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Оцінка ãенетичних маркерів для ранньоãо виявлення штамів Mycobacterium tuberculosis, ...
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Мета. Метою роботи було визначення найбільш ефективних та інформативних ãенетич-
них ПЛР-маркерів Mycobacterіum tuberculosis для ідентифікації збудника у клінічних 
зразках для прискорення виявлення мультирезистентних штамів. Методи. 69 клінічних 
зразків від хворих на туберкульоз леãень м. Києва проаналізовані за допомоãою мето-
ду ПЛР з праймерами до 10 ãеномних маркерів і методами мікроскопії та посіву на куль-
туральні середовища. ПЛР-позитивні зразки проаналізовані за допомоãою ПЛР тест-
системи «Magicplex TB/MDR Real-time Test (ver.2.0)» (Seegene Inc., Корея) на стій-
кість МБТ до протитуберкульозних препаратів (ПТП). Результати. 45 зразків мокро-
тиння хворих на леãеневий туберкульоз були ПЛР-позитивними, що складає 63,8 % від 
заãальної кількості зразків і є ефективнішим показником, ніж виявлення збудника мето-
дом мікроскопії (39,1%) та культуральноãо посіву (53,6%). ПЛР-маркери Is-2 і hsp65-3 
показали високу ефективність виявлення МБТ (відповідно, 59,4% і 53,6%). З 45 ПЛР-
позитивних зразків 12 (26,7%) виявили стійкість як до рифампіцину, так і до ізоніазиду, 
що є ознакою мультирезистентних штамів. Висновки. Комбінація декількох найбільш 
чутливих та інформативних маркерів у ПЛР-експрес-діаãностиці для виявлення й іден-
тифікації МБТ підвищує ефективність визначення штамів, стійких до ПТП.

Ключові слова: Mycobacterium tuberculosis, ПЛР-діаãностика, туберкульоз, мульти-
резистентність.

Вñòуп. Íезважаючи на велику к³льк³сть нових тест³в, розроблених у св³т³ для 
д³агностики туберкульозу та ³дентиф³кац³ї штаì³в M.tuberculosis (ÌБÒ), 

продовжується робота з пошуку нових п³дход³в та оптиì³зац³ї вже ³снуючих 
стратег³й виявлення ³ характеристики цього одного з найнебезпечн³ших пато-
ген³в людини [1, 2]. Åфективн³сть ПËÐ для виявлення ÌБÒ у р³зноìу д³агностич-
ноìу ìатер³ал³ та за допоìогою р³зних ìаркер³в досл³джувалася та була дове-
дена у численних досл³дженнях [2–4]. Зростання в усьоìу св³т³ к³лькост³ ìуль-
тирезистентних (ÌÐ) штаì³в, а також поява екстреìально-резистентних до 
протитуберкульозних препарат³в (ПÒП) штаì³в робить найактуальн³шиì за-
вданняì на сучасноìу етап³ прискорення виявлення таких ст³йких штаì³в ÌБÒ 
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[5]. Íизка коìерц³йних тест-систеì, що 
дозволяють виявляти ìоно- та ìультире-
зистентн³ штаìи, з’явилася на ринку [1, 6]. 
Проте доц³льн³сть широкого використання 
у скрин³нгових досл³дженнях та в рег³онах 
³з р³зною еп³деì³олог³чною ситуац³єю таких 
тест-систеì ще потребує ретельного ана-
л³зу [6]. Åконоìноìу й ефективноìу вико-
ристанню цих систеì сприяв би попере-
дн³й ПËÐ-анал³з на наявн³сть ÄÍÊ ÌБÒ у 
кл³н³чних зразках за допоìогою певних 
ПËÐ-ìаркер³в. ×утлив³сть та специф³чн³сть 
ПËÐ-систеì на ц³ ìаркери є визначальни-
ìи для ефективн³шого визначення ст³йкос-
т³ до ПÒП. 

