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Впервые проведено молекулярно-генетическое исследование методом VNTR-типирования изолятов микобак-
терий туберкулеза, выделенных от 46 больных туберкулезом легких, проживающих в г. Астана (Казахстан). 
Идентифицировано 23 различных генетических профиля. Преобладали изоляты семейства Beijing, составившие 
70 % (32 изолята). Кластер изолятов, принадлежащий семейству Beijing, обладал значительной генетической 
гомогенностью, что свидетельствует о повышенной трансмиссивности и вирулентности данного семейства на 
исследуемой территории. Статистически значимых различий между количеством изолятов данного генотипа в 
группе первично и вторично выявленного туберкулеза не обнаружено (χ2 = 0,360, P = 0,5487). Не выявлено на-
личие ассоциации между принадлежностью к семейству Beijing и множественной лекарственной устойчивости 
изолятов (R = 0,00, p = 1,0000). Кроме того, нами был выявлен значительный процент изолятов (26 %), отно-
сящийся к неидентифицированным пока семействам M. tuberculosis и имеющий индивидуальные некластризую-
щиеся генотипы.
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После развала Советского Союза туберкулез 
в Казахстане представляет серьезную проблему. 
Уровень заболеваемости туберкулезом принял ха-
рактер пандемии и, по данным от 2002 г., составил 
165,1 на 100 000 населения, а в некоторых обла-
стях этот показатель доходит до 268 на 100 000 [1]. 
На сегодняшний день более 60 тысяч граждан 
Казахстана больны туберкулезом. По статистиче-
ским данным, наиболее неблагоприятным райо-
ном в республике является Западный Казахстан, 
а именно Актюбинская, Атырауская, Западно-
Казахстанская, Кызылординская и Мангистауская 
области [2]. Ситуация осложняется увеличением 
числа изолятов M. tuberculosis с множественной 
лекарственной устойчивостью, а также штаммов с 
повышенной способностью к трансмиссивности, 
таких как штаммы семейства Beijing M. tuberculo-
sis [3]. В связи с этим, а также наличием большой 

территории Российской Федерации, граничащей 
с Казахстаном, и значительными миграционными 
потоками между ними нам представляется актуаль-
ным изучение молекулярно-генетических особен-
ностей изолятов, циркулирующих на данной тер-
ритории, с помощью современных молекулярных 
методов типирования и определения лекарствен-
ной устойчивости. Известно, что резистентность к 
изониазиду вызывается мутациями и делециями в 
генах inhA, katG, в межгенном регионе oxyR-ahpC. 
Резистентность к рифампицину чаще всего вы-
зываются различными мутациями и делециями в 
«коровом» регионе, размером в 81 п.н., участке 
гена rpoB, кодирующего β-субъединицу ДНК-за-
висимой РНК-полимеразы [4, 5].

В настоящей работе мы впервые провели 
молекулярно-генетическое типирование изолятов, 
циркулирующих на территории г. Астана, Казах-



108 БЮЛЛЕТЕНЬ СО РАМН, ТОМ 31, № 1, 2011 Г.

стан, с помощью методов VNTR-типирования. 
Также были изучены мутации в генах, ассоции-
рованных с возникновением устойчивости к ри-
фампицину и изониазиду, определены их часто-
ты, найдены корреляции между наличием той или 
иной мутации и принадлежностью к определенно-
му генотипу микобактерий.

