивостью к анализируемым ПТП; D – культура № 25 с различной 

устойчивостью к анализируемым ПТП 

A

DC

B
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Таблица 4 – Примеры результатов анализа по ускоренному определению 

лекарственной чувствительности МБТ к ПТП с помощью микобактериофага D29 

№ 

культуры 

Контр. 

фага 

Контр. 

без 

ПТП 

Ct

фага

Ct = Ctпроба с ПТП – Ctконтр

S I R E Am Mox Lef Kan 

H37Rv 30.07 18.19 11.88 +10.54 +10.90 +10.86 +10.46 +10.48 +10.81 +10.80 +10.10

51 30.00 20.67 9.33 +0.54 -0.49 +0.24 +1.17 +0.44 +0.56 +0.91 -0.04

53 30.00 18.88 11.12 -0.71 -0.68 -1.22 +9.79 +9.94 +10.42 +10.51 +10.25

25 26.32 18.17 8.15 +0.30 -0.08 +0.24 +3.73 -0.06 +2.21 -0.18 +1.78

Для оценки эффективности технологии применения литического 

микобактериофага D29 для ускоренного определения лекарственной чувствительности 

МБТ к ПТП были проведены исследования 70 культур МБТ для анализа лекарственной 

чувствительности/устойчивости к 4-м противотуберкулезным препаратам первой линии: 

стрептомицину, изониазиду, рифампицину и этамбутолу, и 40 культур МБТ для анализа 

лекарственной чувствительности/устойчивости к 4-м противотуберкулезным 

препаратам второй линии: амикацину, моксицилину, лефлоксацину и канамицину. В 

качестве референтного метода, позволяющего установить фенотипическую 

("истинную") чувствительность и устойчивость МБТ к используемым препаратам, был 

применен метод определения лекарственной чувствительности методом пропорций на 

жидкой питательной среде Middlebrook 7H9 в автоматизированной системе BACTEC. 

Сравнительные результаты представлены в Таблице 5. 
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Таблица 5 – Сравнительные результаты определения лекарственной чувствительности/устойчивости клинических 

изолятов МБТ к препаратам 1-й и 2-ой линии при использовании изучаемой лабораторной технологии с применением 

микобактериофага D29 и автоматизированной системы BACTEC 

Антибиотики 

Критиче

ские 

концент

рации, 

мкг/мл 

Число 

штаммов 

Рез-ты 

Bactec 

Число 

образцов 

Результаты фагового метода 

Диагностические характеристики 

фагового метода (%) 

Чувствите

льность 

Специфич

ность 
ППЗ ОПЗ Средняя 

ΔCT 

Чувствител

ьные (S) 

Устойчивые 

(R) 

Стрептомицин 1 

70 

S 37 8,5 37 0 
100 100 100 100 

R 33 0,04 0 33 

Изониазид 0,1 
S 41 8,4 41 0 

100 100 100 100 
R 29 -0,1 0 29 

Рифампицин 1 
S 46 8,6 46 0 

100 100 100 100 
R 24 0,1 0 24 

Этамбутол 5 
S 50 7,6 48 2 

100 96 91 100 
R 20 0,8 0 20 

Амикацин 1 

40 

S 32 7,6 32 0 
88 100 100 97 

R 8 0,3 1 7 

Моксифлокацин 1 
S 35 8.0 35 0 

100 100 100 100 
R 5 0,84 0 5 

Левофлоксацин 1,5 
S 34 8,3 34 0 

100 100 100 100 
R 6 0,7 0 6 

Канамицин 2,5 
S 28 8,3 28 0 

100 100 100 100 
R 12 1.03 0 12 
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Как видно из таблицы 5, чувствительность и специфичность исследуемого метода 

с использованием фага к большинству выбранных антибиотикам составила 100%, за 

исключением чувствительности к амикацину – 88% и специфичности к этамбутолу – 

96%. Также положительное прогностическое значение (ППЗ) и отрицательное 

прогностическое значение (ОПЗ) составили 100%, за исключением результатов ППЗ по 

этамбутолу (91%) и ОПЗ по амикацину (97%). Совпадаемость результатов технологии с 

применением литического микобактериофага D29 и метода пропорций в 

автоматизированной системе Bactec MGIT для препаратов первого ряда составила 

99,3%, для препаратов второго ряда – 99,4%. 