Ìетою роботи було виявлення най-
ефективн³ших ³ ³нфорìативних генетичних 
ПËÐ-ìаркер³в M.tuberculosis для ³денти-
ф³кац³ї збудника у кл³н³чних зразках ³ при-
скорення виявлення штаì³в, резистентних 
до протитуберкульозних препарат³в. Були 
обран³ 10 ìаркер³в з р³зною специф³чн³стю 
щодо M.tuberculosis, ³ ефективн³сть ПËÐ 
на ц³ ì³шен³ була пор³вняна з ефективн³стю 
класичних культурального ³ ì³кроскоп³чно-
го ìетод³в виявлення ÌБÒ. Íа основ³ цього 
анал³зу зд³йснено визначення ст³йкост³ 
збудника до ПÒП.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Клінічний матеріал. Зразки ìокро-

тиння були отриìан³ в³д 69 хворих на леге-
невий туберкульоз (ËÒ) пац³єнт³в (42 чоло-
в³ки ³ 27 ж³нок), що проживають у ì. Êиєв³. 
Ä³агноз було встановлено зг³дно з наказоì 
Ì³н³стерства охорони здоров’я Óкраїни в³д 
09.06.06 № 384 за даниìи рентгенолог³ч-
ного та кл³н³чних обстежень, п³д час пере-
бування пац³єнт³в у ÄÓ «Íац³ональний ³н-
ститут фтиз³атр³ї ³ пульìонолог³ї ³ìен³ 
Ф.Ã. Яновського ÍÀÌÍ Óкраїни» в 2011 
роц³. Ñередн³й в³к пац³єнт³в складав 
37,4±1,8 року; ì³н³ìальний в³к – 14 рок³в, 
ìаксиìальний – 70 рок³в. Ñеред обстеже-
них хворих переважали особи до 35 рок³в – 
35 пац³єнт³в (50,7±7,1%), 23 пац³єнти 

(33,3 ±5,7%) були в³коì в³д 35 до 50 рок³в ³ 
11 пац³єнт³в (15,9 ±3,8%) – старше 50 ро-
к³в.

При надходженн³ хворого в стац³онар 
зразки ìокротиння анал³зували ì³кроско-
п³чниì (забарвлення за Ö³леì-Í³льсеноì) ³ 
ì³кроб³олог³чниìи (пос³в на середовище 
Ëевенштейна-Йенсена) ìетодаìи за стан-
дартниìи ìетодикаìи [7], а також ìолеку-
лярно-генетичниìи ìетодаìи. Óс³ хвор³ 
були розпод³лен³ на 4 групи залежно в³д 
результат³в ì³кроскоп³чного (Ì) ³ культу-
рального (Ê) досл³джень. 26 зразк³в були 
негативниìи за результатаìи обох ìето-
д³в (група Ì–Ê–) ³ 21 зразок – позитивниì 
(група Ì+Ê+). 16 зразк³в були негативни-
ìи за результатаìи бактер³оскоп³ї ³ пози-
тивниìи за даниìи пос³ву (група Ì–Ê+). 
Â 6 випадках заф³ксовано позитивн³ дан³ 
бактер³оскоп³ї ³ негативний результат куль-
турального пос³ву (група Ì+Ê–).

Виділення ДНК. Попередню обробку 
ìокротиння проводили розчиноì N-аце-
тил-L-цистеїну/NaOH. Âид³лення ÄÍÊ 
проводилось в³дпов³дно до ³нструкц³ї ви-
робника тест-систеìи «DNA extraction kit» 
(Seegene, Inc. Korea). Зразки ÄÍÊ 
 накопичували ³ збер³гали при –70 оÑ. Äля 
аìпл³ф³кац³ї використовували 5 ìкл з 
200 ìкл супернатанту, що ì³стив досл³-
джувану ÄÍÊ. 

ПЛР. Пол³ìеразну ланцюгову реакц³ю 
виконували за допоìогою Taq-пол³ìерази 
(Fermentas) у 20 ìкл реакц³йної суì³ш³, що 
ì³стила 10× буфер для пол³ìерази, 
300 ìкÌ dNTP, по 10 pmol пряìого й зво-
ротного прайìер³в (табл. 1.), 1 од. Taq-по-
л³ìерази ³ досл³джувану ÄÍÊ. 

Прайìери конструювали за допоìогою 
програìи Primer Express 3.0 (Applied 
Biosystems, ÑШÀ). Äля ìаркер³в Is-1, Is-2 
виконували одностад³йну ПËÐ. Äля ìарке-
р³в hsp65, hupB, mtp40, mpb64, rpoB ³ 
katG застосовували двостад³йну ПËÐ – дв³ 
посл³довн³ реакц³ї з використанняì р³зних 
(heminested-ПËÐ) або однакових пар 
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Òàбëèця 1. Посл³довност³ прайìер³в, що застосован³ для ³дентиф³кац³ї ÌБÒ

Ген /
мішень Назви праймерів Послідовності праймерів

(5'-3')
Довж. прод. МБТ 
(п.н.) – маркер Джер.

