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Резюме
Мета роботи — проаналізувати рівень відповідності двох моле-

кулярно-генетичних (МГ) методів GeneXpert MTB/RIF и GenoTypeDRplus 
при визначенні медикаментозної стійкості (МС) M. tuberculosis до 
рифампіцину (R) при виявленні мутацій в області визначення резис-
тентності до R (RRDR), пов’язаних з МС до цього препарату.

Об'єкт та методи досліджень. Досліджувалися штами M. tuber-
culosis із стійкістю до рифампіцину, яка була виявлена   будь-яким із 
молекулярно-генетичних методів, що вивчаються. Відібрано 96 зразків 
мокротиння. Мазки мокротиння було досліджено на наявність кисло-
тостійких бактерій шляхом мікроскопії після забарвлення методом 
Циля-Нільсена. Посів матеріалу здійснювали в бульйон Middlebrook 
7Н9 і середовище Левенштейна-Йенсена. Інкубація рідкого середови-
ща проводилася у системі ВАСТЕС МGIТ. Для ідентифікації штамів вико-
ристовували імунохроматографічний тест. Тест медикаментозної чут-
ливості M. tuberculosis до R виконувався у системі ВАСТЕС МGIТ. Тест 
GeneXpert MTB/RIF виконувався відповідно до інструкції виробника. 
Аналіз GenoTypeDRplus проводили на дезактивованих та концентрова-
них зразках мокротиння. Процес здійснювався у три етапи: екстракція 
ДНК із обробленого зразка мокротиння; ампліфікація області RRDR за 
допомогою ПЛР; гібридизація продукту ПЛР на специфічні олігонукле-
отидні зонди, іммобілізовані на тест-смужці. Для секвенування виді-
лення ДНК М. tuberculosis виробляли набором QIAamp® DNA Mini Kit. 
Концентрацію ДНК вимірювали на спектрофотометр Denovix Quantus. 
Ампліфікація таргетної панелі проводилася за допомогою набору 
Deeplex Myc-TB. Очищення ампліконів виконували за допомогою маг-
нітних кульок Agencourt AMPure XP. Кількісний аналіз очищених про-
дуктів ампліфікації виконували флуориметром Qubit. Підготовка біблі-
отеки ДНК М. tuberculosis для секвенування зразків проводилася за 
допомогою набору Nextera XT DNA library preparation kit. Для бібліоте-
ки використовували 5,0 мкл вхідної ДНК із концентрацією 0,2 нг/мкл. 
Секвенування виконувалось на обладнанні MiSeq з виконанням прото-
колу нормалізації та денатурації бібліотеки.

Результати та обговорення. Системи GeneXpert MTB/RIF і 
MTBDRplus націлені на ту саму область визначення резистентності 
рифампіцину — 81 п.о. (RRDR) субодиниці бактеріальної РНК-
полімерази (rpoB) для виявлення мутацій з використанням ДНК-зондів, 
тобто існує відповідність зондів один одному і очікувана схожість зв’я-
зування зондів. Нами проведено аналіз усіх зразків мокротиння з 
використанням методів GeneXpert MTB/RIF та GenoType MTBDRplus та 
фенотипного ВАСТЕС MGIT. Встановлено рівень відповідності двох 
молекулярно-генетичних методів виявлення пов'язаних з рифампіци-
ном мутацій в області RRDR. Зона RRDR 81bp гена rpoB неузгоджених 
випадків була вивчена секвенуванням. GeneXpert MTB/RIF та GenoType 
DRplus збіглися з фенотипічним методом відповідно у 92,7 % та 89,6 % 
випадках резистентності M. tuberculosis. Повний збіг результатів 
GeneXpert MTB/RIF та GenoTypeMTBDRplus у 92,7 % випадків. GeneXpert 
MTB/RIF та GenoType DRplus показали схожу схему збою зв'язування 
зондів дикого типу (WT-зондів) при скануванні області 81 п.о. (RRDR-
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Summary
The aim was to analyze the level of compliance of two molecular 

genetic methods GeneXpert MTB/RIF and GenoTypeDRplus in determining 
the drug resistance of M. tuberculosis to rifampicin when detecting muta-
tions in the RRDR region associated with drug resistance.

