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В статье представлены результаты генетического типирования 77 клинических изолятов Mycobacterium tuberculosis, 

выделенных из мокроты больных распространенным деструктивным инфильтративным и диссеминированным туберкуле-

зом легких. Установлено, что среди генетически неоднородных штаммов M. tuberculosis, циркулирующих на территории г. 

Томска и Томской области, вызывающих остропрогрессирующий распространенный деструктивный туберкулез легких, 

19% проявляют множественную лекарственную устойчивость. Штаммы семейства Beijing (пекинская группа) составляют 

27% от общей популяции возбудителя, имеют высокий показатель кластеризации (74%), уровень их множественной лекар-

ственной устойчивости в 3 раза превышает таковой у «непекинских» штаммов, для которых доля кластеризующихся 

штаммов составляет 11%. 

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, генотипирование, генотипический профиль, лекарственная устойчи-

вость. 

The results of 77 M. tuberculosis clinical isolates genetic typing, allocated from patients with extensive destructive infiltrative 

and disseminated pulmonary tuberculosis are presented in the article. It is established that among genetically non-uniform Mycobac-

terium tuberculosis strains, circulating in Tomsk and the Tomsk Region, and causing acute progressive destructive pulmonary tu-

berculosis, 19% show multi drag resistance. Beijing family strains make 27% from the general population, have a high clusterization 

index (74%), level of their multi drag resistance in 3 times exceeds that at «not Beijing» strains for which the share of clustering 

strains makes 11%. 
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Введение 

В России ухудшение эпидемиологической ситуа-

ции по туберкулезу с увеличением доли тяжелых рас-

пространенных форм патологии в структуре общей 

заболеваемости туберкулезной инфекцией началось с 

середины 80-х гг. прошлого века и продолжается по 

сей день [1, 8, 14]. На протяжении последних лет в 

микобактериологии широко используются молеку-

лярные технологии генотипирования и дифференци-

рования Mycobacterium tuberculosis на уровне хромо-

сомной ДНК [2, 4, 12, 16]. Создание библиотек генов 

микобактерий, а также накопление информации по 

нуклеиновым кислотам, видовой специфичности бел-

ков возбудителей туберкулеза, открытие вставочных 

элементов в генном материале M. tuberculosis предос-

тавляют возможность для внутривидовой дифферен-

циации штаммов микобактерий и изучения их поли-

морфизма [12, 16].  
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Выявление источников инфекции служит основой 

для ограничения распространения микобактерий тубер-

кулеза. Изучение эпидемиологии туберкулеза до по-

следнего времени было затруднено и весьма несовер-

шенно из-за отсутствия достоверных методов марки-

рования штаммов микобактерий в целях изучения 

гетерогенности популяции, определения ареалов рас-

пространения возбудителя, расшифровки путей пере-

дачи, миграции и механизмов формирования цирку-

лирующих в определенном регионе полирезистентных 

штаммов.  

Цель исследования — оценить генетическую гете-

рогенность клинических изолятов Mycobacterium tu-

berculosis, вызывающих распространенный деструк-

тивный туберкулез легких.  

Материал и методы 

Проведено исследование генетического полимор-

физма 77 клинических изолятов M. tuberculosis, выде-

ленных из мокроты соответствующего количества 

пациентов с распространенным деструктивным ин-

фильтративным и диссеминированным туберкулезом 

легких до назначения им специфической противоту-

беркулезной химиотерапии. Для видовой идентифи-

кации  

M. tuberculosis и определения их чувствительности к 

противотуберкулезным химиопрепаратам (методом 

абсолютных концентраций) производился посев мок-

роты на плотные питательные среды Левенштейна—

Йенсена и Финн-2. Типирование М. tuberculosis прово-

дили с помощью MIRU-VNTR-анализа [15]. Генотипи-

рование осуществляли, используя 12 пар праймеров для 

амплификации локусов микобактериального генома: 