IS6110 Ins1
Ins2
IS-ff

cgtgagggcatcgaggtggc
gcgtaggcgtcggtgacaaa

tcgaacggctgatgaccaaactc

244 – Is-1

213 – Is-2

[8]
[8]

hsp65 Зовн. 65F
 65R

Внутр.
65F-ex1
65F-in2
65R-in2

gatcgagctggaggatccgtac
agctgcagcccaaaggtgtt

cgccgagctggtcaaagaggta
aggtcaccgagaccctgctcaagg
ggtgttggactcctcgacggtgatg

380 

366 – hsp65-1
333 – hsp65-2
166 – hsp65-3

katG Зовн. F463
 R463

Внутр. k463-1
 k463-2

ccgacgatgctggccactgacct
cgcttgtcgctaccacggaacg 

gggcatсagagacactcaatcccgatgccc
tggcatgagacactcaa cccgatgcca

344

314 – katG

mtp40 F40
R40

ttcgaccacgtcacgcccc
cccgatagggaatgctcggca

426 – mtp40

mpb64 F64
R64

agcgcggccacatcgtccactc
cggcgctatcgatacctgttgtc

174 – mpb64

hupB Зовн. hupB-F
 hupB-R

Внутр. hupB-ff

ggagggttgggatgaacaaagcag
gtatccgtgtgtcttgacctatttg
gcagccaagaaggtagcgaa

645

318 – hupB

[3]

rpoB Rpb-R
Rpb-F

ggtacggcgtttcgatgaac
cgatcacaccgcagacgttg

317 – rpoB 

прайìер³в (табл. 1). Äля ì³шеней IS6110 ³ 
hsp65 анал³зували к³лька вар³ант³в ПËÐ – 
в³дпов³дно ìаркери Is-1, Is-2 та hsp65-1, 
hsp65-2, hsp65-3.

Ðеакц³ю виконували на аìпл³ф³катор³ 
2720Tc (Applied Biosysems, ÑШÀ) з на-
ступниìи параìетраìи циклу 95 оÑ – 5 хв 
(94 оÑ – 30 сек, 55 оÑ – 30 сек, 72 оÑ – 30 
сек) x 35 цикл³в. Äля nested-ПËÐ з першої 
суì³ш³ в³дбирали 1 ìкл ³ вносили у якост³ 
ÄÍÊ у другу реакц³йну суì³ш. Параìетри 
циклу були 95 оÑ – 3 хв (94 оÑ – 30 сек, 
60 оÑ – 30 сек, 72 оÑ – 30 сек) × 35 цикл³в. 
Òеìпературн³ уìови другої реакц³ї для 
ìаркера katG були такиìи: 1 етап – 95 оÑ – 
5 хв, 70 оÑ – 30 сек, 2 етап – 95 оÑ – 30 сек, 
69 оÑ – 30 сек; 72 оÑ – 30 сек, з³ зниженняì 
на один градус в стад³ї аннел³нгу у кожноìу 
цикл³ протягоì 10 цикл³в, ³ 3 етап – (94 оÑ – 
20 сек, 60 оÑ – 30 сек, 72 оÑ – 30 сек) × 35 
цикл³в. Продукти ПËÐ розд³ляли в агароз-

ноìу (1,5–2,5%) гел³ з забарвленняì бро-
ìистиì етид³єì, в³зуал³зуал³зац³єю на ÓФ-
транс³люì³натор³ ³ подальшою арх³вац³єю 
за допоìогою систеìи анал³зу результат³в 
BG62-A2010 Gel Doc system Felix 1010 
(Biostep, Í³ìеччина).

Âизначення л³карської ст³йкост³ до ри-
фаìп³цину та ³зон³азиду проводили за до-
поìогою двостад³йної ПËÐ зг³дно з прото-
колоì до ³нструкц³ї виробника «Magicplex 
TB/MDR Real-time Test (ver.2.0)» (Seegene 
Inc., Êорея). Першу реакц³ю виконували на 
аìпл³ф³катор³ 2720Tc (Applied Biosysems, 
ÑШÀ), другу ПËÐ проводили на 7500 Real-
time PCR System, Version. 1.4 (Applied 
Biosysems, ÑШÀ).