Object and methods. We studied strains of M. tuberculosis with resis-
tance to rifampicin, which was detected by any of the studied molecular 
genetic methods. 96 sputum samples were taken. Sputum smears were 
examined for the presence of acid-fast bacteria by microscopy after 
staining with the Ziehl-Neelsen method. The material was inoculated 
into Middlebrook 7H9 broth and on Lowenstein-Jensen medium. The 
liquid medium was incubated in the BACTEC MGIT system. An immuno-
chromatographic test was used to identify the strains. The drug suscep-
tibility test of M. tuberculosis to rifampicin was performed using the 
BACTEC MGIT system. The GeneXpert MTB/RIF test was performed 
according to the manufacturer’s instructions. The GenoTypeDRplus assay 
was performed on decontaminated and concentrated sputum samples. 
The process was carried out in three stages: DNA extraction from the 
processed sputum sample; amplification of the RRDR region by PCR; 
hybridization of the PCR product to specific oligonucleotide probes 
immobilized on the test strip. For sequencing, M. tuberculosis DNA isola-
tion was performed using the QIAamp® DNA Mini Kit. The DNA concen-
tration was measured on a Denovix Quantus spectrophotometer. 
Targeted panel amplification was performed using the Deeplex Myc-TB 
kit. Amplicon purification was performed using Agencourt AMPure XP 
magnetic beads. Quantitative analysis of the purified amplification prod-
ucts was performed using a Qubit fluorometer. The M. tuberculosis DNA 
library was prepared for sample sequencing using the Nextera XT DNA 
library preparation kit. The library used 5.0 μl of input DNA at a concen-
tration of 0.2 ng/μl. Sequencing was performed on MiSeq equipment 
with the library normalization and denaturation protocol.

Results and discussion. The GeneXpert MTB/RIF and MTBDRplus sys-
tems target the same 81 bp rifampicin resistance domain. (RRDR) subunits 
of bacterial RNA polymerase (rpoB) for mutation detection using DNA 
probes, i.e. there is a correspondence of probes to each other and an 
expected similarity of probe binding. We analyzed all sputum samples 
using GeneXpert MTB/RIF and GenoType MTBDRplus and phenotypic 
BACCTEC MGIT methods. The level of agreement between two molecular 
genetic methods for the detection of rifampicin-associated mutations in 
the RRDR region has been established. The RRDR 81bp region of the rpoB 
gene of mismatched cases was studied by sequencing.

GeneXpert MTB/RIF and GenoType DRplus matched the phenotypic 
method in 92.7% and 89.6% of cases of M. tuberculosis resistance, respec-
tively. Complete agreement between the results of GeneXpert MTB/RIF 
and GenoTypeMTBDRplus was observed in 92.7% of cases. GeneXpert 
MTB/RIF and GenoType DRplus showed a similar pattern of binding failure 
of wild type probes (WT-probes) when scanning the 81 bp region (RRDR-
domain), which leads to stability diagnostics through probe failure soft-
ware. Sequencing of the RRDR region of “mismatched” strains showed that 
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дії якого полягає в інгібуванні синтезу рибонуклеїнової 
кислоти (РНК) M. tuberculosis. Переважна більшість випад-
ків (від 95,0 до 98,0 %) резистентності до R відбувається 
через мутації в 81 парі (bp) основ (кодон 507-533) облас-
ті визначення резистентності R [Rifampicin Resistance 
Determining Region (RRDR-область)] в гені, що кодує 
бета-субодиницю РНК-полімерази (rpoB) [8, 10, 19]. 
Стійкість до R можна використовувати як сурогатний 
маркер для MDR-ТБ, оскільки більше 90,0  % резистент-
них до R ізолятів M. tuberculosis також стійкі до H [6, 8, 17].

З резистентністю до R пов’язано мутації лише в гені 
rpoB. Ділянка гену довжиною у 81 п.н. (RRDR-область) — 
кодони 507-533 за нумерацією E.coli, що відповідають 
кодонам 426-452 за нумерацією M. tuberculosis, (яка є 
більш сучасною), є місцем основних змін та основною, і 
майже єдиною мішенню для молекулярних тестів, на 
відміну від інших існуючих, і нових препаратів, для яких 
виявлення резистентності вимагає молекулярного 
дослідження часто не одного гену, а загалом понад 90 
генів у повному геномі M. tuberculosis, який має понад 4 
мільйони пар основ [20].

У цілому ряді робіт було показано, що мутації в rpoB 
пов'язані з досить широким спектром мінімальних інгібу-
ючих концентрацій (МІК) R і що не всі rpoB-мутації нада-
ють стійкість до R, що вимірюється стандартним феноти-
пічним тестом медикаментозної чутливості (фТМЧ) на 