MIRU 2, 4, 10, 16, 20, 23, 24, 26, 27, 31, 39, 40. Полиме-

разную цепную реакцию проводили в объеме 10 мкл, 

содержащем 5—50 нг ДНК, буфер следующего состава: 

трис-HCl концентрацией 60 ммоль, рН 8,5, KCl концен-

трацией 25 ммоль, MgCl2 концентрацией 1,5 ммоль, 

0,1%-й тритон X-100, меркаптоэтанол концентрацией 

10 ммоль; дНТФ концентрацией 0,2 ммоль, растворы 

праймеров концентрацией 0,2 мкмоль и 0,5 ед. акт. 

Taq-полимеразы, на амплификаторе БИС-110 (без 

масла) с начальной денатурацией при температуре 

94 С в течение 4 мин, далее — 34 цикла с денатураци-

ей при температуре 94 С 30 с, отжигом праймеров 

при температуре 55 С 20 с и элонгацией при темпера-

туре 72 С 1,5 мин и заключительной элонгацией при 

температуре 72 С в течение 5 мин. Аликвоты ампли-

фикатов фракционировали в 2%-м агарозном геле в 

присутствии бромистого этидия в трис-ацетатном бу-

ферном растворе в течение 45 мин при 100 В. 

Обработку полученной электрофореграммы и 

оцифровку длин полос производили с помощью про-

граммы GelAnalysis пакета GelExplorer. Длины полос 

ампликонов подтверждали их положением (разме-

рами) по отношению к маркерным фрагментам 

(100 п.о. — маркер). Для визуализации результатов 

генотипирования проводили построение дендро-

граммы кластеризации М. tuberculosis, которую рас-

считывали с применением категориального коэффи-

циента подобия методом UPGMA-невзвешенного 

попарного арифметического среднего по программе 

BioNumerics (Applied Math, США). 

Результаты и обсуждение 

Для генетического типирования были отобраны 

клинические изоляты M. tuberculosis, выделенные от 

77 больных (26 (34%) женщин, 51 (66%) мужчина) 

распространенным деструктивным туберкулезом лег-

ких, проживающих на территории Томской области, 

включая городские и сельские территории. В резуль-

тате исследования спектра лекарственной устойчиво-

сти микобактерий было установлено, что доля лекар-

ственно-чувствительных изолятов M. tuberculosis со-

ставила 62%, лекарственно-устойчивых — 38%. 

Спектр лекарственной устойчивости M. tuberculosis 

был представлен девятью вариантами. На долю изоля-

тов с множественной лекарственной устойчивостью 

(МЛУ) (таблица) приходилось 19%.  

Спектр лекарственной устойчивости 77 клинических изолятов 

Mycobacterium tuberculosis, выделенных от больных 

туберкулезом легких 

Спектр устойчи- 

вости 

Количество 

изолятов 

Номера изолятов  

в дендрограмме кластеризации 

(см. рисунок) 

Монорези-

стентность 

H 3 2966, 5712, 5524 

S 3 2884, 9619, 1565 

R 1 2685 

Полирези-

стентность 

HS 4 3764, 5841, 15799, 1931 

RS 2 2245, 10477 

RSK 1 5079 

Множест-

венная ле-

карственная 

HRS 10 2431, 803, 3546, 4862, 4912, 5769, 

5771, 1570, 4985, 5529 

HRSK 2 8915, 4818 
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устойчи-

вость  

HRSE 2 5295, 405 

HRSKE 1 1033 
  

П р и м е ч а н и е. H — изониазид, R — рифампицин, S — 

стрептомицин, K — канамицин, E — этамбутол. 
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Рис. 1. Дендрограмма кластеризации Mycobacterium tuberculosis (по результатам MIRU-VNTR-типирования 77 клинических изолятов) 
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Все штаммы M. tuberculosis были проанализиро-