Статистична обробка даних. Äля ви-
значення ступеня конкордантност³ ì³ж 
двоìа д³агностичниìи ìетодаìи (бакте-
р³альний пос³в/ПËÐ) та ì³ж р³зниìи ПËÐ-
ìаркераìи, результати анал³зували за до-
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Òàбëèця 2. Âиявлення ÌБÒ у кл³н³чних зразках за допоìогою ПËÐ до р³зних геноìних ìаркер³в (%)

Маркер hsp
65-1

hsp
65-2

hsp
65-3

katG Is-1 Is-2 rpoB hupB mpb
64

mtp
40

М+К+
n=21

95,2 100,0 100,0 95,2 95,2 100,0 95,2 95,2 85,7 95,2

М+К–
n=6

16,7 83,3 83,3 66,7 66,7 83,3 16,7 33,3 16,7 66,7

М-К+
n=16

43,8 50,0 68,8 56,3 56,3 81,3 43,8 37,5 50,0 56,3

М-К–
n=26

– – – – 3,8 7,7 – – – 3,8

N=69 40,6 49,3 53,6 47,8 49,3 59,4 40,6 40,6 39,1 49,3
Приì³тки: Ì+ ³ Ì– позитивн³ ³ негативн³ результати анал³зу ìетодоì ì³кроскоп³ї; Ê+ ³ Ê– позитивн³ ³ негативн³ ре-
зультати анал³зу ìетодоì культурального пос³ву.

поìогою Êаппа-³ндексу. Показники ко-
позитивност³ ³ ко-негативност³ анал³зували 
за ìатрицею спряженост³ 2X2 (http://www.
biometrica.tomsk.ru/freq2.htm; http://www. 
vassarstats.net/kappa.html).

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Îбран³ для анал³зу ìаркери Is-1, Is-2, 

65kDa-1, 65kDa-2, 65kDa-3, hupB, katG 
rpoB, mpb64 ³ mtp40 характеризуються 
дещо р³зною специф³чн³стю щодо вид³в 
M.tuberculosis complex (ÌÒÊ) (ÌÒБ ³ 6 
спор³днених вид³в – патоген³в людини ³ 
тварин), а отже, й ³нфорìативн³стю щодо 
ìожливої стратег³ї в³дбору штаì³в-канди-
дат³в для виявлення наявност³ ст³йкост³ до 
ПÒП [8–14]. Åфективн³сть виявлення ÌБÒ 
п³двищується при застосуванн³ гн³здової 
ПËÐ (nested PCR). Ìи застосовували на-
п³вгн³здовий вар³ант ПËÐ з одниì внутр³ш-
н³ì прайìероì для геноспециф³чних ìар-
кер³в, що присутн³ у поодинок³й коп³ї у ге-
ноì³ M.tuberculosіs: 65kDa-1, 65kDa-2, 
65kDa-3, hupB, katG та двостад³йну ПËÐ з 
однаковиìи прайìераìи для rpoB, 
mpb64, mtp40. Äля ìаркер³в на ³нерц³йну 
посл³довн³сть Is-1 ³ Is-2 застосовували од-
ностад³йну ПËÐ.

