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Мета. Метою роботи було визначення найбільш ефективних та інформативних генетич-
них ПЛР-маркерів Mycobacterіum tuberculosis для ідентифікації збудника у клінічних 
зразках для прискорення виявлення мультирезистентних штамів. Методи. 69 клінічних 
зразків від хворих на туберкульоз легень м. Києва проаналізовані за допомогою мето-
ду ПЛР з праймерами до 10 геномних маркерів і методами мікроскопії та посіву на куль-
туральні середовища. ПЛР-позитивні зразки проаналізовані за допомогою 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 легеневий туберкульоз були ПЛР-позитивними, що складає 63,8 % від 
загальної кількості зразків і є ефективнішим показником, ніж виявлення збудника мето-
дом мікроскопії (39,1%) та культурального 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-діагностиці для виявлення й іден-
тифікації МБТ підвищує ефективність визначення штамів, стійких до ПТП.

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

Вступ. Незважаючи на велику кількість нових тестів, розроблених у світі для 
діагностики туберкульозу та ідентифікації штамів M.tuberculosis (МБТ), 

продовжується робота з пошуку нових підходів та оптимізації вже існуючих 
стратегій виявлення і характеристики цього одного з найнебезпечніших пато-
генів людини [1, 2]. Ефективність ПЛР для виявлення МБТ у різному діагностич-
ному матеріалі та за допомогою різних маркерів досліджувалася та була дове-
дена у численних дослідженнях [2–4]. Зростання в усьому світі кількості муль-
тирезистентних (МР) штамів, а також поява екстремально-резистентних до 
протитуберкульозних препаратів (ПТП) штамів робить найактуальнішим за-
вданням на сучасному етапі прискорення виявлення таких стійких штамів МБТ 
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[5]. Низка комерційних тест-систем, що 
дозволяють виявляти моно- та мультире-
зистентні штами, з’явилася на ринку [1, 6]. 
Проте доцільність широкого використання 
у скринінгових дослідженнях та в регіонах 
із різною епідеміологічною ситуацією таких 
тест-систем ще потребує ретельного ана-
лізу [6]. Економному й ефективному вико-
ристанню цих систем сприяв би попере-
дній ПЛР-аналіз на наявність ДНК МБТ у 
клінічних зразках за допомогою певних 
ПЛР-маркерів. Чутливість та специфічність 
ПЛР-систем на ці маркери є визначальни-
ми для ефективнішого визначення стійкос-
ті до ПТП. 

Метою роботи було виявлення най
ефективніших і інформативних генетичних 
ПЛР-маркерів M.tuberculosis для іденти-
фікації збудника у клінічних зразках і при-
скорення виявлення штамів, резистентних 
до протитуберкульозних препаратів. Були 
обрані 10 маркерів з різною специфічністю 
щодо M.tuberculosis, і ефективність ПЛР 
на ці мішені була порівняна з ефективністю 
класичних культурального і мікроскопічно-
го методів виявлення МБТ. На основі цього 
аналізу здійснено визначення стійкості 
збудника до ПТП.

Матеріали і методи
Клінічний матеріал. Зразки мокро-

тиння були отримані від 69 хворих на леге-
невий туберкульоз (ЛТ) пацієнтів (42 чоло-
віки і 27 жінок), що проживають у м. Києві. 
Діагноз було встановлено згідно з наказом 
Міністерства охорони здоров’я України від 
09.06.06 № 384 за даними рентгенологіч-
ного та клінічних обстежень, під час пере-
бування пацієнтів у ДУ «Національний ін-
ститут фтизіатрії і пульмонології імені 
Ф.Г.  Яновського НАМН України» в 2011 
році. Середній вік пацієнтів складав 
37,4±1,8 року; мінімальний вік – 14 років, 
максимальний – 70 років. Серед обстеже-
них хворих переважали особи до 35 років – 
35 пацієнтів (50,7±7,1%), 23 пацієнти 

(33,3 ±5,7%) були віком від 35 до 50 років і 
11 пацієнтів (15,9 ±3,8%) – старше 50 ро-
ків.

