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 Щороку в світі понад 7 млн
хворих гине від туберкульозу,
причому навіть оптимістичні
прогнози передбачують, що
протягом найближчих 10–15
років «біла смерть» забере по-
над 30 млн життів [1].

Епідемія туберкульозу в Ук-
раїні почалася з 1995 р., коли
спостерігалося постійне збіль-
шення захворюваності та смерт-
ності від цього захворювання
[2]. За даними на 2002 р., захво-
рюваність на туберкульоз в Ук-
раїні становила 75,6 на 100 тис.
населення, що на 10,2 % пере-
вищує минулі показники [3].

Однією з важливих причин
швидкого розповсюдження епі-
демії туберкульозу є зростання
кількості штамів, резистентних
до протитуберкульозних препа-
ратів. Щороку в світі реєст-
рується близько 300 000 ви-
падків туберкульозу, спричине-
них первинно стійкими до про-
титуберкульозних препаратів
штамами [4]. Резистентність
збудника туберкульозу до од-
ного або кількох препаратів,
особливо первинна резистент-
ність, значно ускладнює перебіг
хвороби та погіршує прогноз,
тому що спектр протитуберку-
льозних препаратів є досить
обмеженим. Дуже високі рівні
первинної та набутої моно- і
мультирезистентності були за-
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реєстровані у країнах Балтії [5],
деяких областях Росії [6; 7],
Китаю [4].

На жаль, узагальнених да-
них щодо медикаментозної
стійкості мікобактерій, які цир-
кулюють на території України,
немає [8]. Окремі повідомлен-
ня про ситуацію в містах Києві
та Львові [9; 10], а також резуль-
тати наших попередніх  дослі-
джень по Одесі та Миколаєву
[11] базуються, як правило, на
даних ретроспективних дослі-
джень. Крім того, майже немає
інформації про рівні первинної
та набутої лікарської стійкості
мікобактерій до протитуберку-
льозних ліків, що є надзвичай-
но важливим для діагностики і
клініки туберкульозу, розуміння
причин епідеміологічного про-
цесу та прогнозування його пе-
ребігу.

Сьогодні в Україні лабора-
торна діагностика туберкульоз-
ної інфекції базується, голов-
ним чином, на мікробіологічних
методах. Наказом МОЗ України
№ 45 від 06.02.2002 р. перед-
бачається також застосування
молекулярно-генетичних ме-
тодів ідентифікації мікобактерій
[12]. У країнах Європи молеку-
лярно-генетичні методи діагно-
стики туберкульозу та визна-
чення медикаментозної стій-
кості мікобактерій посіли чільне

місце у практиці лабораторної
діагностики цієї хвороби завдя-
ки їх високій ефективності, на-
дійності та значному скорочен-
ню витрат праці та часу [13].

Метою даної роботи був про-
спективний аналіз рівнів лікар-
ської стійкості штамів Mycobac-
terium tuberculosis, виділених
від хворих у Миколаївському
обласному протитуберкульоз-
ному диспансері протягом пев-
ного часу до основних протиту-
беркульозних препаратів пер-
шого ряду за допомогою мікро-
біологічних і молекулярно-ге-
нетичних методів.

Матеріали та методи
дослідження

Досліджували мокротиння,
отримане від хворих на різні
форми легеневого туберкульо-
зу, які відвідали поліклінічне
відділення Миколаївського об-
ласного протитуберкульозного
диспансеру протягом червня–
липня 2003 р. Планування до-
слідження за методом «попе-
речного зрізу» (cross-sectional
study) [14] дозволило отрима-
ти необхідну епідеміологічну
інформацію та виявити нові ви-
падки хвороби. Для збору анам-
нестичних та епідеміологічних
даних на кожного хворого ліка-
рем або медичною сестрою
було заповнено анкету, в якій
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містилися дані про місце його
постійного мешкання, вік, ін-
формація про перебування у
місцях позбавлення волі, БЦЖ
вакцинацію, дату встановлен-
ня діагнозу та форму туберку-
льозного процесу, а також по-
відомлення про призначене
лікування та дата початку про-
титуберкульозної терапії.