Ó табл. 2 наведено результати визна-
чення ÌБÒ за допоìогою обраних ìарке-

р³в у кл³н³чних зразках ìокротиння хворих 
на легеневий туберкульоз, що були розпо-
д³лен³ на 4 групи за даниìи анал³з³в ì³кро-
скоп³ї (Ì) ³ культурального пос³ву (Ê). 
 Ìетод ì³кроскоп³ї, на в³дì³ну в³д культу-
рального, належить до експрес-ìетоду 
виявлення збудника захворювання, проте 
його чутлив³сть значно нижча в³д пос³ву. 
Пор³вняно з бактер³оскоп³чниì ìетодоì, 
який виявив 39,1% позитивних зразк³в 
(Ì+) з ус³х 69 кл³н³чних зразк³в, ПËÐ-
ìаркери продеìонстрували б³льшу ефек-
тивн³сть: в³д 59,4% для Is-2 до 39,1% вияв-
лення ÌБÒ для mpb64 (табл. 2). Пор³вняно 
з ефективн³стю ìетоду пос³ву на культу-
ральне середовище (53,6% виявлення 
ÌБÒ) ПËÐ-ìаркери Is-2 ³ hsp65-3 показа-
ли б³льшу або р³вну ефективн³сть виявлен-
ня ÌБÒ (в³дпов³дно 59,4% ³ 53,6% позитив-
них зразк³в). Íевиявлення ÌБÒ ìетодоì 
ПËÐ з високочутливиìи ìаркераìи у по-
р³внянн³ з культуральниì пос³воì ìоже по-
яснюватися ол³гобацилярн³стю кл³н³чних 
зразк³в ³ йìов³рн³сниì розпод³лоì ÌБÒ ì³ж 
ал³квотаìи зразк³в, що йдуть на р³зн³ досл³-
дження. 

Ñтуп³нь конкордантност³ ìетод³в куль-
турального пос³ву ³ ПËÐ на р³зн³ генетичн³ 
ìаркери визначали з урахуванняì Êаппа-
³ндексу (табл. 3). Äля ПËÐ з ус³ìа ìаркера-
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ìи як³сна ³нтерпретац³я цього показника 
в³дпов³дає «хорошоìу» р³вню сп³впад³ння 
(0,61 < Ê ≤ 0,80). Íайб³льший в³дсоток ко-
позитивних результат³в показала ПËÐ на 
один з ìаркер³в ³нсерц³йного елеìенту 
IS6110 – Is-2. Проте hsp65-3 деìонструє 
найвищий Êаппа-³ндекс (0,709).

Пор³вняння ПËÐ-ìаркер³в щодо най-
ефективн³шого Іs-2 наведено у табл. 4. 
Ê³льк³сть ко-позитивних зразк³в була б³ль-
шою для пари Is-2/hsp65-3, а ступ³нь кон-
кордантност³ – для Is-2/Is-1 (Ê = 0,7977, 
найб³льш близький до як³сного критер³ю 
«в³дì³нно» 0,81 < Ê ≤0,99). Òиì не ìенше, 
ще ряд ìаркер³в додавали в³д 1-го до 2-х 
додаткових позитивних зразк³в до виявле-
них за допоìогою Іs-2 (табл. 4). Ö³каво, що 
один з цих додаткових ПËÐ-позитивних 
зразк³в був позитивниì за к³лькоìа ìарке-
раìи, але не Is-1. Öе ìоже означати при-
сутн³сть штаìу без ³нсерц³йного елеìенту 
IS6110. Òакиì чиноì, для 45 ПËÐ-
позитивних зразк³в ìокротиння, що скла-
дало 63,8% в³д загальної к³лькост³ зразк³в, 
стало ìожливиì прискорення як п³дтвер-
дження д³агнозу ÒБ, так ³ встановлення 
ст³йкост³ до ПÒП. Äля 10,2% з цих ПËÐ-
позитивних зразк³в встановлення ст³йкост³ 
до ПÒП за допоìогою класичного культу-
рального ìетоду було би неìожливиì на-
в³ть протягоì тривалого часу (1,5–2 ì³ся-
ц³), якого потребує стандартна ìетодика 
[7].

Óс³ ПËÐ-позитивн³ зразки були проана-
л³зован³ за допоìогою тест-систеìи 
«Magicplex TB/MDR Real-time Test 
(ver.2.0)» (Seegene Inc., Êорея) на ст³й-
к³сть ÌБÒ до протитуберкульозних препа-
рат³в рифаìп³цину (R) та ³зон³аз³ду (H). Íе 
ìали ст³йкост³, тобто були чутливиìи до 
обох препарат³в, 23 зразки (51,1±7,1% 
ПËÐ-позитивних зразк³в). Äва зразки були 
ìонорезистентниìи до рифаìп³цину ³ 8 – 
до ³зон³азиду. 12 зразк³в (26,7±5,0%) ìали 
ст³йк³сть як до рифаìп³цину, так ³ до ³зон³а-
зиду, що є ознакою ÌÐ-штаì³в. Загалоì, 

частка штаì³в з виявленою ст³йк³стю до од-
ного або двох препарат³в складала 48,9%.

