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Представлена молекулярно-генетическая характеристика изолятов Mycobacterium tuberculosis, полученных в 2009-2011 гг. на территории 
Урала от 178 ранее не леченных и 78 ранее леченных больных туберкулезом. ПЦ Р в режиме реального времени и M IRU-VNTR-типирование 
по 15 локусам выявили доминирование M. tuberculosis генотипа Beijing в обеих группах пациентов, однако доля изолятов Beijing у ранее 
леченных больных существенно превышала таковую в группе ранее не леченных больных: 80,8% против 55,1% (p  = 0,0002). IS6110-RFLP-ra- 
пирование доказало принадлежность большинства изолятов Beijing к эпидемиологически и клинически значимому в России клону В0. 
Установлено, что M. tuberculosis Beijing, несущие мутации rpoB S er531^L eu  и katG  S er315^T hr, играют ключевую роль в распространении 
туберкулеза с М ЛУ возбудителя на Урале. Группа non-Beijing была представлена изолятами различных сполиготипов и M IRU-VNTR-ти- 
пов, среди которых преобладали представители нескольких глобально-распространенных генетических групп LAM (LAM9, T5_RUS), 
URAL (Н 3), Haarlem (H1, X), Т (Т1).
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The article presents molecular genetic description of isolates of Mycobacterium tuberculosis of 178 new patients and 78 patients who had been 
previously treated obtained in 2009-2011 on the territory  of Urals. PC R  in real time and MIRU-VNTR typing of 15 loci detected prevalence 
of M. tuberculosis of Beijing genotype in the both groups of patients, however the part of Beijing isolates was significantly higher in the group of patients 
who had been previously treated compared to new patients: 80.8% versus 55.1% (p = 0.0002). IS6110-RFLP-typing showed th a t the majority 
of Beijing isolates belonged to B0 clone, clinically and epidemiologically significant in Russia. It was found out th a t M. tuberculosis Beijing carrying 
m utations rpoB Ser531^L eu  and katG  S e r3 1 5 ^T h r played the major role in M DR tuberculosis transmission in Urals. Non-Beijing group was 
represented by isolates of various spoligotypes and MIRU-VNTR types among which the representatives of the following globally common genetic 
groups prevailed: LAM (LAM9, T5_RUS), URAL (Н 3), Haarlem (H1, X), Т (Т1).
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Генетический мониторинг возбудителя туберку
леза основан на анализе специф ических нуклео
тидны х последовательностей хромосомной Д Н К  
M. tuberculosis с использованием  сполиготипиро
вания, M IRU-V NTR-, IS6110-R FLP-типирования 
и других методов исследования геномного полимор
ф изма микобактерий [15, 17, 24]. Показано, что со
отношение генотипов в популяциях M. tuberculosis 
может существенно различаться в разных странах 
и географических регионах мира [12, 16, 17, 19]. 
Особый интерес представляет генотипическая ха
рактеристика штаммов, обладающих множествен
ной лекарственной устойчивостью (М Л У ) к проти
вотуберкулезным препаратам (П Т П ).

В настоящ ее время популяция возбудителя ту 
беркулеза в России  насчиты вает около 200 спо- 
лиготипов, представляю щ их более 20 генетиче
ских сем ейств/линий, среди которых доминирует 
эпидем иологически  и клинически  значим ы й ге
нотип Beijing [1-3, 6, 9, 18, 22]. О днако сведения 
о структуре субпопуляций возбудителя туберку

леза на территориях России неполны. В научной 
литературе имею тся единичны е публикации, п о 
свящ енны е генотипической характеристике в о з
будителя туберкулеза на Урале. Так, проведенное 
в 2001-2002 гг. с использованием M IR U -V N T R -ти- 
пирования (12 локусов M IR U ) исследование вы 
явило доминирование генетической группы Beij ing 
(54,3%), у 15,2% изолятов впервые был идентиф и
цирован новый генотип, получивш ий наименова
ние URAL [18].