При надходженні хворого в стаціонар 
зразки мокротиння аналізували мікроско-
пічним (забарвлення за Цілем-Нільсеном) і 
мікробіологічними (посів на середовище 
Левенштейна-Йенсена) методами за стан-
дартними методиками [7], а також молеку-
лярно-генетичними методами. Усі хворі 
були розподілені на 4 групи залежно від 
результатів мікроскопічного (М) і культу-
рального (К) досліджень. 26 зразків були 
негативними за результатами обох мето-
дів (група М–К–) і 21 зразок – позитивним 
(група М+К+). 16 зразків були негативни-
ми за результатами бактеріоскопії і пози-
тивними за даними посіву (група М–К+). 
В  6 випадках зафіксовано позитивні дані 
бактеріоскопії і негативний результат куль-
турального посіву (група М+К–).

Виділення ДНК. Попередню обробку 
мокротиння проводили розчином N-аце
тил-L-цистеїну/NaOH. Виділення ДНК 
проводилось відповідно до інструкції ви-
робника тест-системи «DNA extraction kit» 
(Seegene, Inc. Korea). Зразки ДНК 
накопичували і зберігали при –70 оС. Для 
ампліфікації використовували 5 мкл з 
200 м кл супернатанту, що містив дослі-
джувану ДНК. 

ПЛР. Полімеразну ланцюгову реакцію 
виконували за допомогою Taq-полімерази 
(Fermentas) у 20 мкл реакційної суміші, що 
містила 10× буфер для полімерази, 
300 мкМ dNTP, по 10 pmol прямого й зво-
ротного праймерів (табл. 1.), 1 од. Taq‑по
лімерази і досліджувану ДНК. 

Праймери конструювали за допомогою 
програми Primer Express 3.0 (Applied 
Biosystems, США). Для маркерів Is-1, Is-2 
виконували одностадійну ПЛР. Для марке-
рів hsp65, hupB, mtp40, mpb64, rpoB і 
katG застосовували двостадійну ПЛР – дві 
послідовні реакції з використанням різних 
(heminested-ПЛР) або однакових пар 
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Таблиця 1. Послідовності праймерів, що застосовані для ідентифікації МБТ

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 

праймерів (табл. 1). Для мішеней IS6110 і 
hsp65 аналізували кілька варіантів ПЛР – 
відповідно маркери Is-1, Is-2 та hsp65-1, 
hsp65-2, hsp65-3.

Реакцію виконували на ампліфікаторі 
2720Tc (Applied Biosysems, США) з на-
ступними параметрами циклу 95 оС – 5 хв 
(94 оС – 30 сек, 55 оС – 30 сек, 72 оС – 30 
сек) x 35 циклів. Для nested-ПЛР з першої 
суміші відбирали 1 мкл і вносили у якості 
ДНК у другу реакційну суміш. Параметри 
циклу були 95 оС – 3 хв (94 оС – 30 сек, 
60 оС – 30 сек, 72 оС – 30 сек) × 35 циклів. 
Температурні умови другої реакції для 
маркера katG були такими: 1 етап – 95 оС – 
5 хв, 70 оС – 30 сек, 2 етап – 95 оС – 30 сек, 
69 оС – 30 сек; 72 оС – 30 сек, зі зниженням 
на один градус в стадії аннелінгу у кожному 
циклі протягом 10 циклів, і 3 етап – (94 оС – 
20 сек, 60 оС – 30 сек, 72 оС – 30 сек) × 35 
циклів. Продукти ПЛР розділяли в агароз-

ному (1,5–2,5%) гелі з забарвленням бро-
мистим етидієм, візуалізуалізацією на УФ-
трансілюмінаторі і подальшою архівацією 
за допомогою системи аналізу результатів 
BG62-A2010 Gel Doc system Felix 1010 
(Biostep, Німеччина).