Бактеріоскопічні та бактеріо-
логічні дослідження мокротин-
ня проводилися згідно з На-
казом МОЗ України №45 від
06.02.2002 [12]. Мокротиння від
хворих збирали тричі протягом
трьох діб. Кожну порцію матері-
алу було поділено на дві час-
тини, з першої виготовляли
мазки для бактеріоскопії, дру-
га використовувалася для
культуральних досліджень.
Мазки забарвлювали за Цілем
— Нільсеном і мікроскопували,
використовуючи імерсійну сис-
тему. Бактеріологічні (культу-
ральні) дослідження здійсню-
вали шляхом посіву мокротин-
ня, обробленого 12%-м сте-
рильним розчином Na3PO4, на
щільні поживні середовища Ле-
венштайна — Єнсена. Іденти-
фікацію Mycobacterium tubercu-
losis здійснювали з використан-
ням ніацинового тесту.

Визначення чутливості міко-
бактерій до рифампіцину (20,0
мкг/мл), стрептоміцину (5,0 мкг/
мл), ізоніазиду (1,0 мкг/мл) та
етамбутолу (5,0 мкг/мл) прово-
дили за допомогою методу аб-
солютних концентрацій на щіль-
ному живильному середовищі.
Під час аналізу результатів ко-
ристувалися критеріями, наве-
деними у відповідних розділах
Наказу [12].

Молекулярно-генетичні до-
слідження стійкості виділених
ізолятів мікобактерій проведе-
но у молекулярно-генетичному
відділі Національної Рефе-
ренс-лабораторії з діагностики
туберкульозу Великої Британії
(Лондон). Для визначення стій-
кості до рифампіцину та ізоніа-
зиду використовували метод
зворотної гібридизації амплі-
фікованих фрагментів генів,
що відповідають за розвиток

лікарської стійкості, з нормаль-
ними та мутантними ДНК-зон-
дами [7; 15].

Виділення ДНК здійснювали
шляхом лізису з подальшою
депротеїнізацією хлорофор-
мом. Ампліфікацію фрагментів
генів rpoB, katG та inhA прово-
дили одночасно за допомогою
трьох пар праймерів в об’ємі
20 мкл. Реакційна суміш скла-
далася з 2 мкл 10х ПЛР-буфе-
ра (Bioline, Велика Британія);
0,5 од. Taq-полімерази (Bioline),
0,5 мкл 2мМ суміші чотирьох де-
зоксинуклеотидтрифосфатів
(dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
(Bioline), 0,5 мкл суміші 3 пар
праймерів, помічених біотином,
1 мкл матриці ДНК та 15,5 мкл
води. Ампліфікацію здійснюва-
ли у термоциклері "Perkin Elmer
9700" за такою програмою: 5 хв
95 °С, далі 35 циклів (плавлен-
ня: 95 °С — 30 с, відпалювання:
65 °С — 30 с, елонгація  72 °С —
1 хв); ампліфікацію закінчува-
ли витримкою зразків протягом
5 хв при 72 °С. Аналіз продуктів
ампліфікації проводили у 2%-му
агарозному гелі, забарвленому
бромистим етидієм.

ДНК-зонди, що відповідали
нормальним і мутантним по-
слідовностям генів rpoB, katG
та inhA, іммобілізували на стріч-
ках нейлонової мембрани ("Os-
monics", США) у вигляді точок.
Усього у даному дослідженні
нами було використано 10 зон-
дів, шість з яких відповідали
нормальним нуклеотидним по-
слідовностям фрагментів гена
rpoB, в яких найчастіше спосте-
рігаються мутації резистент-
ності до рифампіцину. Два зон-
ди були індикаторами нормаль-
них послідовностей у генах
katG та inhA, асоційованих з
виникненням резистентності до
ізоніазиду, та ще два зонди –
індикаторами мутацій у вище-
зазначених генах.

Гібридизацію ПЛР-продуктів
з зондами проводили при по-
стійному обертанні у гібриди-
заційній печі при 62 °С протя-
гом 30 хв. Після промивання
мембрани інкубували у 0,5%-му
розчині блокуючого реагенту

(Roche) з додаванням кон’ю-
гату — стрептавідин-лужної
фосфатази (BioGenex, США) у
концентрації 1:100 протягом
20 хв. Колір проявляли у роз-
чині нітросинього тетразолію з
бромо-хлоро-індоліл фосфа-
том (1:100 у диметилформ-
аміді). Проявлені мембрани ви-
сушували при кімнатній темпе-
ратурі та проводили облік ре-
зультатів.