Åфективн³сть ПËÐ у анал³з³ кл³н³чних 
зразк³в ìоже коливатися в досить широких 
ìежах ³ залежати в³д таких фактор³в, як тип 
зразк³в (кров, сеча, ³нш³), ìетоду їх оброб-
ки, групи хворих, як³ п³длягали анал³зу, гру-
пи зразк³в (за результатаìи ì³кроскоп³ч-
ного ³ культурального анал³з³в), ефектив-
ност³ конкретних прайìер³в, специф³чних 
коìпонент³в ПËÐ суì³шей ³ ³нших фактор³в. 
Подальша оптиì³зац³я анал³зу ìоже ваго-
ìо п³двищувати показники виявлення па-
тогену. Проте у деяких випадках (напри-
клад, негативн³ на ì³кроскоп³ю кл³н³чн³ 
зразки) анал³з к³лькох зразк³в (ì³н³ìуì три) 
одного пац³єнта ìоже бути рекоìендовано 
[3]. ПËÐ-тести з ³нсерц³йною посл³довн³с-
тю IS6110 як ì³шен³ характеризуються 
ìаксиìальною чутлив³стю у пор³внянн³ з ³н-
шиìи ìаркераìи завдяки велик³й к³лькост³ 
коп³й повтору в геноì³ б³льшост³ штаì³в 
ÌБÒ. Ó деяких ³нших досл³дженнях для ìар-
кера IS6110 було отриìано схож³ дан³ – 
57,0% ³ 53,0% позитивних зразк³в [15, 16]. 
Ó досл³дженнях ³з б³льшиìи показникаìи 
виявлення застосовували нап³вгн³здову 
ПËÐ або анал³зували дещо в³дì³нн³ виб³рки 
[3, 17, 18]. Проте необх³дно враховувати, 
що деяк³ популяц³ї ÌБÒ характеризуються 
наявн³стю певної частки штаì³в без цього 
елеìенту [19]. Ðяд ³нших д³агностичних 
ìаркер³в ÌБÒ ìожуть бути в³дсутн³ у певної 
частини штаì³в (hsp65 ³ mtp40), що при-
зводить до фальш-негативних результат³в 
при д³агностиц³ [20]. Òакиì чиноì, якоìога 
детальн³ша характеристика генотипової 
структури популяц³ї ÌБÒ необх³дна для 
прогнозування результат³в ³ вибору ³нфор-
ìативних ìаркер³в д³агностики.

Âиб³р д³агностичного ìаркера ìоже 
бути зуìовлений категор³єю хворих. Òак, 
ìаркераì, що ефективно дискриì³нують 
види ÌÒÊ M.tuberculosіs ³ M.bovіs (hupB, 
mtp40), ìоже бути надана перевага при д³-
агностиц³ дитячого ÒБ. Hsp65 ìожливо ви-
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користати для групи хворих з п³дозрою на 
ì³кобактер³ози, що викликаються нету-
беркульозниìи ì³кобактер³яìи, як³ часто 
зустр³чаються у пац³єнт³в з ÂІË/ÑÍІÄ. Äля 
нетуберкульозних ì³кобактер³й спектр 
ст³йкост³ до ПÒП ìоже в³др³знятися, тоìу 
ìоже бути необх³дне застосування ³нших 
тест-систеì виявлення ст³йкост³ до цих 
препарат³в. Ìаркер katG, який ìоже до-
зволити розд³ляти штаìи першої та другої/
третьої принципових генетичних груп ÌБÒ, 
ìоже бути корисний при прогнозуванн³ 
ÌÐ-штаì³в, оск³льки в³доìо, що до першої 
групи належить с³ìейство W-Beijing най-
б³льш еволюц³йно-усп³шних ³ в³рулентних 
штаì³в ÌБÒ, для яких у деяких рег³онах св³-
ту було показано кореляц³ю з ìультире-
зистентн³стю. Ìаркери на ген rpoB ìожуть 
бути корисниìи для паралельного вияв-
лення ÌБÒ ³ встановлення ìутац³й, що в³д-
пов³дають за ст³йк³сть до рифаìп³цину, ìе-
тодоì секвенування.