Разработанная технология по эффективности и точности не уступает признанному 

и довольно широко распространенному методу – импортной системе Bactec MGIT, 

однако, исходя из наших расчетов, является существенно более экономичной. 

В частности, эта технология позволяет создать новый отечественный набор 

реагентов, себестоимость которого, в пересчете на один тест определения 

лекарственной чувствительности к одному препарату, может быть не менее, чем в 4-5 

раз ниже стоимости одной пробирки с флуоресцентным маркером в системе Bactec (800-

900 руб). Низкая себестоимость анализа обусловлена меньшим объемом питательной 

среды (1 мл), использованием отечественной обогащающей биодобавки, а также 

использованием отечественных реагентов для ПЦР-РВ анализа. 

Быстрое определение дормантности МБТ с помощью анализа ДНК литического 

микобактериофага D29 

Использование литического микобактериофага позволяет провести ускоренный 

анализ дормантности и реактивации МБТ после их обработки противотуберкулезными 

лекарственными препаратами. Результаты представлены в Таблице 6. 
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Таблица 6 – Результаты действия супернатанта на дормантные клетки в анализе с 

помощью ПЦР-РВ 

Название образцов Пороговый цикл, 

Ct, по каналу FAM 

ОКО ≥45 

Фаг 19,2 

Фаг + среда 26,7 

Культура + Фаг 16,5 

Культура + R + Фаг 1 26.0 

Культура + R + Фаг 2 27.7 

Культура + R + Фаг 3 26.6 

Культура + R + супернатант + Фаг 1 19,8 

Культура + R + супернатант + Фаг 2 18,8 

Культура + R + супернатант + Фаг 3 19,4 

Из таблицы 6 видно, что значения пороговых циклов, соответствующих ДНК фага 

в образцах с рифампицином и супернатантом на 7,5 циклов меньше, чем значения 

пороговых циклов для образцов без супернатанта, что свидетельствует об увеличении 

количества ДНК фага в 100 раз и, следовательно, о размножении фага. Активное 

размножение фага доказывает, что Rpf белок, присутствующий в супернатанте 

растущей культуры, активирует дормантные клетки. 

Выводы: 

1. Разработана мультиплексная ПЦР-РВ система «Фаг-МБТ-ВПК».

2. Разработана модель внутриклеточной туберкулезной инфекции на основе

использования перевиваемой культуры макрофагов мышей линии RAW 264-7 (ATCC). 

3. Оптимизированы условия получения туберкулезной гранулемы in vitro на

основе использования мононуклеарных клеток периферической крови человека. 

4. Оптимизирована технология наработки литического микобактериофага D29

и выделения его очищенного препарата из бактериальных лизатов. 

5. Разработан оригинальный метод получения липосомального препарата

литического микобактериофага D29. 
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6. Впервые показана высокая антимикобактериальная эффективность

липосомного препарата микобактериофага D29 по сравнению с использованием 

свободного (внелипосомного) препарата микобактериофага D29. 

7. Оптимизирован метод ускоренного фенотипического определения 

лекарственной чувствительности клинических изолятов МБТ, полученных после 

первичного культивирования в системе Bactec MGIT на основе применения 

микобактериофага D29. 

8. Показана возможность быстрого определения дормантности и реактивации

МБТ при использовании микобактериофага D29. 

Практические рекомендации: 

Разработанная технология – прототип нового набора реагентов, который, по 

нашим расчетам, может быть в несколько раз более экономически эффективным, 

позволит после проведения соответствующих клинических испытаний внедрить эту 

технологию в практику фтизиатрических учреждений, сократить время проведения 

исследований и повысить эффективность противотуберкулезных мероприятий. 
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