Материал и методы
В работе были использованы 46 изолятов 

M. tuberculosis, отобранные случайным образом, 
выделенные в течение 2004 г. от больных, про-
живающих в различных районах г. Астана, Ка-
захстан (средний возраст — 40 лет). В выборку 
входили пациенты как женского (13 больных), 
так и мужского пола (33 больных). Преобладали 
больные с диагнозом «инфильтративный тубер-
кулез легких» — 39 человек (85 %); с фиброзно-
кавернозным туберкулезом было 7 человек (15 %), 
с диссеминированным туберкулезом легких — 
7 (15 %), с казеозной пневмонией — 1. Изоляты 
микобактерий туберкулеза выращивали в течение 
4 недель на среде Левенштейна – Йенсена, они 
были протестированы на чувствительность к изо-
ниазиду, этамбутолу, рифампицину, стрептомици-
ну методом минимальных ингибирующих концен-
траций. В данном исследовании были соблюдены 
все биоэтические нормы, получено одобрение 
локального комитета по медицинской этике. Вы-
деление ДНК из культуры M. tuberculosis прово-
дилось согласно методике Dick van Soolingen [6]. 
VNTR-типирование выполняли по ранее описан-
ной методике [7]. Для VNTR-типирования локусов 
ETR A, B, C, MIRU2, MIRU4, MIRU10, MIRU16, 
MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU26, MIRU27, 
MIRU31, MIRU39, MIRU40 проводили полиме-
разную цепную реакцию (ПЦР) в конечном объе-
ме 20 мкл, содержащем 65 мМ трис-HCl (рН 8,9), 
16 мМ (NH4)2SO4, 1,8 мМ MgCl2, 0,05 % Твин 20, 
0,2 мМ дНТФ, 1 мкM соответствующих олиго-
нуклеотидных праймеров, 1 единицу активности 
Taq-ДНК-полимеразы, 1–10 нг геномной ДНК 
M. tuberculosis. Структуры олигонуклеотидных 
праймеров приведены в таблице. Реакцию выпол-
няли на амплификаторе iCycler (Bio-Rad, США) 
с начальной денатурацией при 96 °С (3 мин), да-
лее в течение 33 циклов с денатурацией при 95 °С 
(5 с), отжигом при 60 °С (10 с) и элонгацией при 
72 °С (20 с) [6, 8]. Число копий тандемного повто-
ра рассчитывали в зависимости от размера ПЦР-
фрагмента и фланкирующей области. Структуру и 
число копий повторов выборочно верифицирова-
ли прямым секвенированием амплифицированных 
фрагментов ДНК. Генотип каждого изолята ото-
бражали как набор из 15 цифр, где каждая цифра 
15-значного номера показывала число копий со-
ответствующего тандемного повтора. Статисти-
ческую обработку проводили с использованием 
программного пакета Statistica 6.0 (Statsoft Inc.). 
Кластерный анализ с построением дендрограммы 

выполняли с использованием критерия UPGMA 
(unweighted pair-group average) и метода Neighbor 
Joining (метод объединения ближайших соседей). 
Для определения мутаций в 315-м кодоне гена 
KatG и в 531-м кодоне гена rpoB амплифицирова-
ли фрагмент, содержащий 315-м кодон гена katG, 
и фрагмент, содержащего 531-й кодон гена rpoB. 
Далее продукты амплификации подвергали гидро-
лизу эндонуклеазами рестрикции MspI (С^СGG) и 

Таблица

Нуклеотидные последовательности праймеров, 
используемые в работе

Название 
праймера

Нуклеотидная структура

ETRA1
ETRA2

5’-GATTGAGGGGATCGTGATTGG-3’
5’-CAGCTAGGCACTCCTGAGATTCC-3’

ETRB1
ETRB2

5’-BGCGAACACCAGGACAGCATCATG
5’-GGCATGCCGGTGATCGAGTGG

ETRC1
ETRC2

5’-CCTTATGCTTTGCCTGTTTGACC-3’
5’-TGTTCGGGGTGAGAAGATCG-3’

MIRU02U
MIRU02R

5’-CAGGACACGGGTTCTACTG-3’
5’-GGACTAGGTCGAGGTTGTGTC-3’

MIRU04U
MIRU04R

5’-CAGGTCACAACGAGAGGAAGAGC
5’-GCGGATCGGCCAGCGACTCCTC

MIRU10U
MIRU10R

5’-GACTTCCAACAGCACCGTCTTATC-3’
5’-TCGCACCGATCACGCTACG-3’