Результати дослідження
та їх обговорення

Аналіз епідеміологічних та
анамнестичних даних проведе-
но на матеріалі 147 анкет хво-
рих на туберкульоз. Вік хворих
— від 19 до 71 року. Чоловіків
було 112, жінок — 35 (76,2 і
23,8 % відповідно). За віковим
складом хворих було розподі-
лено таким чином: молодше 25
років — 24 (16,3 %), від 26 до
40 років — 44 (29,9 %), від 41
до 60 років — 61 (41,5 %), стар-
ше 60 років — 18 (12,2 %). Меш-
канцями Миколаєва були 50
хворих, Миколаївської області
— 92 особи. П’ятеро хворих не
мали постійного місця мешкан-
ня. Двадцять пацієнтів (13,6 %)
у минулому перебували у міс-
цях позбавлення волі, у поло-
вини з них туберкульоз вперше
було діагностовано від час від-
бування покарання.

Клінічні прояви туберкульоз-
ного процесу характеризували-
ся певними особливостями.
Найбільше було хворих з ін-
фільтративними (57 осіб, або
38,7 %) та дисемінованими (37
осіб, або 25,2 %) формами ле-
геневого туберкульозу. Інші
форми були представлені осе-
редковими (13,6 %), фіброзно-
кавернозними (9,5 %), туберку-
льозним плевритом (2,8 %) та
казеозною пневмонією (1 випа-
док, або 0,7 %). У всіх хворих
діагноз легеневого туберкульо-
зу базувався на даних рентге-
нологічного дослідження та
клінічної картини.

Згідно з даними, отримани-
ми під час аналізу анкет, у
95 (64,6 %) хворих діагноз ту-
беркульозу було встановлено
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вперше, і вони не лікувалися
раніше протитуберкульозними
препаратами. Другу групу (52
осіб, або 35,4 %) склали хворі,
в яких діагноз туберкульозу
було встановлено раніше (від
1,5 до 5 років) і вони отримува-
ли раніше або на час анкету-
вання протитуберкульозну те-
рапію.

 За результатами бактеріо-
скопії мазків мокротиння, за-
барвлених за Цілем — Нільсе-
ном, кислотостійкі палички було
виявлено у 65 хворих, що ста-
новило 44,2 % від загальної
кількості обстежених пацієнтів.
Бактеріологічне дослідження
мокротиння методом посіву на
щільне поживне середовище
Левенштайна — Єнсена допо-
могло виявити мікобактерії у 84
(57,1 %) хворих. Усі виділені
культури було ідентифіковано
як Mycobacterium tuberculosis.
Таким чином, подальші дослі-
дження бактеріологічними та
молекулярно-генетичними ме-
тодами проводилися на мате-
ріалі 84 культур.

Бактеріологічні дослідження
виділених ізолятів збудника ту-
беркульозу на чутливість до про-
титуберкульозних препаратів
проводилися методом абсо-
лютних концентрацій на щіль-
них поживних середовищах
(табл. 1).

Як видно з табл. 1, відсоток
штамів, резистентних до одно-
го або більшої кількості препа-
ратів, набагато вищий серед
штамів, виділених від хворих,
які лікувалися раніше, ніж се-
ред штамів, виділених від пер-
винних хворих. Рівні вторинної
резистентності виявилися до-
сить високими: більше полови-
ни (54,8 %) усіх штамів, виді-
лених від хворих, які лікували-
ся від туберкульозу раніше, ха-
рактеризувалися стійкістю хоча
б до одного з препаратів. Най-
більш високі рівні вторинної
резистентності було зареєст-
ровано для стрептоміцину
(48,4 %) та ізоніазиду (38,7 %).
Меншими, але теж суттєвими
були рівні стійкості до рифам-
піцину й етамбутолу (9,7 %).

Мультирезистентністю, тобто
стійкістю одночасно до ізоніа-
зиду та рифампіцину, характе-
ризувалися 9,7 % штамів, виді-
лених від хронічних хворих.

