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Введение
Согласно оценкам ВОЗ, в 2011 году во всём мире туберкулё-

зом заболело порядка 8,7 миллиона человек, а 1,4 миллиона 

умерли от этого заболевания [10]. В Российской Федерации 

во многих случаях туберкулез с лекарственной устойчиво-

стью возбудителя регистрируют у лиц с впервые диагно-

стированным заболеванием. В связи с тем, что лечение этих 

пациентов сопряжено с большими трудностями, выявление 

источников распространения таких штаммов является важ-

ной задачей. Поскольку туберкулёз является заболеванием, 

которое развивается сравнительно медленно, а возбудитель 

туберкулёза – M. tuberculosis – является клональным микро-

организмом, для которого возможна однозначная иденти-

фикация предковых штаммов, использование молекулярно- 

генетических методов штаммовой идентификации позволя-

ет значительно увеличить эффективность эпидемических 

расследований [2].

Предложенный в 2006 году вариант метода MIRU-VNTR 

(mycobacterial interspersed repetitive units – variable number of 

tandem repeats), основанный на анализе 24 локусов в геноме 

туберкулёзного микроба, часто позиционируется как новый 

«золотой стандарт» генотипирования микобактерий тубер-

кулёзного комплекса [16]. Однако для исследований продол-

жают применяться варианты метода, в которых используется 

анализ 6, 12, 15 и 24 локусов. В ряде исследований показано, 

что разрешающая способность метода MIRU-VNTR, основан-

ного на анализе 24 локусов оказывается недостаточной, и мо-

жет быть увеличена при использовании гипервариабельных 
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    Таблица 1.  Олигонуклеотиды и наборы локусов, применяющиеся  для MIRU-VNTR типирования в разных вариантах

Локус Синоним Праймеры Количество  локусов
35 24 15 12

VNTR 0154 MIRU 02 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT + + +

VNTR 0424 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT 
 GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC + + +

VNTR 0569 TCAGCGTGTTTGTTACCC
CTCTCGCCCATACCGGA +

VNTR 0577 ETR-C CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA + + +

VNTR 0580 ETR-D, MIRU 04 GCGCGAGAGCCCGAACTGC
GCGCAGCAGAAACGTCAGC + + + +

VNTR 0595 msx.4 GGCGATGTTGATCGGGAT
TCTAGACGCCAATCACGC +

VNTR 0802 MIRU 40 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA + + + +

VNTR 0960 MIRU10 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT + + + +

VNTR 1443 Mtub16 GGTAATCCTGGTCGCTTGTC
ACCCAAATTGCCCTGGTC +

VNTR 1644 MIRU 16 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC + + + +

VNTR 1895 QUB-1895 GTGAGCAGGCCCAGCAGACT
CCACGAAATGTTCAAACACCTCAAT +

VNTR 1955 Mtub21 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC
CAACATCGCCTGGTTCTGTA + + +

VNTR 1982 QUB-18 CCGGAATCTGCAATGGCGGCAAATTAAAAG
TGATCTGACTCTGCCGCCGCTGCAAATA +

VNTR 2059 MIRU 20 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA + + +

VNTR 2163a QUB 11a,pUCDIa CCCATCCCGCTTAGCACATTCGTA
TTCAGGGGGGATCCGGGA +

VNTR 2163b QUB 11b,pUCDIb CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
CGAAGTGAATGGTGGCAT + + +

VNTR 2165 ETR-A AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT + + +

VNTR 2347 Mtub29 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT
AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC + +

VNTR 2401 Mtub30 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA + + +

VNTR 2461 ETR-B ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT]
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC + +

VNTR 2531 MIRU23 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC + + +

VNTR 2687 MIRU24 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA + + +

VNTR 2996 MIRU26 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG + + + +

VNTR 3007 MIRU27QUB-5 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA + + +

VNTR 3171 Mtub34 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA
GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC + +

VNTR 3192 ETR-E,MIRU31 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
GTGCCGACGTGGTCTTGAT + + + +