MIRU16U
MIRU16R

5’-GTTGGAAACGGCGGTTATTGAC-3’
5’-CGGAGTCGTCCAGCAAGACC-3’

MIRU20U
MIRU20R

5’-TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG -3’
5’-TCACGGTCTCCGCACTAACG-3’

MIRU23U
MIRU23R

5’-CTCACCAGGATCGCCAAACC-3’
5’-TCTGACTCATGGTGTCCAACC-3’

MIRU24U
MIRU24R

5’-GCTTGTGCGGGAAGGCTA-3’
5’-CGATCGCGGATCTTTGCT-3’

MIRU26U
MIRU26R

5’-CCAGCAGTTGAGCACAGTTCG-3’
5’-GGATAGGTCCGAGTTCGATTTCC-3’

MIRU27U
MIRU27R

5’-CGGTGACCAACGTCAGATTC-3’
5’-ACGTGACGGGGCATCTTC-3’

MIRU31U
MIRU31R

5’-CCTTATGCTTTGCCTGTTTGACC-3’
5’-TGTTCGGGGTGAGAAGATCG-3’

MIRU39U
MIRU39R

5’-GTCAACAGACCACTAGACAAGCC-3’
5’-GCAGCGTCCGTACTTCCG-3’

MIRU40U
MIRU40R

5’-GCAAGAGCAAGAGCACCAAGC-3’
5’-TGTCTAATCAGGTCTTTCTCTCACGC-3’

MSPA
MSPB

5’-CGATCTGGTCGGCCCCGAAC-3’
5’-TTCGTCGGGGTGTTCGTCCA-3’

MUT531U
MUT531R

5’-AAACCACAAGCGCCGAATGTC-3’
5’-TCTGATCGGCTCGCTGTC-3’

RPOB1 5’-AACCGCCGCCTGCGTACGGT-3’
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BstPAI (GACNN^NNGTC) соответственно («Сиб-
энзим», г. Новосибирск).

Мутацию в 315-м кодоне гена katG определяли, 
проводя гидролиз 10 мкл продукта амплификации 
с помощью фермента MspI. Общий объем смеси 
составлял 15 мкл. Одну единицу активности фер-
мента добавляли дважды, с интервалом 1 ч, и инку-
бировали при 37 °С. Далее рестрикционную смесь 
анализировали в 8%-ном ПААГ. Фрагменты дли-
ной 72, 57 и 6 п.н. соответствовали аллелю «дикого 
типа» гена katG, фрагменты размером 72, 36, 21 и 
6 п.н. — мутации в 315-м кодоне гена katG.

Для определения мутации в 531-м кодоне гена 
rpoB продукт амплификации подвергали гидроли-
зу эндонуклеазой рестрикции BstPAI. Для этого в 
один из олигонуклеотидных праймеров была вне-
сена замена для создания сайта узнавания данной 
эндонуклеазы в случае присутствия аллеля «дико-
го типа» в амплифицированном фрагменте ДНК. 
Гидролиз проводили 2 ч в 25 мкл с использовани-
ем 20 мкл амплификационной смеси, содержащей 
фрагмент 153 п.н. На каждую реакционную смесь 
брали по 2 единицы активности эндонуклеазы ре-
стрикции BstPAI и инкубировали при 65 °С. Далее 
продукты рестрикции анализировали в 8%-ном 
ПААГ с последующей визуализацией ДНК броми-
стым этидием. Фрагменты длиной 153 п.н. соот-
ветствовали аллелю «мутантного типа», фрагмен-
ты длиной 135 и 18 п.н. — аллелю «дикого типа». 
Прямое секвенирование «коровой» области гена 
rpoB было выполнено на автоматическом секвена-
торе ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems, США) с использованием набора Big dye 3.1.