Цель исследования: изучить региональные осо
бенности структуры популяции M. tuberculosis с ис
пользованием комплекса м олекулярно-генетиче
ских маркеров.

М атериалы  и методы

И зучено 256 изолятов M. tuberculosis, получен
ных в 2009-2011 гг. от 178 ранее не леченны х и 78 
ранее леченны х (получивш их как минимум один 
курс п ротивотуберкулезной  терапи и ) больны х,
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го сп и тал и зи р о в ан н ы х  по поводу ту б ер ку л еза  
легких в Ф Г Б У  « У Н И И Ф »  и Г Б У З «СО ПТД», 
г. Екатеринбург. К ультивирование м икроорганиз
мов и определение лекарствен н ой  чу встви тел ь
ности  к П Т П  первого р яд а  (р и ф ам п и ц и н , изо- 
ниазид , этам бутол , стр еп то м и ц и н ) проводили  
на среде Л евенш тейна -  Й енсена общ епринятым 
методом [10]. К олонии M. tuberculosis суспенди
ровали в растворе, содержащ ем 0,9% N aCl и 20% 
глицерина. Часть суспензии сохраняли в пробир
ках д ля  последую щ его IS 6 1 1 0 -R F L P -ти п и р о ва- 
ния и микробиологических исследований, другую 
инкубировали при 95°С 30 мин для лизирования 
клеток, затем осаж дали при 3 000 g 1 мин. С упер
натант использовали  в качестве препарата Д Н К  
для постановки П Ц Р

Д ля первоначальной дифференциации изолятов 
на группы Beijing и non-Beijing методом П Ц Р в ре
жиме реального времени использовали тест-систе
му «Амплитуб-Beijing», О О О  «Синтол», г. Москва. 
Аллельный полиморфизм изолятов M. tuberculosis 
оценивали , оп ределяя число нуклеотидны х п о
второв в 15 локусах  (M tub04 , ET R C , M IR U 04, 
M IR U 40, M IR U 10, M IR U 16, M tub21, Q U B 11b, 
ETRA, Mtub30, M IRU26, M IRU31, Mtub39, QUB26, 
Q U B 4156) M IRU -V N TR [24].

С п о л и го ти п и р о ван и е  и IS 6 1 1 0 -R F L P -ти п и - 
рование изолятов M. tuberculosis проводили  со 
гласно [15, 17]. П ринадлеж ность к генетической 
груп пе /ли н ии  (lineage, clade) определяли путем 
сравн ен и я проф илей  изолятов  с им ею щ им ися 
в компьютерных базах данных: «M IRU-VNTRplus» 
(U R L : h t tp :/ /w w w .m iru -v n trp lu s .o rg ), м еж ду - 
н ар о д н о й  б азе  д ан н ы х  S IT V IT W E B  ( U r L :  
h ttp ://w w w .p a s te u r-g u a d e lo u p e .f r :8 0 8 1 /S IT v IT _  
O N L iN e /)  и ее обновленной версии SITVIT2.

М утации в генах rpoB, katG  и inhA , обусловли
вающие лекарственную  устойчивость к основным 
П Т П  (риф ам пицину и изониазиду), определяли 
с использованием тест-систем Т Б-Б иочип  (M D R ), 
О О О  «Биочип-И М Б», г. Москва. Статистическую 
обработку результатов проводили с исп ользова
нием программного пакета S ta tis tica  10 (S ta tso ft 
Inc.). С вязи между группами анализировали с ис
пользованием таблиц сопряж енности и критерия 
хи-квадрат (х2) с поправкой Йетса; статистически 
значимыми считали различия п р и p  <  0,05.

Результаты

К генетическим группам Beijing и non-B eijing 
принадлеж али  161 и 95 клинических изолятов 
M. tuberculosis соответственно. При этом доля изоля
тов Beij ing, выделенных от ранее леченных больных 
(63 из 78), была существенно выше таковой в группе 
ранее не леченных больных (98 из 178) и составляла 
80,8% против 55,1% (p  = 0,0002).

