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Одной из главных особенностей туберкулеза в со�

временных условиях является рост количества больных с

медикаментозной устойчивостью возбудителя. В Украи�

не, по данным Ю. И. Фещенко и соавт. [4], первичная ус�

тойчивость микобактерий туберкулеза (МБТ) к антимико�

бактериальным препаратам (АП) выявляется у 20–30 %,

вторичная — до 75 % больных туберкулезом легких.

Эффективность лечения больных с лекарственноустой�

чивым туберкулезом резко снижается, в особенности

при устойчивости МБТ к основным противотуберкулез�

ным препаратам — изониазиду и рифампицину. Установ�

ление медикаментозной чувствительности МБТ имеет су�

щественное значение для правильного выбора стратегии

лечения.

"Золотым стандартом" установления устойчивости

МБТ к АП является унифицированный культуральный ме�

тод определения лекарственной чувствительности МБТ к

АП на плотной питательной среде Левенштейна�Йенсена,

принятый ВОЗ за международный стандарт. Результат

анализа при использовании этого метода получают через

2–3 месяца; в месте с тем метод достаточно дорогостоя�

щий [2].

В настоящее время разработаны новые методы выяв�

ления устойчивости МБТ, основанные на полимеразной

цепной реакции (ПЦР), с помощью которых выявляют му�

тации в генах микобактерий, ответственных за устойчи�

вость МБТ к АП. Эти методики позволяют значительно

сократить время исследования и получить результат на

2–3 день [3].

Устойчивость МБТ к изониазиду возникает в резуль�

тате появления мутаций в генах katG, inhA, kasA, и hpC

[1, 5, 9, 10, 11, 12]. Чаще всего (до 90 %) устойчивость к

изониазиду обусловлена мутациями в гене katG [8].

Цель работы: оптимизация выявления устойчивости

МБТ к изониазиду.

Задачи:

1. Определение устойчивости МБТ к изониазиду уни�

фицированным культуральным методом на среде Левен�

штейна�Йенсена.

2. Определение устойчивости МБТ к изониазиду с по�

мощью детекции замены Ser315Thr в гене katG.

3. Сопоставление полученных данных.

Материалы и методы

Материалом являлись культуры МБТ, выделенные от

80 больных туберкулезом легких, находившихся на ле�

чении в противотуберкулезных учреждениях г. Харькова

в 2004 году. Образцы культур отбирались в Централи�

зованной городской бактериологической лаборатории

г. Харькова. Среди пациентов преобладали мужчины —

65 (81 %). По типу туберкулезного процесса обследован�

ные больные распределились следующий образом: впер�

вые диагностированный туберкулез был у 34 (43 %),

рецидив туберкулеза — у 24 (30 %), хронический тубер�

кулез — у 22 (27 %). Преобладал инфильтративный ту�

беркулез — 52 (65 %); диссеминированный туберкулез

легких был у 5 (6 %), фиброзно�кавернозный — у 21

(26 %), казеозная пневмония — у 2 (3 %) больных. Дест�

руктивные изменения в легких были обнаружены у всех

обследованных больных. Таким образом, в выборку были

включены больные с распространенными деструктивны�

ми формами туберкулеза легких всех типов процесса.

Культуральным методом чувствительность МБТ оп�

ределялась к следующим АП: изониазиду, рифампицину,

стрептомицину, этамбутолу, канамицину, этионамиду.

Культура МБТ считалась устойчивой при прекращении

бактериального роста в присутствии изониазида в концент�

рации 1 мкг/мл., рифампицина — 20 мкг/мл., стрепто�

мицина — 5 мкг/мл., этамбутола — 5 мкг/мл., канами�

цина — 30 мкг/мл. и этионамида — 30 мкг/мл.