Серед штамів, виділених від
хворих, які ніколи не лікували-
ся або менше ніж 4 тиж лікува-
лися від туберкульозу, стійкістю
до препаратів характеризува-
лися 18,9 % штамів. Відносно
вищими, як і серед штамів, ви-
ділених від хронічних хворих,
були рівні стійкості до ізоніази-
ду та стрептоміцину (5,7 та
7,5 % відповідно). Частка муль-
тирезистентних штамів стано-
вила 3,8 % від загальної кіль-
кості штамів, отриманих від
пацієнтів, які раніше не лікува-
лися від туберкульозу.

Молекулярно-генетичні до-
слідження стійкості штамів
мікобактерій проведено на ма-
теріалі екстрактів ДНК, виділе-
них з вищезазначених культур
M. tuberculosis. Препарати ДНК
належної якості було отримано
з 56 штамів.

Мультиплексна ампліфіка-
ція ділянок генів rpoB, katG та
inhA, які відповідають за розви-
ток лікарської стійкості, була
успішною для усіх 56 препа-
ратів ДНК. Наявність фрагмен-
ту гена rpoB масою 260 п. н.
одночасно свідчила про на-
лежність досліджуваного шта-
му до виду M. tuberculosis, що
підтвердило дані мікробіологіч-
них досліджень (рисунок).

Застосування методики зво-
ротної гібридизації за допомо-
гою ДНК-зондів, іммобілізова-
них на стрічках нейлонової мем-
брани, дозволило отримати да-
ні про наявність мутацій у ге-
нах rpoB, katG та inhA і, таким
чином, зробити висновки про
стійкість досліджуваних штамів
до рифампіцину та ізоніазиду.
Ізолят вважався стійким до ри-
фампіцину, якщо реєструвала-
ся відсутність картини гібриди-
зації хоча б з одним з нормаль-
них ДНК зондів до гена rpoB.
Про стійкість до ізоніазиду свід-
чила наявність гібридизації з

Таблиця 1
Медикаментозна стійкість мікобактерій туберкульозу,
виділених від хворих протягом дослідження*, абс. (%)

Кількість ізолятів Нові випадки Хронічні випадки Усі хворі

Усього виділено культур 53 31 84
Чутливі до 4 препаратів 43 (81,1) 14 (45,2) 57 (67,9)
Стійкі
до ізоніазиду 3 (5,7) 12 (38,7) 15 (17,9)
до рифампіцину 2 (3,8) 3 (9,7) 5 (5,9)
до етамбутолу 2 (3,8) 3 (9,7) 5 (5,9)
до стрептоміцину 4 (7,5) 15 (48,4) 18 (21,4)
Мультирезистентні 2 (3,8) 3 (9,7) 5 (5,9)

Примітка. *Деякі ізоляти були стійкими до кількох препаратів одночасно,
тому сума відсотків перевищує 100 %.

Рисунок. Електрофореграма продуктів мультиплексної ампліфікації
фрагментів генів rpoB, katG   та  inhA: М — маркер молекулярної ваги;
1–12 — номери зразків; А — фрагмент гена rpoB; Б — фрагменти генів
katG та inhA
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мутантними ДНК-зондами до
генів inhA та/або katG.

Чималий інтерес для оцінки
ефективності та визначення
шляхів застосування молеку-
лярно-генетичних методів у ла-
бораторній діагностиці туберку-
льозу являють дані порівняння
результатів бактеріологічних та
молекулярно-генетичних дослі-
джень. Результати порівняль-
ного аналізу даних молекуляр-
но-генетичних і мікробіологіч-
них методів щодо рівнів стій-
кості виділених щтамів мікобак-
терій до рифампіцину та ізоні-
азиду подано в табл. 2.

Як видно з табл. 2, дані що-
до стійкості штамів до рифам-
піцину та ізоніазиду, отримані
за допомогою молекулярних і
мікробіологічних методів, доб-
ре збігаються між собою. Обид-
ва штами, які мали мутації од-
ночасно у генах rpoB і katG,
були ідентифіковані бактеріо-
логічними методами як мульти-
резистентні, тобто резистентні
одночасно до рифампіцину та
ізоніазиду. Із 46 штамів, іденти-
фікованих методом абсолют-
них концентрацій як чутливі до
рифампіцину та ізоніазиду,
мутацій не було відмічено у 40
(86,9 %). У 6 штамів з цієї групи
було виявлено мутації у генах
katG та/або inhA, а у 4 з цих 6
— ще й мутації у гені rpoB. Та-
ким чином, у групі фенотипово
чутливих до цих препаратів
штамів збіг результатів щодо
чутливості до ізоніазиду дорів-
нював 86,9 %, до рифампіцину
— 91,3 %, що є досить високим
показником. Виявлені розбіж-
ності можуть свідчити про на-