Результаты и обсуждение
При VNTR-типировании с использованием 

15 полиморфных локусов 46 образцов ДНК M. tu-
berculosis было идентифицировано 23 генетиче-
ских типа. По результатам типирования 26 изо-
лятов входили в кластеры различного размера 
(с коэффициентом различия < 0,1), остальные 
20 изолятов имели уникальный для данной вы-
борки аллельный профиль. На основе результатов 
VNTR-типирования была построена дендрограм-
ма кластеризации изолятов M. tuberculosis (рис.). 
Индекс дискриминации Гюнтера – Хадсона 
(HGDI) данного метода составил 0,848, процент 
кластеризации — 54 %. На данной дендрограмме 
видно одну большую ветвь, состоящую из изоля-
тов M. tuberculosis семейства Beijing, и несколько 
мелких, которые включают в себя уникальные по 
аллельному профилю изоляты. Мы получили, что 
32 изолята (70 %) принадлежат семейству Beijing. 
Кластер, содержащий данные изоляты, был гомо-
генным, что говорит об их недавней трансмиссии. 
Полученные результаты совпадают с литературны-
ми данными: так, при генотипировании изолятов, 
циркулирующих в Казахстане, 70,4 % составля-
ли изоляты, принадлежащие к семейству Beijing, 
причем их кластеризация составила 81 %, что так-
же подтверждает высокую степень трансмиссив-
ности изучаемых изолятов [2]. Стоит отметить, 
что, несмотря на гомогенный кластер генотипа 
Beijing и его преобладание в исследуемой выбор-
ке, профиль резистентности данных изолятов был 
разный. Причиной тому могут быть и различные 
источники заражения, и погрешности в противо-
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Рис.  Дендрограмма кластеризации 46 изолятов M. tuberculosis, выделенных от пациентов, проживающих в г. Астана, 

Казахстан, построенная по результатам VNTR-типирования с использованием 15 полиморфных локусов.
Ось абсцисс — коэффициент различия изолятов, ось ординат — номера изолятов
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туберкулезной терапии у этих пациентов. Аллель-
ный профиль по используемым VNTR-ло кусам 
233325153533424 имели 16 изолятов семей-
ства Beijing, 233315153533424 — 6 изолятов, 
233325173533424 — 4 изолята, у остальных трех 
изолятов был уникальный для данной выборки 
генетический профиль. Изоляты с генетическим 
профилем 233325153533424 и 233325173533424 в 
данной выборке составили 23 %, по литературным 
данным они относятся к типам M2 и М11 соот-
ветственно [9]. Данные изоляты составляют около 
88 % всех изолятов семейства Beijing, циркулиру-
ющих на территории азиатской части РФ [10], и 
77 % — в европейской части РФ [11]. В соседней 
с Казахстаном Киргизии штаммы типа M2 соста-
вили 50 %, а М11 — 2 % [12]. По литературным 
данным, эти изоляты обладают повышенной отно-
сительной приспособленностью и ростом в макро-
фагальных клетках THP-1, высокой способностью 
индуцировать непротективный синтез цитокинов 
и некроз макрофагов [9]. Данные биологические 
характеристики микобактерий способствуют по-
вышенной трансмиссивности и вирулентности, 
поэтому выявление таких штаммов с помощью 
молекулярно-генетических методов будет способ-
ствовать как более эффективному применению 
лекарственной терапии, так и решению стандарт-
ных молекулярно-эпидемиологических задач.

У пациентов с впервые выявленным туберкуле-
зом наибольшее распространение имели изоляты 
семейства Beijing — 11 изолятов (79 %). В группе 
вторично выявленного туберкулеза изоляты се-
мейства Beijing составили 65 % (21 изолят). Таким 
образом, статистически значимых различий между 
количеством изолятов данного генотипа в группе 
первично и вторично выявленного туберкулеза нет 
(χ2 = 0,360, P = 0,5487), что может быть связано 
с особенностями эпидемиологической ситуации в 
данном регионе или организацией сбора материа-
ла. Аналогичные данные были получены в рабо-
те Kubica и соавт., где при типировании изолятов 
M. tuberculosis, циркулирующих на территории Ка-
захстана, изоляты семейства Beijing преобладали в 
группе и первично, и вторично выявленного ту-
беркулеза [2].