Визначення лікарської стійкості до ри-
фампіцину та ізоніазиду проводили за до-
помогою двостадійної ПЛР згідно з прото-
колом до інструкції виробника «Magicplex 
TB/MDR Real-time Test (ver.2.0)» (Seegene 
Inc., Корея). Першу реакцію виконували на 
ампліфікаторі 2720Tc (Applied Biosysems, 
США), другу ПЛР проводили на 7500 Real-
time PCR System, Version. 1.4 (Applied 
Biosysems, США).

Статистична обробка даних. Для ви-
значення ступеня конкордантності між 
двома діагностичними методами (бакте
ріальний посів/ПЛР) та між різними ПЛР-
маркерами, результати аналізували за до-



ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2013, том 11, № 1 147

Оцінка генетичних маркерів для раннього виявлення штамів Mycobacterium tuberculosis, ...

Таблиця 2. Виявлення МБТ у клінічних зразках за допомогою ПЛР до різних геномних маркерів (%)

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
Примітки: М+ і М– позитивні і негативні результати аналізу методом мікроскопії; К+ і К– позитивні і негативні ре-
зультати аналізу методом культурального посіву.

помогою Каппа-індексу. Показники ко-
позитивності і ко-негативності аналізували 
за матрицею спряженості 2X2 (http://www.
biometrica.tomsk.ru/freq2.htm; http://www. 
vassarstats.net/kappa.html).

Результати та обговорення
Обрані для аналізу маркери Is-1, Is-2, 

65kDa-1, 65kDa-2, 65kDa-3, hupB, katG 
rpoB, mpb64 і mtp40 характеризуються 
дещо різною специфічністю щодо видів 
M.tuberculosis complex (МТК) (МТБ і 6 
споріднених видів – патогенів людини і 
тварин), а отже, й інформативністю щодо 
можливої стратегії відбору штамів-канди-
датів для виявлення наявності стійкості до 
ПТП [8–14]. Ефективність виявлення МБТ 
підвищується при застосуванні гніздової 
ПЛР (nested PCR). Ми застосовували на-
півгніздовий варіант ПЛР з одним внутріш-
нім праймером для геноспецифічних мар-
керів, що присутні у поодинокій копії у ге-
номі M.tuberculosіs: 65kDa-1, 65kDa-2, 
65kDa-3, hupB, katG та двостадійну ПЛР з 
однаковими праймерами для rpoB, 
mpb64, mtp40. Для маркерів на інерційну 
послідовність Is-1 і Is-2 застосовували од-
ностадійну ПЛР.

У табл. 2 наведено результати визна-
чення МБТ за допомогою обраних марке-

рів у клінічних зразках мокротиння хворих 
на легеневий туберкульоз, що були розпо-
ділені на 4 групи за даними аналізів мікро-
скопії (М) і культурального посіву (К). 
Метод мікроскопії, на відміну від культу-
рального, належить до експрес-методу 
виявлення збудника захворювання, проте 
його чутливість значно нижча від посіву. 
Порівняно з бактеріоскопічним методом, 
який виявив 39,1% позитивних зразків 
(М+) з усіх 69 клінічних зразків, ПЛР-
маркери продемонстрували більшу ефек-
тивність: від 59,4% для Is-2 до 39,1% вияв-
лення МБТ для mpb64 (табл. 2). Порівняно 
з ефективністю методу посіву на культу-
ральне середовище (53,6% виявлення 
МБТ) ПЛР-маркери Is-2 і hsp65-3 показа-
ли більшу або рівну ефективність виявлен-
ня МБТ (відповідно 59,4% і 53,6% позитив-
них зразків). Невиявлення МБТ методом 
ПЛР з високочутливими маркерами у по-
рівнянні з культуральним посівом може по-
яснюватися олігобацилярністю клінічних 
зразків і ймовірнісним розподілом МБТ між 
аліквотами зразків, що йдуть на різні дослі-
дження. 

