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Актуальность. Микобактерии туберкулеза (Mycobacterium tuberculosis complex (МБТ)) длительно сохраняются на
поверхностях объектов в медицинских учреждениях, создавая риск внутрибольничного заражения. Для обнаружения
МБТ используются традиционные методы выявления, основанные на культивировании, которые характеризуются
длительными сроками (до 90 дней), что осложняет оперативный контроль. В связи с этим, разработка и внедрение
экспресс-методов выявления МБТ является актуальной задачей современной микробиологии. К таким методам
относятся полимеразная цепная реакция (ПЦР), позволяющая выявлять ДНК МБТ в образцах всего за несколько часов.

Совершенствование методов оценки эффективности дезинфекции высокого уровня (ДВУ) 
медицинских изделий

Цель исследования провести сравнительную оценку эффективности выявления МБТ с поверхностей медицинских
изделий традиционными микробиологическими методами и методом полимеразной цепной реакции в режиме
реального времени (ПЦР-РВ).

Материалы и методы. Объектом исследования являлась смывная жидкость полученная с:
1) тест-изделий (стерильные медицинские изделия (МИ), имеющие замковые части (корнцанг) и не имеющие

замковых частей (шпатель)
2) тест-объектов из различных материалов (резина натуральная, резина силиконовая, стекло, пластик),

предварительно контаминированных суспензиями тест-культуры M. tuberculosis H37Rv, в концентрациях 105-106

для первых и от 1-9 до 106 КОЕ/ см2.

Исследования проведены в соответствии с Руководством Р 4.2.3676-20 «Методы лабораторных исследований и испытаний
дезинфекционных средств для оценки их эффективности и безопасности» и в соответствии с Инструкцией к набору реагентов.
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Выбор и анализ характеристик наборов реагентов для  ПЦР, имеющихся на рынке РФ для выявления M. tuberculosis H37Rv

Для выявления ДНК МБТ был выбран «Набор реагентов для 
выделения, обнаружения и количественного определения ДНК МБТ», 
который соответствовал следующим критериям выбора: 
• наличие регистрационного удостоверения на медицинское 

изделие; 
• разновидность биологического материала, а именно: 
• возможность выделения НК целевых микроорганизмов из проб 

смывов с ООС и культур микроорганизмов
• тип анализа – качественный / количественный; 
• специфичность не менее 100 %; 
• чувствительность от 100 КОЕ / мл; 
• совместимость с оборудованием, имеющимся в распоряжении 

ОДС (с ЛМ). 
Количественное определение ДНК МБТ проводили с помощью 
программного обеспечения RealTime_PCR v7.9.
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Сравнительная экспериментальная оценка эффективности выявления МБТ в смывах с площади 10 см2 искусственно
контаминированных тест-поверхностей (кафель; стекло; металл; пластиковая поверхность; поверхность из металла с
лакокрасочным покрытием) суспензией тест-штамма M. tuberculosis H37Rv в концентрациях от 1-9 до 106 КОЕ/см2 методом посева
на плотные питательные среды и методом ПЦР-РВ.

Значение уровня
концентрации

МБТ
на 1 см2

Результаты выявления M. tuberculosis H37Rv (Ме [Q1; Q3])

посев на Левенштейна-Йенсена,
КОЕ/мл ПЦР-РВ, КОЕ/мл

1-9 0 [0; 0] 1,3 [1,1; 1,8]

101 0 [0; 0] 1,6 [1,1; 8,2] х 101

102 0 [0; 0] 32,0 [21,0; 54,0] х 102

103 4,8 [3,5; 6,4] х 102 41,0 [21,0; 54,0] х 103

104 6,7 [4,9; 7,9] х 103 32,0 [23,0; 49,0] х 104

105 8,0 [6,7; 8,9] х 104 37,0 [35,0; 53,0] х 105

106 9,5 [7,5; 9,9] х 105 51,0 [32,0; 57,0] х 106

Эффективность
метода 57,14% (n=540; 540/945) 100,0% (n=315; 315/315)

Бактериологический метод позволил обнаружить 
рост КОЕ МБТ в посевах образцов смывов на плотную 
питательную среду Левенштейна-Йенсена, отобранных 
с поверхностей, имеющих уровень контаминации 
начиная с 103 КОЕ/см2. При этом, концентрация M. 
tuberculosis в смывной жидкости оказалась на один 
порядок ниже по сравнению с её исходной суспензией 
и составляла 4,8 [3,5; 6,4] х 102 КОЕ/мл.