VNTR 3232 QUB-3232 TGCCGCCATGTTTCATCAGGATTAA
GCAGACGTCGTGCTCATCGATACA +

VNTR 3239 ETR-F CTCGGTGATGGTCCGGCCGGTCAC
GGAAGTGCTCGACAACGCCATGCC +

VNTR 3336 QUB-3336 ATCCCCGCGGTACCCATC
TTCTACGACTTCGCAACCAAGTATC +

VNTR 3690 Mtub39 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG + + +

VNTR 3820 TGCGCGGTGAATGAGACG
ACCTTCATCCTTGGCGAC +

VNTR 4052 QUB-26 AACGCTCAGCTGTCGGAT
GGCCAGGTCCTTCCCGAT + + +

VNTR 4120 GTTCACCGGAGCCAACC
GAGGTGGTTTCGTGGTCG +

VNTR 4156 OUB-4156 TGACCACGGATTGCTCTAGT
GCCGGCGTCCATGTT + + +

VNTR 4348 MIRU 39 CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT + + +



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ ТУБЕРКУЛЕЗА: МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ

№2_2013 7

локусов [14, 11, 17]. Установлено также, что филогенетическая 

информативность метода MIRU-VNTR, основанного на анализе 

24 локусов, оказывается недостаточной [4].

Целью исследования явилось изучение возможности исполь-

зования дополнительных локусов MIRU-VNTR для увеличения 

разрешающей способности и повышения филогенетической 

информативности метода. В работе использовали 24 локуса, 

предложенные в 2006 году, а также 11 локусов, для которых по 

данным литературы был обнаружен высокий уровень поли-

морфизма.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы. Исследовано 330 клинических 

изолятов M. tuberculosis, выделенных от больных с диагнозом 

«туберкулёз лёгких», обратившихся в медицинские учрежде-

ния г. Тулы в период с июня 2001 г. по июнь 2002 г.

Анализ MIRU-VNTR. Последовательности олигонуклеоти-

дов, использо-вавшихся для анализа MIRU-VNTR представле-

на в таблице 1. ПЦР проводили на амплификаторе DNA Engine 

Dyad фирмы «Bio-Rad» (США) в 25 мкл реакционной смеси, со-

держащей 50 мМKCl, 10 мМTris-HCl, pH 8,8, 0,08 % Nonidet P40, 

1,5-3,0 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого дезоксинуклеотида, 0,4 мкМ 

каждого олигонуклеотида, 1 ед. активности рекомбинантной 

Taq-полимеразы (Хеликон, Россия). Режим амплификации:  

95 °C – 10 мин; 30 циклов: 95 °C – 1 минута, 59 °C – 1 мин, 72 °C –  

2 мин; 72 °C – 10 мин.

Размер ампликона определяли с помощью электрофореза в 

2 %-ном агарозном геле при окрашивании бромистым этиди-

ем с использованием маркеров размеров ДНК «O’RangeRuler 

50 bp DNA Ladder» (Fermentas, Литва) и 50 Base-PairLadder 

(Amersham Pharmacia BiotechInc, США).

Оценку аллельного разнообразия и разнообразия геноти-

пов проводили по коэффициенту Hunter-Gaston [12]. Филоге-

нетический анализ изолятов осуществляли с помощью про-

граммы Populations 1.2.30. Для работы с дендрограммами 

использовали программу NJplot.

Сполиготипирование. Сполиготипирование проводили 

в соответствии с общепринятой методикой [13] с исполь-

зованием набора для сполиготипирования «Spoligotyping 

Kits» (Isogen Biosolutions). Принадлежность изолята к спо-

лигосемейству определяли на основании данных, представ-

ленных в международной базе данных Spol4 [3]. Если спо-

лиготип отсутствовал в базе данных, то принадлежность к 

сполигосемейству определяли на основании алгоритма пред-

ложенного в 2002 году [15]. 