2 изолята принадлежало к семейству LAM, с 
генетическими профилями 134323153224222 и 
134314152224222, отличающимися друг от дру-
га одной копией в локусах MIRU20 и MIRU27. 
Остальные 12 изолятов (26 %) мы не смогли отне-
сти ни к одному известному ранее семейству.

Изоляты были протестированы с помощью 
метода минимальных ингибирующих концентра-
ций на устойчивость к изониазиду, рифампицину, 
стрептомицину и этамбутолу. Устойчивость к изо-
ниазиду была обнаружена у 32 изолятов (69 %), к 
рифампицину — у 24 (52 %), к стрептомицину — 
у 36 (78 %), к этамбутолу — у 18 (39 %). 37 изолятов 
(80 %) были устойчивы по крайней мере к одному 

препарату. 23 изолята (50 %) имели множествен-
ную лекарственную устойчивость, т. е. сразу к двум 
препаратам — изониазиду и рифампицину.

Выборка была исследована на наличие мута-
ции в 315-м кодоне гена katG, ответственной за 
возникновение устойчивости к изониазиду. С по-
мощью генотипического теста было выявлено, что 
среди изониазид-устойчивых изолятов 27 (84 %) 
имели замену Ser315Thr гена katG. При этом из 
них 21 изолят (68 %) принадлежал семейству 
Beijing. В России их удельный вес значительно 
выше — 96,8 % изолятов семейства Beijing имеют 
мутацию в 315-м кодоне гена katG [13]. Остальные 
6 изолятов принадлежали к другим семействам. 
У 5 изониазид-устойчивых изолятов не было об-
наружено замены в 315-м кодоне гена katG. Мы 
протестировали данные изоляты на наличие му-
тации в гене ahpC и обнаружили в двух случаях 
замену G→A в 46-й позиции гена, что также обли-
гатно ведет к возникновению устойчивости к изо-
ниазиду. В остальных трех случаях мутаций в гене 
ahpС обнаружено не было, что может говорить о 
нахождении мутаций в других генах или о погреш-
ностях фенотипического теста. Чувствительность 
и специфичность данного теста составили 100 и 
79 % соответственно.

Среди 24 рифампицин-устойчивых изолятов 
только 12 (50 %) имели замену в 531-м кодоне 
гена rpoB. Похожие результаты были получены в 
Китае и в Индии, где мутации в 531-м кодоне гена 
rpoB были зафиксированы в 59,2 и 54,5 % случа-
ев соответственно [14, 15]. Образцы, устойчивые 
к рифампицину, но не имеющие мутации в 531-м 
кодоне гена rpoB, были секвенированы. В 4 случа-
ях (16,6 %) нашли замену в 526-м кодоне, из них в 
двух случаях CAC→TAC, и в двух случаях CAC→ 
CTG. У одного изолята (4 %) замены были в двух 
кодонах — в 511 CTG→CCG и в 515 ATG→ATA, и 
в одном случае (4 %) — в 516-м кодоне GAC→GTC. 
Мутации в 511-м, 515-м, 516-м, 526-м кодонах так-
же ассоциированы с возникновением устойчиво-
сти к рифампицину, однако частота их возникно-
вения меньше, чем в 531-м кодоне. Это связано с 
пониженной относительной приспособленностью 
изолятов, несущих данные мутации в гене rpoB, в 
сравнении с аллелем «дикого типа» [16]. В 6 слу-
чаях (25%) из 24 рифампицин-устойчивых изоля-
тов, мы не нашли мутаций в «коровом» регионе 
гена rpoB, что может говорить о погрешностях фе-
нотипического теста или о существовании иных 
механизмов возникновения лекарственной устой-
чивости мутаций в других генах. Чувствительность 
и специфичность данного анализа составили 95 и 
78 % соответственно.