Мутации в katG гене определяли методом полимор�

физма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ). Де�

зоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК) выделяли по ме�

тоду Hellyer T. J., Fletcher T. W. (1996) [7, 13]. Для ампли�

фикации фрагмента ДНК, содержащего 315 кодон гена

katG, использовали олигонуклеотидные праймеры, огра�

ничивающие район 520 — 1020 п.н.: KatG�4 — AATC�

GATGGGCTTCAAGACG, KatG�5 — CTCGTAGCCG�

TACAGGATCTCG. Амплификацию проводили в 20 мкл

буфера, содержащего 67 мМ Трис�HCl (pH 8.9), 16 мМ

(NH
4
)2SO

4
, 1,5 мМ MgCl2, 0,01 % Твин�20, 100 мкМ dNTP,

1 мкМ праймеры, 2 ед. акт. Taq�ДНК�полимеразы в сле�

дующем режиме: денатурация — 3 мин на первом цикле

и 20 сек на последующих 35�ти циклах при 95 °С; отжиг —

20 сек при 62 °С; элонгация — 20 сек при 72 °С. Для про�

ведения ПЦР использовали ДНК�амплификатор фирмы

"Eppendorf". Наличие продукта амплификации проверя�

ли электрофорезом в 1,5 % агарозном геле с последую�

щей визуализацией ДНК бромистым этидием [3]. Замена

Ser315Thr (AGC > ACC) приводит к появлению дополни�

тельного сайта для эндонуклеазы рестрикции MspI

(CCGG). Таким образом, наличие данной мутации можно

определить методом ПДРФ�анализа с помощью этого

фермента. Рестрикцию проводили в объеме 15 мкл с ис�

пользованием 10 мкл амплификационной смеси, содер�

жащей фрагмент 520–1020 п.н. гена katG, 1 ед.акт. MspI

добавляли дважды с интервалом 1 ч и инкубировали при

37 °С. Далее рестрикционную смесь анализировали элект�

рофорезом в 8 % акриламидном геле. 

Обсуждение результатов

Частота и характер медикаментозной чувствитель�

ности МБТ, полученных с помощью культурального мето�

да, представлены в таблице 1.
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Как видно из таблицы 1, у 27,5 % больных чувстви�

тельность МБТ к АП была сохранена. Монорезистент�

ность МБТ во всех случаях наблюдалась к стрептомицину

и составила 19 %. У 47 (81 %) полирезистентных изоля�

тов выявлено 39 (67 %) случаев мультрезистентности (ус�

тойчивость как минимум к изониазиду и рифампицину).

Установлено, что при устойчивости к изониазиду в

91 % определялась устойчивость к рифампицину. Во

всех случаях (100 %) устойчивости к рифампицину отмеча�

лась устойчивость к изониазиду. В связи с этим, устойчи�

вость к рифампицину можно рассматривать как маркер

мультирезистентности, т. е. одновременной устойчивости

МБТ к изониазиду. Полученные результаты согласуются

с данным Baghdadi J. El, N. Remus [6], в которых около

90 % рифампицин�устойчивых штаммов МБТ были ре�

зистентны и к изониазиду.

При сопоставлении данных культурального и ПЦР

методов, выявлено, что устойчивость к изониазиду куль�

туральным методом определялась в 45 изолятах (56 %),

ПЦР�методом — в 44 (55 %). В 4 (9 %) из 45 случаях ус�

тойчивости к изониазиду по данным культурального ме�

тода мутации Ser315Thr в katG гене не было обнаружено.

В 35 изолятах МБТ, чувствительных к АП по данным

культурального метода, ПЦР анализ выявил наличие му�

тации Ser315Thr в katG гене в 3 (9 %) случаях. Общее

число совпадений результатов определения чувствитель�

ности МБТ к изониазиду по данным культурального и

ПЦР методов составило 73 (93 %) случая. Данные пред�

ставлены на рис.

Можно предположить, что в 4�х случаях, когда устой�

чивость к изониазиду не была подтверждена ПЦР�мето�

дом, формирование устойчивости к изониазиду было

обусловлено мутациями в других генах МБТ, которые не

исследовались. В 3�х случаях, когда устойчивость к изо�

ниазиду была выявлена только ПЦР�методом, можно

предположить о погрешности в методике проведения

или пределом чувствительности культурального метода

посева.

Выводы

1. Устойчивость МБТ к изониазиду культуральным

методом установлена у 45 (56 %) изолятов.

2. Мутация Ser315Thr в гене katG, свидетельствую�

щая об устойчивости МБТ к изониазиду найдена у 44

(55 %) изолятов.

3. При сопоставлении данных установлен 91 % сов�

падений результатов определения чувствительности

культуральным методом и ПЦР�методом.

4. Полученные данные позволяют рекомендовать

ПДРФ�анализ мутации Ser315Thr в гене katG в качестве

быстрого метода определения устойчивости к изониа�

зиду.

