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(73) ОДЕСЬКИЙ ДЕРЖАВНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІ-
ВЕРСИТЕТ 
(57) Спосіб експрес-діагностики резистентності 
мікобактерій до ізоніазиду, що оснований на моле-

кулярно-біологічному дослідженні збудника тубер-
кульозу, який відрізняється тим, що зразки збуд-
ника туберкульозу досліджують з мокротиння хво-
рого на туберкульоз за допомогою полімеразно-
ланцюгової реакції з попереднім застосуванням 
тест-системи "ДНК-сорб-В" ("АмплиСенс МБТ-
Eph") і при ампліфікації ДНК фрагмента з молеку-
лярною вагою 435 п.н. діагностують резистент-
ність досліджуваного ДНК-ізоляту збудника тубер-
кульозу до ізоніазиду. 

 
 

 
Корисна модель відноситься до медицини, а 

саме до фармакогенетики і фтізіатрії і може бути 
застосований для визначення медикаментозної 
резистентності збудника туберкульозу. 

Як відомо, туберкульоз є головною причиною 
смертності серед інфекційних хвороб. З початку 
90-тих років минулого сторіччя спостерігалось 
стрімке зростання поширеності туберкульозу в 
Україні. Поширення туберкульозної інфекції у ве-
ликій мірі пов'язано з феноменом медикаментоз-
ної резистентності мікобактерій туберкульозу 
(МБТ). Це обумовлює важливість удосконалення 
діагностики медикаментозної резистентності збуд-
ника туберкульозу [1]. 

Відомий метод діагностики резистентності 
збудника туберкульозу до ізоніазиду за допомогою 
мультиплексної алель-специфічної полімеразно 
ланцюгової реакції (МАС-ПЛР) [2]. Найбільш бли-
зький до запропонованого технічного рішення є 
спосіб «Склад реактивної суміші для діагностики 
резистентності до ізоніазиду збудника туберкульо-
зу» [3], в якому склад реакційної суміші для діагно-
стики резистентності до ізоніазиду збудника тубе-
ркульозу додатково має компоненти - буфер для 
полімеразно-ланцюгової реакції червоний та воду 
для полімеразно-ланцюгової реакції. 

Однак вказані розробки мають той недолік, що 
ДНК-ізолят отримують з культурального середо-
вища, який потребує термін 1,5-2 місяці. 

В основу корисної моделі поставлено задачу 
розробки експрес-методу діагностики резистент-

ності до ізоніазиду збудника туберкульозу шляхом 
виділення ДНК-ізолятів збудника туберкульозу 
безпосередньо з мокротиння хворих, що дозво-
лить значно скоротити час, потрібний для діагнос-
тики медикаментозної резистентності 
M.tuberculosis. 

Поставлена задача вирішується тим, що зраз-
ки збудника туберкульозу досліджують з мокро-
тиння хворого на туберкульоз за допомогою полі-
меразно-ланцюгової реакції з попереднім 
застосуванням тест-системи «ДНК-сорб-В» («Амп-
лиСенс МБТ-Eph») і при ампліфікації ДНК фрагме-
нту з молекулярною вагою 435 п.н. діагностують 
резистентність досліджуваного ДНК-ізоляту збуд-
ника туберкульозу до ізоніазиду. 

Спосіб виконується наступним чином. 
Мокротиння об'ємом не менш ніж 500 мкл зби-

рали у одноразові ємкості, додавали «Муколізін» у 
співвідношенні 1:5. Суміш залишали на 20-30 хв., 
періодично струшуючи. Після цього відбирали 100 
мкл матеріалу та поміщали у маркіровані 1,5 мл 
пробірки типу «Еппендорф». У кожну пробірку вно-
сили по 10 мкл внутрішнього контролю 
Mycobacterium tuberculosis complex, no 300 мкл 
лізіруючого розчину. У одну пробірку вносили 100 
мкл негативного контролю (негативний контроль). 
В іншу пробірку вносили 90 мкл негативного конт-
ролю та 10 мкл позитивного контролю ДНК 
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (позитивний 
контроль). 
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Усі проби старанно перемішували на вортексі 
та центрифугували для видалення капель з кри-
шок пробірок. Усі пробірки прогрівали 5 хв. при 65 
°С. У кожну пробірку додавали 25 мкл сорбенту 
універсального. Перемішували на вортексі та за-
лишали у штативі на 2 хв. Ще раз перемішували та 
залишали на 5 хв. Проби центрифугували при 5 
тис. об/хв.. протягом 30 с. Видаляли надосадну 
рідину, додавали по 300 мкл розчину для відми-
вання 1, перемішували на вортексі до повного ре-
суспендування сорбенту універсального, знову 
центрифугували при 5 тис. об/хв.. протягом 30 с і 
видаляли надосадну рідину. Додавали по 500 мкл 
розчину для відмивання 2, перемішували на вор-
тексі до повного ресуспендування сорбенту уні-
версального. Центрифугували при 10 тис. об/хв.. 
протягом 30 с. Видаляли надосадну рідину. 