явність прихованих мутацій
(silence mutations) або про по-
тенційну, але поки що не вияв-
лену лікарську стійкість. У цьо-
му разі дані щодо наявності
мутацій у геномі мікобактерій
може бути використано для
прогнозування перебігу епіде-
мічного процесу.

Таким чином, використовую-
чи методику дослідження за
методом «зрізу» (cross-sectional
study), вперше вдалося отрима-
ти дані щодо розповсюдже-
ності лікарсько-стійких мікобак-
терій туберкульозу в Миколаїв-
ській області України у 2003 р.
та доказово розрізнити первин-
ну й набуту стійкість. Порівню-
ючи ці дані з даними ретроспек-
тивного аналізу рівнів стійкості
мікобактерій у Миколаївській
області у 2000–2002 рр. [11],
вдалося простежити тенденцію
до зростання рівнів стійкості як
до окремих препаратів, так і
частки мультирезистентних
штамів. Особливо вираженим є
збільшення показників резис-
тентності до стрептоміцину, ізо-
ніазиду та мультирезистентних
штамів. Тривожним фактором є
зростання рівнів первинної ре-
зистентності до усіх дослідже-
них препаратів, що свідчить
про активну циркуляцію висо-
ковірулентних стійких до анти-
туберкульозної терапії штамів.
Взагалі рівні стійкості мікобак-
терій туберкульозу, що цирку-
люють у Миколаївській області,
виявилися дещо нижчими, ніж
в окремих регіонах Росії, Схід-
ної Європи та Китаю, але знач-
но перевищують рівні, про які
було повідомлено для біль-

шості країн Західної Європи,
Японії та Північної Америки [3;
4; 6; 7].

Одночасне використання
бактеріологічних і молекуляр-
но-генетичних методів діагно-
стики стійкості до ізоніазиду та
рифампіцину дозволило зроби-
ти висновок про ефективність
застосування молекулярних
методів, які базуються на вияв-
ленні мутацій, що відповідають
за розвиток лікарської стійкості.
Показники збігу даних феноти-
пових (бактеріологічних) та ге-
нотипових (молекулярно-гене-
тичних) методів є близькими
або навіть вищими за опубліко-
вані раніше [16; 17] і свідчать
про достатню чутливість та спе-
цифічність методу. Значними
перевагами молекулярно-гене-
тичних підходів, що базуються
на детектуванні мутацій, є мож-
ливість швидкісної оцінки лікар-
ської стійкості виділеного шта-
му, що є важливим для призна-
чення відповідної терапії. Крім
того, дані щодо профілів лікар-
ської стійкості ізолятів мікобак-
терій та спектра мутацій, що
кодують стійкість до препара-
тів, можуть бути дуже корисни-
ми у епідеміологічному моніто-
рингу та прогнозуванні епіде-
мічного процесу. Враховуючи
існуючу ситуацію з туберкульо-
зом в Україні, впровадження
молекулярно-генетичних мето-
дів діагностики лікарської стій-
кості мікобактерій туберкульо-
зу є дуже важливим і може зро-
бити значний внесок у поліп-
шення стану діагностики та
лікування цієї хвороби.
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Таблиця 2
Порівняльний аналіз результатів молекулярно-генетичних

та мікробіологічних тестів на чутливість
до рифампіцину та ізоніазиду

Мікробіологічні        Молекулярні тести
тести

ІР–РР ІР–РЧ ІЧ–РР ІЧ–РЧ

ІР–РР 2 0 0 0
ІР–РЧ 0 5 0 1
ІЧ–РР 0 0 0 0
ІЧ–РЧ 4 2 0 40

Примітка. ІР — резистентність до ізоніазиду; ІЧ — чутливість до ізоніазиду;
РР — резистентність до рифампіцину; РЧ — чутливість до рифампіцину.
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