5. Результаты исследований свидетельствуют о том,

что обнаружение устойчивости к рифампицину можно

рассматривать как маркер мультирезистентности.
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Таблица 1 

Частота и характер медикаментозной чувствительности МБТ по данным культурального метода

Общее число больных

Число больных с

чувствительными к АП

МБТ

Число больных с

устойчивыми к АП МБТ

Характер устойчивости МБТ

монорезистентонсть
полирезистентность

(в т.ч. мультирезистентность)

80 22 58 11 47 (39)

100 % 27,5 % 72,5 % 19 % 81 % (67 %)

Таблица 2

Частота чувствительности МБТ к изониазиду по данным

культурального и ПЦР методов

Культуральный метод ПЦР-метод

чувствительность устойчивость чувствительность устойчивость

35 (44 %) 45 (56 %) 36 (45 %) 44 (55 %)

73 (91%)

4 (5%) 3 (4%)
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РРиисс..  РРееззууллььттааттыы  ооппррееддееллеенниияя  ууссттооййччииввооссттии  ММББТТ  кк  ииззоо88

ннииааззииддуу  ккууллььттууррааллььнныымм  ммееттооддоомм  ((ККмм))  ии  ППЦЦРР  ммееттооддоомм

((ППЦЦРРмм))

Км и ПЦРм — количество совпадений данных определения

устойчивости к изониазиду по результатам культураль8

ного и ПЦР методов;

Км+, ПЦРм– — устойчивость к изониазиду, выявленная

культуральным методом и не подтвержденная ПЦР ме8

тодом;

Км–, ПЦРм+ — устойчивость к изониазиду, выявленная

культуральным методом и не подтвержденная ПЦР ме8

тодом .
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ХАРАКТЕРИСТИКА УСТОЙЧИВОСТИ 

К ИЗОНИАЗИДУ ШТАММОВ 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS,

РАСПРОСТРАНЕННЫХ В Г. ХАРЬКОВЕ

ВВ..  СС..  ККррууттььккоо,,  ММ..  ЛЛ..  ФФииллииппееннккоо,,  

АА..  АА..  ЛЛяяшшееннккоо,,  ММ..  АА..  РРоотт,,  ПП..  ИИ..  ППооттееййккоо,,  

АА..  ВВ..  ССттааддннииккоовваа,,  ДД..  АА..  ККаашшууббаа,,  

ВВ..  ЕЕ..  ККууллььшшиинн,,  НН..  ПП..  ССььооммаа,,  НН..  ИИ..  ООммееллььччееннккоо,,  

ЕЕ..  ПП..  ААллееккссааннддрроовваа,,  ИИ..  ЮЮ..  ГГоорряяччеевваа

Резюме

Исследовано 80 изолятов Mycobacterium tuberculosis, кото�

рые выделены от больных деструктивным туберкулезом легких в

г. Харькове. Для каждого изолята определена стойкость к изо�

ниазиду унифицированным методом абсолютных концентраций

в среде Левенштейна�Йенсена и параллельно исследовали

ПДРФ�анализом наличие замены  Ser315Thr в katG гена, ассоци�

ированного со стойкостью МТБ к изониазиду. Выявлена высокая

корреляция между данными, полученными этими методами, что

позволяет рекомендовать ДРФ�анализ как наиболее быстрый

метод определения стойкости к изиниазиду.

CHARACTERISTICS OF DRUG RESISTANCE 

TO ISONIAZID OF MYCOBACTERIUM 

TUBERCULOSIS ISOLATES, PREVALENT 

IN CITY OF KHARKIV

VV..  SS..  KKrruuttkkoo,,  MM..  LL..  FFiilliippeennkkoo,,  

OO..  OO..  LLjjaasshheennkkoo,,  MM..  AA..  RRoott,,  PP..  II..  PPootteeyykkoo,,  

AA..  VV..  SSttaaddnniikkoovvaa,,  DD..  OO..  KKaasshhuubbaa,,  VV..  EE..  KKuullsshhiinn,,

NN..  PP..  SSyyoommaa,,  NN..  II..  OOmmeellcchheennkkoo,,  

EE..  PP..  AAlleexxaannddrroovvaa,,  II..  YY..  GGoorrjjaacchheevvaa  

Summary

80 isolates of Mycobacterium tuberculosis, selected from the pa�

tients with pulmonary tuberculosis from Kharkiv were studied. Drug

resistance was assessed for each isolate using a standard method of

absolute concentrations on Lowenstein�Jensen medium. Simulta�

neously the mutation Ser315Thr in katG, associated with a resistance

to isoniazid, was determined. High correlation between these two

methods was established. These data allow us to recommend the PCR

method as faster and cheaper one to determine isoniazid resistance.