Поміщали пробірки з відкритими кришками до 
термостату на 5-10 хв. при 65 °С, додавали по 50 
мкл ТЕ-буферу для елюції ДНК. Перемішували на 
вортексі. Поміщали в термостат на 5 хв. при 65 °С, 
періодично струшуючи на вортексі. Центрифугу-
вали при 16 тис. об/хв. протягом 1 хв. Надосадна 
рідина містила очищену ДНК і була готова для 
постановки ПЛР. 

Другим етапом визначали мутантні послідов-
ності в кодоні 315 гена katG M.tuberculosis за до-
помогою мультриплексної алель-специфічної по-
лімеразно ланцюгової реакції (МАС-ПЛР). Для 
цього використовуються три праймери. Внутрішній 
зворотний праймер katg5R розташовується так, 
що його 3'-кінець приєднується до другого нуклео-
тиду (G) кодона 315 дикого типу алелі (AGC). У 
випадку відсутності мутації ампліфікується фраг-
мент з молекулярною вагою 292п.н. за допомогою 
зовнішнього прямого праймеру katg0F та внутріш-
нього зворотного праймеру katg5R. Якщо мутація 

(AGCАСС) має місце - внутрішній праймер 
katg5R не приєднується і фрагмент з молекуляр-
ною вагою 292п.н. не ампліфікується. Замість цьо-
го два зовнішніх праймери katg0F та katg4R флан-
кують весь регіон гену katG, що досліджується. У 
цьому випадку ампліфікується фрагмент з моле-
кулярною вагою 435п.н. Таким чином, фрагмент 
435п.н. ампліфікується тільки у штамів з fortG-
мутаціями та є обраним як індикатор медикамен-
тозної резистентності збудника туберкульозу до 
ізоніазиду [2]. 

На фіг. 1 зображено результати електрофоре-
зу за умов використання запропонованого спосо-
бу. Утворення фрагмента, що, згідно маркерів мо-
лекулярної ваги, складається з 292 пар 

нуклеотидів, свідчить про відсутність у цих доріж-
ках мутації у кодоні 315 гену katG, тобто вони є 
чутливими до дії ізоніазиду. 

Ампліфікація фрагмента, що, згідно маркерів 
молекулярної ваги, складається з 435 пар нуклео-
тидів, свідчило про наявність мутації у кодоні 315 
гену katG, тобто вони є нечутливими до дії ізоніа-
зиду. 

Було проведено дослідження 30 зразків мок-
ротиння. З них 24 зразка містили ДНК М. 
tuberculosis. Серед 24 зразків 13 (54,2 %) мали 
мутацію в кодоні 315 гена katG, тобто були ізоніа-
зид-резистентними, а 11 зразків (45,8 %) не мали 
мутації, тобто були ізоніазид-чутливими. 

Серед ізолятів, що мали мутацію кодону 315 
гена katG, 84,6 % (або 11 зразків) були резистент-
ними до ізоніазиду, згідно даних стандартного ку-
льтурального методу. Серед 15 культур з резисте-
нтністю до ізоніазиду, згідно даних стандартного 
культурального методу, 86,7 % мали мутацію в 
кодоні 315 гена katG. Отже, специфічність заявле-
ного способу визначення резистентності до ізоніа-
зиду склала 84,6 %, чутливість - 86,7 %. 

В порівнянні з прототипом, запропонований 
спосіб експрес діагностики резистентності до ізоні-
азиду за рахунок виділення ДНК збудника тубер-
кульозу безпосередньо з мокротиння хворих, ско-
рочує час, потрібний для діагностики 
медикаментозної резистентності М. tuberculosis, з 
1-1,5 місяців до 6-8 годин, що робить цей метод 
вкрай важливим і ефективним для своєчасної аде-
кватної протитуберкульозної терапії. 
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