Анализ результатов M IR U -V N TR -типирования 
(15 локусов) выявил 127 типов M IR U -V N TR -про-

ф илей  у 256 изолятов M. tuberculosis, причем 49 
(38,5%) из них принадлежали группе Beijing.

И золяты  группы non-Beijing (n = 95) представля
ли  пять генетических групп: LAM (30), URAL (25), 
H aarlem  (16), Tur (1) S (1), остальные 22 изолята 
не были классифицированы (U nknow n). Тридцать 
два изолята (33,7% ) non-Beijing ф ормировали 13 
кластеров численностью от 2 до 5 изолятов с иден
тичны м и числовы м и п роф илям и  M IR U -V N T R  
(табл. 1).

А нализ структуры  D R -области хромосомы 80 
изолятов n o n -B ejin g  от ранее не леченны х боль
ных позволил выделить 43 сполиготипа (SIT), пред
ставленных 1-9 изолятами. Самыми многочислен
ными по числу изолятов оказались генетические 
группы Н3 (22), T1 (12), LAM9 и T5_Rus1 (по 7) 
и T2 (4). Ш есть изолятов имели сполигопрофили 
(orphan), не идентифицированные в базе данных 
SITV ITW EB. По результатам сполиготипирования 
больш инство (17 из 20) неклассиф ицированны х 
(U n k n o w n ) согласно M IR U -V N T R plus изолятов 
были отнесены к группам Т (T1, T2, T1_RU S2, T4, 
T5), которые, наряду с группами LAM и Haarlem (H), 
доминируют в структуре популяций M. tuberculosis 
стран Западной Европы и ряда территорий европей
ской части России [13, 14].

По результатам M IR U -V N TR -типирования уста
новлено, что 77,6% (125 из 161) изолятов Beijing 
входили в состав 13 кластеров. Самый многочислен
ный кластер (числовой профиль 442333564475372) 
вклю чал 66 (40,9% ) изолятов Beijing: 32 (32,6% ) 
получены от ранее не леченны х больных, осталь
ные -  от ранее леченных больных (табл. 1). Пред
ставленны е данные свидетельствует о ш ирокой 
ц и р ку ляц и и  представителей  данного генотипа 
на территории Урала.

I S 6 1 1 0 - R F L P - т и п и р о в а н и е  45 и з о л я т о в  
M. tubercu losis  B eijin g , во ш ед ш и х  в состав  
M IR U -V N T R -к ластер о в , в ы яви л о  17 б л и зк о 
родственных (коэф ф ициент сходства 83%) типов 
IS 6 1 1 0 -R F L P -п р о ф и л ей , которы е разли чали сь  
как по количеству (15-19), так и по молекулярной 
массе фрагментов рестрикции хромосомной Д Н К , 
содержащих участок последовательности инсерци- 
онного элемента IS6110. П ятнадцать (88,0%) из 17 
вариантов профилей рестрикции IS6110  были и н 
дивидуальны (т.е. обнаружены у одного изолята), 
остальные представляли два крупных кластера А0 
и В0, вклю чавш их 5 и 25 изолятов с идентичны 
ми п роф илям и  рестрикции  соответственно. Р а 
нее было описано доминирование генотипов А0 
и В 0(W 148) в популяции  M. tuberculosis Beijing 
на территории России [7, 8, 23]. Особый интерес 
п ред ставляет  сам ы й  м н огочи сленн ы й  (55,6% ) 
IS 6 1 1 0 -R F L P -кл астер  В0, п оскольку  показано, 
что штаммы данного генотипа отличает повыш ен
ная вирулентность, которая проявляется высокой 
способностью  к распространению  (трансм иссив- 
ностью), в том числе в стационарах, ассоциацией
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Таблица 1. Генотипическая характеристика изолятов, образующих кластеры
Table 1. Genotyping characteristics o f isolates forming clusters