ваны методом MIRU-VNTR с использованием основ-

ных генных локусов, содержащих различное количе-

ство тандемных повторов VNTR в качестве маркера 

микобактериального генома. Генотипы клинических 

изолятов  

M. tuberculosis характеризовали по 12 MIRU локусам 

(M2, M4, M10, M16, M20, M23, M24, M26, M27, M31, 

M39, M40). В результате генетического типирования 

была построена дендрограмма кластеризации, отра-

жающая степень генетического родства штаммов  

(слева) и схематическое цветовое компьютерное изо-

бражение VNTR-паттернов (справа) (рисунок). Необ-

ходимо отметить, что все методы молекулярного ге-

нотипирования основаны на изучении области прямых 

повторов, различных вставочных последовательно-

стей, делеций, мини-сателлитов и точечных мута-

ций.  

На основании генетических маркеров штаммы  

M. tuberculosis со сходными генетическими паттерна-

ми были классифицированы в различные генетические 

семейства, в частности Beijing, Haarlem, ASU, Family 

II, Latin American Mediterranean, the Central Asian 

clade, East African Indian clade [5, 13, 15, 18]. В основе 

MIRU-VNTR-типирования лежит амплификация ло-

кусов, содержащих рассеянные (по геному) повто-

ряющиеся микобактериальные элементы. Исходя из 

того факта, что каждый из этих локусов в раз-

личающихся штаммах М. tuberculosis представлен 

различным числом копий этих повторов, родственные 

штаммы могут быть объединены в кластеры [17]. 

Анализ дендрограммы позволил выявить четыре 

крупные ветви (кластера), условно обозначенные бук-

вами A, B, C, D (рисунок). 

Ветвь А (10% изолятов) оказалась наиболее гете-

рогенной — в нее входили изоляты со средней степе-

нью гомологии около 48%. В данной ветви не было 

кластеризующихся (сходных по генотипу) изолятов, 

т.е. все штаммы M. tuberculosis, входящие в кластер А, 

являлись уникальными.  

Ветвь B объединяла в себя 23 штамма со средней 

степенью гомологии 75%. Несмотря на высокую сте-

пень гомологии, штаммы ветви В в большинстве слу-

чаев были уникальными. В ходе исследования зареги-

стрировано только два кластера, идентичных по 

VNTR-профилю штаммов M. tuberculosis. 

Ветвь С оказалась наиболее многочисленной. В 

нее входили 43 (56%) клинических изолята, характе-

ризующиеся высокой степенью гомологии генотипи-

ческого профиля — 82%. Ветвь С содержала в своем 

составе крупные кластеры изолятов с одинаковыми 

генотипами. Наиболее крупный из них состоял из 6 

изолятов M. tuberculosis, самый мелкий — из 3. 

Самой малочисленной оказалась ветвь D, состоя-

щая из 2 (3%) клинических изолятов с уникальным 

VNTR-профилем и средней степенью гомологии 83%. 

В целом в ходе исследования было выявлено 

шесть кластеров (содержащих 19 изолятов), идентич-

ных по генетическому профилю штаммов M. tubercu-

losis. Таким образом, показатель кластеризации для 

представленной дендрограммы составил 25%. Наибо-

лее крупный кластер содержал 6 изолятов, а самый 

малочисленный был представлен 2 изолятами.  

Известно, что идентичные паттерны, как правило, 

имеют штаммы, выделенные в очагах или от больных, 

заразившихся от одного источника. Вместе с тем при 

массовых вспышках туберкулеза паттерны штаммов 

могут иметь небольшие различия [5, 17]. Это наиболее 

значимо для лекарственно-устойчивых штаммов, так 

как известно, что в силу некоторых своих биологиче-

ских особенностей (в частности, повышенной виру-

лентности) они имеют преимущества в распростране-

нии перед лекарственно-чувствительными штаммами.  