Ступінь конкордантності методів куль-
турального посіву і ПЛР на різні генетичні 
маркери визначали з урахуванням Каппа-
індексу (табл. 3). Для ПЛР з усіма маркера-
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ми якісна інтерпретація цього показника 
відповідає «хорошому» рівню співпадіння 
(0,61 < К ≤ 0,80). Найбільший відсоток ко-
позитивних результатів показала ПЛР на 
один з маркерів інсерційного елементу 
IS6110 – Is-2. Проте hsp65-3 демонструє 
найвищий Каппа-індекс (0,709).

Порівняння ПЛР-маркерів щодо най
ефективнішого Іs-2 наведено у табл. 4. 
Кількість ко-позитивних зразків була біль-
шою для пари Is-2/hsp65-3, а ступінь кон-
кордантності – для Is-2/Is-1 (К = 0,7977, 
найбільш близький до якісного критерію 
«відмінно» 0,81 < К ≤0,99). Тим не менше, 
ще ряд маркерів додавали від 1-го до 2-х 
додаткових позитивних зразків до виявле-
них за допомогою Іs-2 (табл. 4). Цікаво, що 
один з цих додаткових ПЛР-позитивних 
зразків був позитивним за кількома марке-
рами, але не Is-1. Це може означати при-
сутність штаму без інсерційного елементу 
IS6110. Таким чином, для 45 ПЛР-
позитивних зразків мокротиння, що скла-
дало 63,8% від загальної кількості зразків, 
стало можливим прискорення як підтвер-
дження діагнозу ТБ, так і встановлення 
стійкості до ПТП. Для 10,2% з цих ПЛР-
позитивних зразків встановлення стійкості 
до ПТП за допомогою класичного культу-
рального методу було би неможливим на-
віть протягом тривалого часу (1,5–2 міся-
ці), якого потребує стандартна методика 
[7].

Усі ПЛР-позитивні зразки були проана-
лізовані за допомогою тест-системи 
«Magicplex TB/MDR Real-time Test 
(ver.2.0)» (Seegene Inc., Корея) на стій-
кість МБТ до протитуберкульозних препа-
ратів рифампіцину (R) та ізоніазіду (H). Не 
мали стійкості, тобто були чутливими до 
обох препаратів, 23 зразки (51,1±7,1% 
ПЛР-позитивних зразків). Два зразки були 
монорезистентними до рифампіцину і 8 – 
до ізоніазиду. 12 зразків (26,7±5,0%) мали 
стійкість як до рифампіцину, так і до ізоніа-
зиду, що є ознакою МР-штамів. Загалом, 

частка штамів з виявленою стійкістю до од-
ного або двох препаратів складала 48,9%.

Ефективність ПЛР у аналізі клінічних 
зразків може коливатися в досить широких 
межах і залежати від таких факторів, як тип 
зразків (кров, сеча, інші), методу їх оброб-
ки, групи хворих, які підлягали аналізу, гру-
пи зразків (за результатами мікроскопіч-
ного і культурального аналізів), ефектив-
ності конкретних праймерів, специфічних 
компонентів ПЛР сумішей і інших факторів. 
Подальша оптимізація аналізу може ваго-
мо підвищувати показники виявлення па-
тогену. Проте у деяких випадках (напри-
клад, негативні на мікроскопію клінічні 
зразки) аналіз кількох зразків (мінімум три) 
одного пацієнта може бути рекомендовано 
[3]. ПЛР-тести з інсерційною послідовніс-
тю IS6110 як мішені характеризуються 
максимальною чутливістю у порівнянні з ін-
шими маркерами завдяки великій кількості 
копій повтору в геномі більшості штамів 
МБТ. У деяких інших дослідженнях для мар-
кера IS6110 було отримано схожі дані – 
57,0% і 53,0% позитивних зразків [15, 16]. 
У дослідженнях із більшими показниками 
виявлення застосовували напівгніздову 
ПЛР або аналізували дещо відмінні вибірки 
[3, 17, 18]. Проте необхідно враховувати, 
що деякі популяції МБТ характеризуються 
наявністю певної частки штамів без цього 
елементу [19]. Ряд інших діагностичних 
маркерів МБТ можуть бути відсутні у певної 
частини штамів (hsp65 і mtp40), що при-
зводить до фальш-негативних результатів 
при діагностиці [20]. Таким чином, якомога 
детальніша характеристика генотипової 
структури популяції МБТ необхідна для 
прогнозування результатів і вибору інфор-
мативних маркерів діагностики.