Генетическая группа MIRU-VNTR профиль* Число изолятов ВВ /РЯ больные IS 6H 0-R FLP  кластер SIT

242431233243752 2 156

Unknown 242233233223252 4/1 256

231531233254352 2 3152

322523322162262 1/1 252

LAM
322542322152252 2 254, 42

322523322152262 3/1 252(2),496(1)

322443322152262 3 252(1), 254(2)

352462324412352 2 262

352371324412342 2 262,762

URAL 352372324412363 2 262

352581324412572 2 262

4423,10,2324412280 2 35

Haarlem 222742453452372 2 46

442333564455352 2

442333564455362 2/6

442333564475362 4/1 B0(2)

442333564465362 1/1

442333564475322 1/1

442333564455372 5/2 B28, C11, A12

Beijing 442333564465372 5/4 B0(4)

442333364465372 1/4

442333564475372 32/34 B0(17)B32, B31, M9, M10, L19, L4

442333554455382 2 B30(1)

442333464455382 3 A0(1)

442333564455382 8/7 A0(3)C3(1)C7(1)

442333564452382 2

Примечание: * -  указано число повторов в следующих локусах: Mtub04, ETRC, MIRU04, MIRU40, MIRU10, MIRU16, 
Mtub21, QUB11b, ETRA, Mtub30, MIRU26, MIRU31, Mtub39, QUB26, QUB4156

с М Л У  и тяж елы м течением туберкулеза [8, 11, 20, 
21].

При сопоставлении результатов IS6110 R FL P -ти- 
пирования и M IRU -V N TR установлено, что у изо- 
лятов кластера B0 в локусах M IR U 26 и Q U B 26 
содержится 6-7 тандемных повторов, что, согласно 
данным литературы [7, 23], служит маркером при
надлежности изолятов к IS6110 R F L P -кластеру B0. 
Интересно отметить, что в группе ранее леченных 
больных доля таких изолятов была выше (69,8%), 
чем в группе ранее не леченных больных (53,1%) 
(p = 0,05), что еще раз подчеркивает клиническую 
значимость изолятов этого генетического кластера.

О пределение лекарственной чувствительности 
исследуемых культур методом абсолютных концен
траций показало, что среди 178 изолятов от ранее 
не леченных больных 42,7% были лекарственно-чув
ствительными (Л Ч ), устойчивостью одновременно 
к риф ам пицину и изониазиду (М Л У ) обладали 
34,3% изолятов, в то время как в группе ранее л е 

ченных больных Л Ч  были всего лиш ь 3,8%, М Л У  -  
78,2% изолятов. О стальные изоляты  обеих групп 
больных проявляли  моно- или полирезистеность 
к препаратам первого ряда. Ч астота М Л У  среди 
изолятов Beij ing, выделенных от ранее не леченных 
больных (46,9% ), превыш ала данный показатель 
(18,8%) для изолятов группы non-Beijing (p <  0,05). 
С реди ранее леченны х больны х статистически  
значимых различий по доле Л Ч  и М Л У  изолятов 
между группами Beijing и non-Beijing не выявлено 
(p >  0,05) (табл. 2). При этом 78,3% М Л У  изолятов 
Beijing ранее не леченны х больных принадлеж а
ли  к ISб110-R FLP-кластеру В0 (p >  0,05), у 56,5% 
изолятов М Л У  сопровож далась устойчивостью  
и к остальным ПТП  первого ряда.

