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Genotyping of Mycobacterium tuberculosis isolate, nonBeijing group, 
circulating in Ural region 

Резюме
Методами MIRU-VNTRn сполиготипирования проведено генотипирование 80 изолятов Mycobacteriumtuberculosisrpynnbin 
onBeijing, выделенных от вновь выявленных больных туберкулезом легких -  жителей Уральского региона. Мутации, обу
славливающие лекарственную устойчивость к рифампицину и изониазиду, были определены тест-системой «ТБ-Биочип». 
Дискриминирующие способности 15-локусного М1В1)-\/1Штипирования и сполиготипирования составили 0,99 и 0,97 
соответственно. Некоторые\ШР-кластеры могут содержать изоляты различающиеся сполиготипами и спектром мутаций 
устойчивости к рифампицину и изониазиду.Среди изолятов non-Beijing, по даннымМШЛЛШтипирования,преобладали 
представители генетических групп: LAM(31.25%) и Ural(26,25%).
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Summary
A total of 80 Mycobacterium tuberculosis isolates, nonBeijing genotype from newly detectedTB patients, living in Ural region 
of Russia, were studied by using MIRU-VNTR typing and spoligotyping.Mutations associated with resistance to isoniazid and 
rifampicin were detected by microchip technology («TB-Biochip»). The discrimination powers of 15 locus MIRU-VNTR genotyping 
and spoligotyping were 0,99 and 0,97 respectively. Some MIRU-VNTR clusters may contain isolates with different spoligotypes 
and may differ in drug mutation. Predominant groups of isolates accordingto MIRU-VNTR data were LAM(31,25%) nUral(26,25%). 
Key worlds: Mycobacterium tuberculosis, genotyping, VNTR. spoligotyping, nonBeijing, TB-Biochip

Введение
Одной из характерных черт молекулярно- 

генетической структуры популяции возбудителя туберку
леза на территории России является высокий удельный 
вес штаммов генетического семейства Beijing. В среднем, 
штаммы этого семейства составляют около половины по
пуляции возбудителя туберкулеза.[ 1 -6] Штаммы, принад
лежащие к другим генетическим семействам, принято 
объединять в группу non-Beijing. Для генотипирования 
этой группы используют несколько методов:ЯРЕР156110. 
сполиготипирование, MIRU-VNTR-типированне. RFLP 
1S6110, благодаря высокой дискриминирующей спо
собности, по сей день служит «золотым стандартом», 
однако его широкое использование ограничивает ряд 
недостатков: длительность, трудоемкость, высокая
стоимость.сложность интерпретации результатов геноти
пирования и др.[7-9] В последние годы все большую по
пулярность завоевывают методы сполиготипирования и 
MIRU-VNTR-типированияМ. tuberculosis, основанные на

полимеразной цепной реакции. Эти методы менее трудо
емки, а результаты генотипирования легко сопоставимы 
между отдельными лабораториями.[ 10,11 ]

Цель настоящего исследования -  оценить эффек
тивность методов сполиготипирования и MIRU-VNTR- 
типированиянзолятовМ. tuberculosis группы non-Beijing 
в Уральском регионе.

Материалы и методы
17S изолятов М. tuberculosis были получены в пери

од с нюня 2009 по ноябрь 2011, от больных туберкулезом 
легких, находившихся на лечении в УНИИФ и С'ОГУЗ 
ПТД. Все пациенты принадлежали к группе вновь выяв
ленных больных.

Культивирование М. tuberculosis поводили на сре
де Левинштейна -Йенсена Определение лекарственной 
чувствительности(ЛЧ) к основным противотуберкулез
ным препаратам (ПТП) осуществляли с помощью метода 
абсолютных концентраций. Мутации, обуславливающие 
лекарственную устойчивость к рифампицину и изоннази-



лу определяли с помощью тест-систем T5-BH04nn(MDR) 
производства ООО «Биочип-ИМБ» г. Москва.