Вибір діагностичного маркера може 
бути зумовлений категорією хворих. Так, 
маркерам, що ефективно дискримінують 
види МТК M.tuberculosіs і M.bovіs (hupB, 
mtp40), може бути надана перевага при ді-
агностиці дитячого ТБ. Hsp65 можливо ви-
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користати для групи хворих з підозрою на 
мікобактеріози, що викликаються нету-
беркульозними мікобактеріями, які часто 
зустрічаються у пацієнтів з ВІЛ/СНІД. Для 
нетуберкульозних мікобактерій спектр 
стійкості до ПТП може відрізнятися, тому 
може бути необхідне застосування інших 
тест-систем виявлення стійкості до цих 
препаратів. Маркер katG, який може до-
зволити розділяти штами першої та другої/
третьої принципових генетичних груп МБТ, 
може бути корисний при прогнозуванні 
МР-штамів, оскільки відомо, що до першої 
групи належить сімейство W-Beijing най-
більш еволюційно-успішних і вірулентних 
штамів МБТ, для яких у деяких регіонах сві-
ту було показано кореляцію з мультире-
зистентністю. Маркери на ген rpoB можуть 
бути корисними для паралельного вияв-
лення МБТ і встановлення мутацій, що від-
повідають за стійкість до рифампіцину, ме-
тодом секвенування.

Висновки
Комбінація кількох найчутливіших (на-

приклад ІS6110, hsp65) і найінформатив-
ніших (наприклад hsp65, mtp40, кatG) 
маркерів у ПЛР-експрес-діагностиці ТБ 
для виявлення й ідентифікації МБТ приско-
рює та підвищує ефективність визначення 
стійких до протитуберкульозних препара-
тів штамів. Перспективною є розробка 
комплексної стратегії ідентифікації МБТ 
методом ПЛР, яка б враховувала категорії 
хворих та форми захворювання і доповню-
вала стратегію генотипування штамів МБТ 
для ефективнішого моніторингу ситуації з 
захворюванням на туберкульоз в Україні.
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Цель. Целью работы было определение наи
более эффективных и информативных ге-
нетических ПЦР-маркеров Mycobacterиum 
tuberculosis для идентификации возбудите-
ля ТБ в клинических образцах, для сокращения 
сроков выявления мультирезистентных штам-
мов МБТ. Методы. 69 клинических образцов 
от больных туберкулезом легких г. Киева были 
проанализированы с помощью метода ПЦР с 
праймерами к 10 геномным маркерам, а так-
же методами микроскопии и посева на культу-
ральные среды. ПЦР-положительные образцы 
были проанализированы с помощью ПЦР тест-
системы «Magicplex TB / MDR Real-time Test 
(ver.2.0)» (Seegene Inc., Корея) на устойчи-
вость МБТ к противотуберкулезным препара-
там. Результаты. 45 образцов мокроты боль-
ных легочным туберкулезом (63,8% от общего 
количества образцов) были ПЦР-позитивны-
ми, что является более эффективным показа-
телем, чем выявление возбудителя методом 
микроскопии (39,1%) и культурального посе-
ва (53,6%). ПЦР-маркеры Is-2 и hsp65-3 по-
казали высокую эффективность детекции МБТ 
(соответственно, 59,4% и 53,6%). Из 45 ПЦР-
положительных образцов 12 (26,7%) выявили 
стойкость как к рифампицину, так и к изониа-
зиду, что является признаком мультирезистен-
тных штаммов. Выводы. Применение в ПЦР 
экспресс-диагностике нескольких наиболее 
чувствительных и информативных маркеров 
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для обнаружения и идентификации МБТ повы-
шает эффективность определения штаммов, 
устойчивых к ПТП.

Ключевые слова: Mycobacterium tubercu
losis, ПЦР-диагностика, туберкулез, мультире-
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.
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