Туберкульоз (ТБ) залишається серйозною пробле-
мою охорони здоров’я в Україні. Зараження ТБ легень 
відбувається через повітря, що дозволяє збуднику легко 
поширюватись. Стрімке збільшення кількості хворих на 
ТБ з множинною медикаментозною стійкістю (MDR-ТБ) 
ще більше ускладнює ситуацію та загрожує поставити 
під загрозу всі попередні досягнення, які були отримані 
в результаті глобальних програм боротьби з ТБ в останні 
роки. MDR-ТБ розвивається за умови, якщо зараження 
людини відбувається M. tuberculosis, яка стійка до двох 
найбільш сильних протитуберкульозних препаратів 
(ПТП) I-го ряду — рифампіцину (R) та ізоніазиду (H) з 
резистентністю до будь-якого іншого ПТП I-го ряду. 
Медикаментозна стійкість (МС) M. tuberculosis  до R та H 
зазвичай вказує на необхідність визначення чутливості 
до всіх препаратів, включаючи препарати ІІ ряду терапії. 
Впровадження нових та швидких діагностичних систем 
збільшило виявлення випадків MDR-ТВ останніми рока-
ми. Тим не менш, ще велика кількість випадків MDR-ТБ 
не виявляється, що наголошує на необхідності більш 
широкого впровадження інструментів швидкого вияв-
лення МС до ПТП M. tuberculosis. Швидка та точна діаг-
ностика ТБ легень є важливим елементом лікування та 
контролю ТБ [4, 22].

R є ПТП I-го ряду, який широко використовується в 
різноманітних схемах лікування легеневого ТБ, механізм 

область), що призводить до діагностики стійкості через програмне 
забезпечення відмови зонда. Секвенування RRDR-області «невідповід-
них» штамів показало, що зонди GeneXpert виявили сім «невідповід-
них» випадків правильно, а GenoTypeDRplus був помилковим у всіх 
випадках. GeneXpert продемонстрував велику точність у виявленні 
R-стійкості для неузгоджених ізолятів у порівнянні з GenoTypeDRplus. 
GeneXpert MTB/RIF має низку інших переваг у порівнянні з 
GenoTypeDRplus. GeneXpert MTB/RIF відносно легше виконувати, вимо-
ги до біологічної безпеки мінімальні, менший час для дослідження, 
більша автоматизація процесу дослідження, що забезпечує меншу 
ймовірність людських помилок та більший рівень відтворюваності 
результатів. З огляду на ці факти та результати GeneXpert MTB/RIF, 
знайдені у дослідженні, рекомендовано використовувати GeneXpert 
MTB/RIF для виявлення МРТВ.

Висновки. Секвенування 81bp області RRDR неузгоджених штамів 
M. tuberculosis показало, що GeneXpert MTB/RIF виконував більш точно 
аналіз, ніж GenoTypeDRplus при виявленні мутацій, пов'язаних зі стійкі-
стю до рифампіцину. GeneXpert MTB/RIF відносно легше виконувати, 
вимоги до біологічної безпеки мінімальні, менший час для досліджен-
ня, більша автоматизація процесу дослідження, що забезпечує меншу 
ймовірність людських помилок та більший рівень відтворюваності 
результатів, тому доцільно використовувати його для виявлення муль-
тирезистентного туберкульозу. Аналітичне рішення Deeplex Myc-TB 
дозволяє отримати великий обсяг вагомої інформації з маркерів лікар-
ської стійкості до антимікобактеріальних препаратів та прискорити 
процес аналізу даних завдяки зручному використанню програмного 
забезпечення.

Ключові слова: туберкульоз, мікобактерії туберкульозу, лікар-
ська стійкість, молекулярно-генетичні системи GeneXpert MTB/RIF та 
GenoTypeDRplus, фенотипова система BACTEC MGIT, секвенування.
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GeneXpert probes detected seven “mismatched” cases correctly, and 
GenoTypeDRplus was erroneous in all cases. GeneXpert has demonstrated 
greater accuracy in R-resistance detection for mismatched isolates com-
pared to GenoTypeDRplus. GeneXpert MTB/RIF has a number of other 
benefits over GenoTypeDRplus. GeneXpert MTB/RIF is relatively easier to 
implement, biosafety requirements are minimal, study times are shorter, 
and the study process is more automated, resulting in less human error 
and more reproducible results. Given these facts and the results of 
GeneXpert MTB/RIF found in the study, it is recommended that GeneXpert 
MTB/RIF be used to detect MDR-TB.

Conclusions. Sequencing of the 81bp RRDR region of mismatched M. 
tuberculosis strains showed that GeneXpert MTB/RIF performed more 
accurately than GenoTypeDRplus in detecting mutations associated with 
rifampicin resistance.

GeneXpert MTB/RIF is relatively easier to perform, biosafety require-
ments are minimal, time to study is shorter, and the study process is more 
automated, resulting in less human error and greater reproducibility of 
results, so it is reasonable to use it for the detection of multidrug-resistant 
tuberculosis.

The Deeplex Myc-TB analytical solution delivers a wealth of insightful 
information from antimycobacterial drug resistance markers and speeds 
up data analysis with easy-to-use software.

Key words: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, drug resis-
tance, GeneXpert MTB/RIF and GenoTypeDRplus molecular genetic sys-
tems, BACTEC MGIT phenotypic system, sequencing.
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