Образцы ДНК получали из суспензии чистых куль
тур МБТ в растворе, содержащем 9% NaCI и 20% глице
рина, путем инкубации при 98С - 30 мин.

MIRU-VNTRTimnpoBaHne осуществляли по 15 ло- 
кусам[ 10]. Филогенетический анализ изолятов и принад
лежность к генетнческонгруппе по MIRU-VNTR локусам 
осуществляли с использованием международной online 
- базы данных «MIRU-VNTRplus» (http://www.miru- 
vntфlus.org).

У 80(44.9%) изолятов с помощью тест-системы 
«Амплитуб-Beijing», производства ООО «Синтол» г. Мо
сква и MIRU-VNTR типирования была определена при
надлежность к группе «поп-Веут§».Для этих изолятов, 
было выполнено сполиготипирование [11].

Сполиготип и принадлежность изолятов к генетиче
скому семейству определяли с помощью международной 
online - базы данных SpolDB4SITVIT WEB (http://www. 
pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/)H ее обнов
ленной версии SITVIT2 в Институте Пастера Гваделупы, 
включавшей на момент сравнения около 40 тысяч про
филей сполиготипирования.

Расчет индекса Хантера-Гастона (HGDI) осущест
вляли по формуле:

HGDI =  1 - 1)
У- 1

где S -  число групп, на которое данный метод раз
деляет всю выборку штаммов; nj -  число штаммов в j -й 
группе; N -  общее число штаммов в исследованной вы
борке.

Результаты и обсуждение
По pe3yribTaTaMMIRU-VNTR типирования и фило

генетического анализа у изолятов, принадлежащих к 
группе nonBeijing, было определено 64У Ьтапрофиля, 
которые представляли вб генетических групп: LAM (25) 
Ural(21) Haarlem(14) Tur(l) S (l), 1 группу не удалось 
классифицировать с помощью этой базы: Unknown (18). 
Двадцать восемь изолятов, в том числе, LAM, Ural и 
Unknown с одинаковыми числовыми профилями VNTR, 
сгруппированы в 12 кластеров, содержавших по 2-4 изо- 
лята в каждом.

Анализ структуры DR области хромосомы,с помо
щью сполиготипирования, позволил выделить 43споли- 
готипа, представленных 1 - 9 изолятами. Шесть изолятов 
имели сполигопрофили, которые не были представлены в 
SITVIT. Изоляты различных сполиготипов принадлежа
ли к 15 генетическим семействам.Самым многочислен
ным оказалось семейство НЗ, объединяющее 22 (27,5%) 
изолятов, 20 из которых, по данным MIRU-VNTRplus, 
принадлежали к семейству Ural. Для 10 изолятов при
надлежность к генетическому семейству не определена 
(unknown).Сравнительная оценка результатов типирова
ния с помощью MIRU-VNTRplus и SITVIT представлена 
в таблице 1.

При анализе ПЦР-профилей (VNTR + сполиго- 
тип) было выделено 8групп, включавших по 2 - 3 изо- 
лята. Остальные изоляты (63),при наличии идентичных 
сполнгопрофилей,могли различаться почислу повторов в 
1 - 1 3  лoкycaxVNTR. Наоборот, вчетырех случаях, нзо- 
ляты с идeнтичнымнVNTR-пpoфнлямн имели различные 
сполнготипы (Таблица 1)

Анализ данных генотипирования и результатов 
определения мутаций устойчивости к ПТП позволил вы- 
явнтьпрннадлежность к группе LAM (MIRU-VNTRplus) 
пяти изолятов, несущих сочетание мутаций katGSer315- 
Thrl, inhA T 15, rpoBAsp516 -  Val. При этом, по данным 
сполиготипирования, 4 изолята (сполиготип252) были 
отнесены к семейству LAM9 и один изолят (сполиготип 
496) - к семейству T 5_R U Sl.no данным культурального 
метода, только у этих изолятов наблюдалась одновремен
ная устойчивость к шести противотуберкулезным препа
ратам: рифампицнну, изонназиду, этамбутолу, стрептоми
цину, канамицину, каприомицину. Интересно отметить, 
что у 4 изолятов этой группы, в отличие от всех осталь
ных изолятов в локусе MIRU10 было по 2 повтора и у 
одного 4 повтора.