Метод ПЦР-РВ позволил обнаружить ДНК M. 
tuberculosis во всех исследованных образцах смывов с 
поверхностей начиная со значения 1-9 КОЕ/см2.  В 1 мл 
пробы смыва с данных поверхностей обнаружено 1,3 
[1,1; 1,8]  КОЕ/мл, при отсутствии роста на питательных 
средах.
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Сравнительная экспериментальная оценка эффективности выявления МБТ в  смывах с искусственно контаминированных МИ 
суспензией тест-штамма M. tuberculosis H37Rv в концентрации 105-106 КОЕ/см2 и прошедших этапы обеззараживания ручным 
способом (дезинфекцию, ПСО и стерилизации/ДВУ). При этом вместо дезинфицирующего средства была применена стерильная 
дистиллированная вода на всех этапах.

Этап 
обработки

Определение количества M. tuberculosis H37Rv в пробах смывов с МИ после 
проведения полного цикла ДВУ (вместо ДС применена aq.dist.)

бактериологическим методом и методом ПЦР-РВ, КОЕ / мл :

посев на Левенштейна-Йенсена ПЦР-РВ
Среднее (Ме [Q1; Q3]) Среднее (Ме [Q1; Q3])

До обработки 1х 105 100,0 [100,0; 100,0] х 103 5,3х 105 4,5 [1,5; 10,0] х 105

Дезинфекция 9х 104 100,0 [100,0; 100,0] х 103 1,9х 104 7,0 [6,0; 10,0] х 103

Промывание 9х 104 100,0 [100,0; 100,0] х 103 1,3х 104 5,0[2,0; 16,0] х 103

ПСО 9х 104 100,0 [84,5; 100,0] х 103 9х 103 9,0 [4,0; 12,0] х 103

Сушка 7х 104 78,0[70,0; 100,0 ] х 103 5х 103 2,0 [1,0; 7,0] х 103

ДВУ 6х 104 57,5[40,0; 90,0] х 103 9х 103 3,0 [8,0; 16,0] х 103

Установлено, что в смывах с МИ после, проведения 
всех этапов обработки МИ с использованием стерильной 
дистиллированной воды, включая сушку при температуре 
85°С, был обнаружен рост КОЕ МБТ на питательной среде
Левенштейна-Йенсена в количестве от  100,0 [100,0; 100,0] 
х 103 (в пробе, отобранной до обработки) до 57,5 [40,0; 
90,0] х 103 (в пробе, отобранной после ДВУ).

Методом ПЦР-РВ ДНК МБТ обнаружено во всех 
пробах, в количествах от 4,5 [1,5; 10,0] х 105 до 3,0 [8,0; 
16,0] х 103.
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высокого уровня (ДВУ) медицинских изделий

Сравнительная экспериментальная оценка эффективности выявления МБТ в смывах с искусственно
контаминированных МИ суспензией тест-штамма M. tuberculosis H37Rv в концентрации 105-106 КОЕ/см2

прошедших этапы обеззараживания (дезинфекцию, ПСО и стерилизации/ДВУ) с применением 0,55 %
раствора ортофталевого альдегида , т.е. для оценки эффективности ДВУ.

Определение количества M. tuberculosis H37Rv в пробах смывов с МИ 
после проведения полного цикла ДВУ (ДС – ортофталевый альдегид)

бактериологическим методом и методом ПЦР-РВ, КОЕ / мл :

Значения стандартизированы
методом извлечения квадратного
корня. Начальные уровни
контаминации: 78,66 (Q1=46,73;
Q3=46,73) в культуральном
методе; 1712,51 (Q1=144,58;
Q2=3622,51) в ПЦР.
Различия между выборками на
каждом этапе обработки
статистически значимы: (p-
value<0.001).
Статистический тест – критерий
Манна-Уитни.

С помощью бактериологического метода
определена эффективность ДВУ (с применением
дезинфицирующего средства на основе ортофталевого
альдегида) МИ, что подтверждено отсутствием роста
КОЕ МБТ в пробах смывов с МИ на всех этапах
обеззараживания.

В то же время с помощью метода ПЦР-РВ
детектировано ДНК МБТ на всех этапах
обеззараживания.
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1) Сравнительная оценка эффективности методов выявления МБТ в пробах смывов с искусственно 
контаминированных поверхностей тест-объектов подтвердила преимущество метода ПЦР-РВ перед методом 
посева на плотную питательную среду по срокам получения результата (1-2 суток вместо 90 суток) и аналитической 
чувствительности – от 1-9 КОЕ/см2, вместо 103 КОЕ/см2 на плотной питательной среде.

2) Ортофталевый альдегид в режиме 0,55 % раствор - 10 мин не обеспечивает разрушение ДНК МБТ, в тоже 
время негативно влияет на жизнеспособность МТБ, о чем свидетельствует отсутствие роста КОЕ на питательной 
среде, а значит и эффективности ДВУ МИ ручным способом. Необходимо проведение дальнейших исследований 
по определению места метода ПЦР-РВ в комплексе методов оценки эффективности ДВУ МИ, как экспресс-метода.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
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