С огласно наш им и сследован и ям  по оценке 
контаминации среды противотуберкулезного ста
ционара микобактериями туберкулеза, проводимых 
в У Н И И Ф  с 2011 г., М БТ  с М Л У  генотипа Beijing 
(B 0) регулярно присутствую т в смывах с поверх
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Таблица 2. Характеристика лекарственной чувствительности клинических изолятов M. tuberculosis ранее не леченных 
и ранее леченных больных (метод абсолютных концентраций)
Table 2 . Characteristics o f drug resistance o f clinical isolates o f M. tuberculosis o f new and previously treated patients (absolute concentrations technique)

Генотип M. tuberculosis

Число изолятов (%)

Ранее не леченные больные Ранее леченные больные

л ч м л у Всего л ч м л у Всего

Beijing 30 (30,6%) 46 (46,9%) 98 1 (1,1%) 53 (84,1%) 63

non-Beijing 46 (57,5%) 15 (18,8%) 80 2 (13,3%) 8 (53,3%) 15

Всего 76 (42,7%) 61 (34,3%) 178 3 (3,8%) 61 (78,2%) 78

ностей, что указывает на недостаточную эф ф ектив
ность проводимых мер инфекционного контроля 
и риск внутрибольничного инф ицирования эпиде
миологически и клинически значимым вариантом 
возбудителя туберкулеза [4, 5].

О пределение наличия мутаций устойчивости  
к рифампицину и изониазиду проведено у 174 из 178 
изолятов от ранее не леченных больных. М утации 
в генах rpoB, katG  и /и л и  inhA, обусловливаю щ ие 
МЛУ, выявлены у 72 (41,4%) изолятов M. tuberculosis. 
И з них 57 (79,2%) принадлежали к группе Beijing, 
причем у подавляю щ его больш инства (n  = 53) 
устойчивость к рифампицину и изониазиду была 
обусловлена заменами S er5 3 1 ^ L eu  и S e r3 1 5 ^ T h r 
в генах rpoB и katG  соответственно. Ранее показано, 
что эти хромосомные мутации, формирующие М ЛУ 
у M. tuberculosis, обеспечивают устойчивость к вы 
соким концентрациям данных препаратов in vitm, 
не снижая жизнеспособности и вирулентности м и
кроорганизма [8].

Семь из 15 М Л У  изолятов M. tuberculosis группы 
non-Beijing принадлежали к генетической группе 
LAM (согласно базе M IRU -V N TRplus). При этом 
замечено, что у изолятов SIT252 (n = 5) М Л У  со
четалась с заменой rpoB A sp516^-Val (устойчивость 
к риф ампицину) и мутациями в генах, обеспечива
ющих устойчивость к изониазиду: katG  S e r3 1 5 ^T h r 
и inhA_T 15 (p = 0,006), что согласуется с ранее опуб
ликованны ми данными [3].

Д ля других генотипов группы non-Beijing ассо
циации с М Л У  не установлено.

Заклю чение

Генотипирование 256 кли ни ческих  изолятов 
возбудителя туберкулеза выявило неоднородность 
современной популяции M. tuberculosis в Уральском 
регионе по всем исследованным генетическим м ар
керам (M IR U -V N TR -локусы, D R -область хромосо
мы, IS6110,  гены устойчивости к ПТП: rpoB, katG, 
inhA).

Ведущую роль в распространении на Урале ту 
беркулеза с М ЛУ  возбудителя в течение 10-летнего 
периода (срок наблюдения) играют M. tuberculosis ге

нотипа Beij ing (В0), для которых характерно сочета
ние мутаций rpoB Ser531 ̂ -Leu и katG  Ser315^-T hr 1, 
ассоциированных с МЛУ.

Таким образом, молекулярно-генетические м е
тоды, позволяю щ ие изучать гетерогенность попу
л яц и и  M. tuberculosis, долж ны  являться основой 
современного мониторинга туберкулезной и нф ек
ции. Полученные данные необходимо учиты вать 
при разработке стратегий борьбы с распростране
нием М ЛУ-ш таммов возбудителя.

Авторы благодарят Nalin Rastogi и David Couvin 
за обработку данны х, присвоение обозначений 
SIT и генетических линий  согласно базе данных 
И нститута П астера Гваделупы ( In s t i tu t  P asteur 
de la G uadeloupe) -  SITVIT2.
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