Только 10 изолятов семейства Beijing (31 %) 
имели мутацию в 531-м кодоне гена rpoB, однако 
из литературных данных известно, что она встре-
чается в 77,3 % случаев в данном семействе [13]. 
Ранее в работе Hillemann и соавт. при типиро-

Дымова М.А. и др. Молекулярно-генетическая характеристика изолятов M. tuberculosis... / с. 107–112



111БЮЛЛЕТЕНЬ СО РАМН, ТОМ 31, № 1, 2011 Г.

вании изолятов, циркулирующих на территории 
Казахстана, было показано статистически досто-
верное (p = 0,027) увеличение частоты мутации в 
531-м кодоне гена rpoB среди изолятов семейства 
Beijing (71,2 %) по сравнению с изолятами, при-
надлежащими к семейству non-Beijing (46,2 %) [3]. 
В исследуемой выборке изоляты семейства Beijing 
не обладают ассоциацией с множественной лекар-
ственной устойчивостью (R = 0,00, p = 1,0000), а 
также с наличием мутаций в 531-м и 315-м кодо-
нах в генах rpoB и katG (R = 0,205293, p = 0,171100, 
R = 0,12766, p = 0,155709 соответственно), это 
отражает конкретную эпидемиологическую си-
туацию на данной территории, где циркулируют 
микобактерии туберкулеза с определенным про-
филем резистентности. Отсутствие корреляции 
между данным генотипом и наличием вышеука-
занных мутаций также зафиксировано в Китае, 
Японии, Корее и Тайване [17]. Таким образом, 
ассоциации генотипа Beijing c мутациями, связан-
ными с возникновением устойчивости, зависят от 
исследуемого региона. Возможными причинами 
этого являются различные курсы лечения, выбор 
антибиотика, индивидуальные особенности паци-
ентов.

Заключение
В данном исследовании впервые охарактеризо-

вали генетическое разнообразие изолятов M. tuber-
culosis, выделенных от пациентов, проживающих в 
г. Астана. Были определены частоты встречаемости 
мажорных мутаций, ассоциированных с возник-
новением устойчивости к изониазиду и рифампи-
цину. Выявлено преобладание изолятов семейства 
Beijing, показана большая гомогенность этого кла-
стера, что еще раз подтверждает его повышенную 
трансмиссивность. В данной выборке встречались 
как устойчивые, так и чувствительные к противо-
туберкулезным препаратам изоляты семейства Bei-
jing, и нами не было показано ассоциации данно-
го семейства с лекарственной устойчивостью, что 
говорит об индивидуальных особенностях данных 
изолятов, циркулирующих на конкретной терри-
тории. В дальнейшем выявление основных фило-
генетических семейств микобактерий туберкулеза 
и описание их свойств, особенно лекарственной 
резистентности, будет способствовать выбору бо-
лее эффективных превентивных мер в борьбе с 
туберкулезом в условиях сложной эпидемической 
ситуации на территории Казахстана.
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Using VNTR-typing for the first time we carried out molecular-genetic investigation of M. tuberculosis isolates, obtained 
from 46 patients with pulmonary tuberculosis living in Astana (Kazakhstan). 23 different genetic profiles have been iden-
tified. The isolates of Beijing family were dominating and consisted of 70 % (32 isolates). The cluster of Beijing family 
possessed considerable genetic homogeneity that is an evidence of increased transmissibility and virulence of this family 
in the investigated territory. Statistically significant differences between the number of isolates of the first time and the 
second time detected tuberculosis were not revealed (χ2 = 0.360, P = 0.5487). The association between Beijing family and 
multidrug resistance was not revealed (R = 0.00, p = 1.0000). In addition, we identified a significant percentage of isolates 
(26 %), referring to yet unidentified families of M. tuberculosis and having individual non clustered genotypes.
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