Вèñíовкè
Êоìб³нац³я к³лькох найчутлив³ших (на-

приклад ІS6110, hsp65) ³ най³нфорìатив-
н³ших (наприклад hsp65, mtp40, кatG) 
ìаркер³в у ПËÐ-експрес-д³агностиц³ ÒБ 
для виявлення й ³дентиф³кац³ї ÌБÒ приско-
рює та п³двищує ефективн³сть визначення 
ст³йких до протитуберкульозних препара-
т³в штаì³в. Перспективною є розробка 
коìплексної стратег³ї ³дентиф³кац³ї ÌБÒ 
ìетодоì ПËÐ, яка б враховувала категор³ї 
хворих та форìи захворювання ³ доповню-
вала стратег³ю генотипування штаì³в ÌБÒ 
для ефективн³шого ìон³торингу ситуац³ї з 
захворюванняì на туберкульоз в Óкраїн³.
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Цåëü. Öелью работы было определение наи-
более эффективных и инфорìативных ге-
нетических ПÖÐ-ìаркеров Mycobacterиum 
tuberculosis для идентификации возбудите-
ля ÒБ в клинических образцах, для сокращения 
сроков выявления ìультирезистентных штаì-
ìов ÌБÒ. Ìåòоды. 69 клинических образцов 
от больных туберкулезоì легких г. Êиева были 
проанализированы с поìощью ìетода ПÖÐ с 
прайìераìи к 10 геноìныì ìаркераì, а так-
же ìетодаìи ìикроскопии и посева на культу-
ральные среды. ПÖÐ-положительные образцы 
были проанализированы с поìощью ПÖÐ тест-
систеìы «Magicplex TB / MDR Real-time Test 
(ver.2.0)» (Seegene Inc., Êорея) на устойчи-
вость ÌБÒ к противотуберкулезныì препара-
таì. Рåзуëüòàòы. 45 образцов ìокроты боль-
ных легочныì туберкулезоì (63,8% от общего 
количества образцов) были ПÖÐ-позитивны-
ìи, что является более эффективныì показа-
телеì, чеì выявление возбудителя ìетодоì 
ìикроскопии (39,1%) и культурального посе-
ва (53,6%). ПÖÐ-ìаркеры Is-2 и hsp65-3 по-
казали высокую эффективность детекции ÌБÒ 
(соответственно, 59,4% и 53,6%). Èз 45 ПÖÐ-
положительных образцов 12 (26,7%) выявили 
стойкость как к рифаìпицину, так и к изониа-
зиду, что является признакоì ìультирезистен-
тных штаììов. Выводы. Приìенение в ПÖÐ 
экспресс-диагностике нескольких наиболее 
чувствительных и инфорìативных ìаркеров 
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для обнаружения и идентификации ÌБÒ повы-
шает эффективность определения штаììов, 
устойчивых к ПÒП.

Кëючåвыå ñëовà: Mycobacterium tubercu-
losis, ПÖÐ-диагностика, туберкулез, ìультире-
зистентность.
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Aim. The aim was to determine the most 
effective and informative PCR-markers of 
Mycobacterium tuberculosis for identification 
of pathogen in clinical samples to accelerate 

detection of multidrug-resistant strains. 
Methods. The 69 clinical samples from 
patients with pulmonary tuberculosis living 
in Kyiv (Ukraine) were analyzed by PCR with 
primers to 10 genomic markers and methods 
of microscopy and seeding on culture medium. 
PCR-positive samples were analyzed by PCR 
test system «Magicplex TB/MDR Real-time Test 
(ver.2.0)» (Seegene Inc., Korea) for resistance 
to antituberculous drugs. Results. 45 sputum 
samples from patients with pulmonary 
tuberculosis were PCR-positive, accounting for 
63.8% of all samples that is more efficient rate 
than pathogen detection by microscopy (39.1%) 
and cultural seeding (53.6%). PCR markers 
Is-2 and hsp65-3 showed high efficiency of 
M. tuberculosis detection (59.4% and 53.6%, 
respectively). Of the 45 PCR-positive specimens 
12 (26.7%) showed resistance to both rifampicin 
and isoniazid, indicating the multidrug-resistant 
strains. Conclusions. Combination of several 
most sensitive and informative markers in 
PCR express-diagnostics for detection and 
identification of M. tuberculosis increases the 
efficiency of sequential determining of the 
strains resistant to anti-TB drugs.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, 
diagnostics, tuberculosis, PCR, multidrug 
resistance.