Распространенность в анализируемой выборке 

штаммов M. tuberculosis генетического семейства 

Beijing 

Согласно данным, приведенным в ряде публика-

ций, в некоторых регионах России (в Северо-Западном 

федеральном округе и Восточной Сибири) среди мико-

бактерий, выделяемых больными туберкулезом, преоб-

ладают штаммы M. tuberculosis семейства Beijing [3, 6, 

7, 9—11]. Они характеризуются способностью вызывать 

тяжелые, трудно поддающиеся лечению случаи тубер-

кулеза легких с высоким уровнем смертности, в том 

числе и благодаря наличию возможности обойти имму-

нологическую защиту организма, сформированную вак-

циной БЦЖ. Характерна также повышенная изменчи-

вость  

M. tuberculosis Beijing-семейства и ассоциированность с 

мультирезистентностью, что приводит к более продол-

жительному периоду контагиозности заболевания и 

специфической терапии [3, 5]. Для оценки степени рас-
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пространения штаммов генетического семейства 

Beijing в Томской области были сопоставлены MIRU-

коды штаммов из анализируемой выборки с кодами 

штаммов, относящихся к пекинскому семейству.  

Черным цветом на рисунке отмечены изоляты, 

MIRU-VNTR-профиль которых полностью совпадает 

с генотипом штаммов Beijing, ранее выявленных в г. 

Новосибирске и Новосибирской области. Исходя из 

расположения данных изолятов на древе, штаммы, 

принадлежащие к семейству Beijing, содержит ветвь С 

— 22 клинических изолята, что составляет 51% от 

общего числа клинических изолятов данной ветви. 

Таким образом, доля штаммов M. tuberculosis Beijing-

семейства в представленной выборке составляла 29%. 

Вместе с тем пекинские штаммы образовывали доста-

точно неоднородную группу по способности форми-

ровать кластеры: в группу Beijing-семейства вошло 

36% уникальных изолятов M. tuberculosis и 64% кла-

стеризующихся штаммов (см. рисунок). 

Ассоциация лекарственной устойчивости  

M. tuberculosis с генотипом 

По свидетельству ряда авторов, как уже отмеча-

лось выше, M. tuberculosis пекинского семейства чаще 

всего характеризуются множественной лекарственной 

устойчивостью [3, 5]. Однако проведенные исследо-

вания, а именно сопоставление данных определения 

спектра лекарственной устойчивости и генотипиче-

ского профиля, выявили, что из 21 клинического изо-

лята M. tuberculosis с VNTR-профилем, характерным 

для Beijing-семейства, только 12 оказались лекарст-

венно-резистентными (таблица), а остальные 9 изоля-

тов оставались чувствительными к противотуберку-

лезным препаратам первого ряда. При детальном ана-

лизе дендрограммы установлено, что лекарственно-

устойчивые штаммы M. tuberculosis чаще встречались 

среди клинических изолятов, принадлежащих к се-

мейству Beijing. Среди 77 изолятов (вся выборка) в 

клинических образцах, входящих в состав ветви С, 

достоверно чаще (p < 0,005 по критерию 
2
) встреча-

лись изоляты с МЛУ (8 изолятов из 43, входящих в 

ветвь С), чем в среднем по выборке.  

Заключение 

Среди генетически неоднородных штаммов Myco-

bacterium tuberculosis, циркулирующих на территории 

г. Томска и Томской области и вызывающих остро-

прогрессирующий распространенный деструктивный 

туберкулез легких, 19% проявляют множественную ле-

карственную устойчивость. Штаммы семейства Beijing 

составляют 27% от общей популяции возбудителя, 

имеют высокий показатель кластеризации (74%), уро-

вень их множественной лекарственной устойчивости в 3 

раза превышает таковой у «непекинских» штаммов, для 

которых доля кластеризующихся штаммов составляет 

11%. 

 

Исследования выполнены в рамках реализации Фе-

деральной целевой программы «Научные и научно-

педагогические кадры инновационной России» на 

2009—2013 гг. (ГК № П285 от 23.06.2009 г.). 
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