Среди представителен генетического семейства 
H3(Ural согласно MIRU-VNTRplus) был выявлен кла
стер (сполиготип 35), объединяющий 7 изолятов, кото
рые не содержали мутаций устойчивости к рнфампици- 
ну и нзониазиду. По данным MIRU-VNTR типирования, 
этот кластер характеризуется 8 повторами в локусе QUB
26. Второй кластер этого семейства -(сполиготип 262), 
объединял девять изолятов, пять из которых содержали 
мутации устойчивости к рифампицнну и изонназиду, а 
трнтолько к изониазиду(Таблица 1)

Значение HGDI для MIRU-VNTR типирования со
ставило 0,99, для сполиготипирования - 0,97.

По итогам генотипирования группы изолятов non- 
Beijing с использованием MIRU-VNTR (15 локусов) и 
сполиготипирования дискриминирующая способность 
обоих методовоказалась сравнима (значения HGI 0,99 и 
0,97 соответственно). Однако,в ряде случаев, при иден
тичных MIRU-VNTR профилях, сполигопрофили изо
лятов различались. Кроме этого, использование двух 
баз данных позволяет более точно определять принад
лежность изолятов к разным генетическим группам 
(семействам). Так, представители группы Unknown (со
гласно MIRU-VNTRplus), по результатам сполиготипи
рования были отнесены к генетическим семействамТ, 
Т1, Т2, Т4, Т5, T1-RUS2, НЗ. Большинство изолятов, 
принадлежащих к группе Ural (95,2% по данным MIRU- 
VNTRplus), согласно SITVIT2 принадлежали к семейству 
НЗ представители группы LAM были классифицированы 
как LAM9 (28%), T5 RUS1 (28%) и остальные изоляты 
как LAM4, LAM5,T1_RUS2, T l, T4,S. Группа Haarlem 
была разделена на T l, X I, Н1, НЗ.

Данные по мутациям устойчивости к ПТП допол
няют данные генотипирования.Так, в 4 кластерах из 12 
при одинаковых MIRU-VNTR профилях, изоляты раз
личались по наличию и спектру мутаций устойчивости 
к рифампицнну и изонназиду. В группе LAM выявлены

http://www.miru-
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Таблица 1. Сопоставление результатов генотипирования, полученных 
с помощью онлайн баз данных SITVIT2 и MIRU-VNTRplus.
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15 MIRU-VNTR*; M1RV26, MIRU31. QUB26, MIRU10, ETRA, Mtub2l, QVB lib . M1RU40, MIRU16, ETRC, Mtub39.
Mtub04. Mtub30, M IRV4. QUB4156.

В -  число повторов в локу’се> 9

изоляты, содержащие сочетание мутаций устойчивости к 
изониазиду - katG Ser315-Thrl, inhA_T15 и рифампици
ну - гроВ Asp516 -  Val. По данным культурального мето
да, только у этих изолятов наблюдалась одновременная 
устойчивость к шести ПТП. Недавно такой же спектр 
мутаций был выявлен у штаммов LAM в Псковской об
ласти.[5]

Заключение
При проведении молекулярно-эпидемиологических 

исследований на территории Уральского региона целе
сообразно использовать два метода ПЦР-типирования: 
MIRU-VNTR- и сполиготипирование с последующей 
оценкой генетического родства изолятов с помощью базы 
данных MIRU-VNTRplus и постоянно обновляемой базы 
SITVIT2. Дополнительную информацию дает определе
ние спектра мутаций, ассоциированных с устойчивостью 
изолятов М. tuberculosis к ПТП.
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