Анализ точечных мутаций в геноме M. tuberculosis. При-

надлежность клинических изолятов к геногруппам, идентифи-

цированным на основании SNP-типирования, осуществляли 

в соответствии с классификацией, предложенной в 2006 году 

[7]. Анализировали нуклеотиды, имеющие в геноме H37Rv ко-

ординаты 0192197, 0473678, 1920118, 2460626, 3111473 и 3352929. 

Анализ данных нуклеотидов позволяет установить принадлеж-

ность к одной из семи кластерных групп, выявленной на осно-

вании анализа точечных мутаций, но не позволяет определить 

принадлежность к подгруппам. Изучение SNP проводили с ис-

пользованием мультиплексной аллельспецифичной ПЦР [6].

Результаты и обсуждение
На основании анализа 35 локусов MIRU-VNTR установлено, что 

большая часть изученных клинических изолятов M. tuberculosis 

(291 – 89 %) является чистыми культурами; 28 клинических изо-

лятов (8 %) являются смесью нескольких штаммов, поскольку 

содержат большое количество двойных аллелей; а 11 изолятов  

(3 %) имеют два аллеля только для одного из изученных локу-

сов. В дальнейшем анализировали только изоляты, не имеющие 

двойных аллелей у изученных локусов (291). При их анализе по 

35 локусам MIRU-VNTR обнаружено 186 паттернов (профилей) 

MIRU-VNTR. Количество повторов варьирует от 0 (для локусов 

ETR-F и VNTR 0569) до 28 (для локуса VNTR 1895). Значения ин-

декса полиморфизма локусов варьируют для данной выборки 

штаммов от 0 до 0,8 (табл. 2), индекс разнообразия профилей 

MIRU-VNTR равен 0,96. Всего обнаружено 185 профилей MIRU-

VNTR: 158 изолятов имеют уникальные MIRU-VNTR профили,  

а 133 изолята входят в состав 27 кластеров.

На основании данных о числе тандемных повторов в 35 ло-

кусах составлена дендрограмма генетического родства (рис. 1). 

На ней штаммы сформировали четыре группы, обозначенные 

как MIRU-VNTR-1, MIRU-VNTR-2, MIRU-VNTR-3, MIRU-VNTR-4.

Таблица 2.  Индексы полиморфизма локусов MIRU-VNTR

Локус h Локус h Локус h Локус h Локус h
MIRU 02 0,49 MIRU 26 0,53 QUB 26 0,73 VNTR 0595 0,01 VNTR 3171 0,06
MIRU 04 0,11 MIRU 27 0,03 ETR A 0,63 VNTR 1443 0,52 VNTR 3232 0,80
MIRU 10 0,64 MIRU 31 0,66 ETR B 0,05 VNTR 1895 0,31 VNTR 3336 0,71
MIRU 16 0,29 MIRU 39 0,48 ETR C 0,69 VNTR 1955 0,60 VNTR 3690 0,58
MIRU 20 0,06 MIRU 40 0,69 ETR-F 0,56 VNTR 1982 0,72 VNTR 3820 0,70
MIRU 23 0,19 QUB-11a 0,71 VNTR 0424 0,59 VNTR 2347 0,07 VNTR 4120 0,68
MIRU 24 0 QUB-11b 0,66 VNTR 0569 0,12 VNTR 2401 0,60 VNTR 4156 0,28

Примечание: h – индекс полиморфизма
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На основании анализа точечных мутаций методом аллель-

специфичной ПЦР определена принадлежность 291 кли-

нического изолята M. tuberculosis к кластерным группам [7]. 

Показано, что в данной выборке присутствуют изоляты, при-

надлежащие ко второй (98 – 33,7 %), третьей (41 – 14,1 %), пятой 

(127 – 43,6 %), и шестой (25 – 8,6 %) кластерным группам SCG. 

При анализе дендрограммы показано, что группа MIRU-VNTR-1 

состоит из 98 штаммов, принадлежащих к сполигосемейству 

Beijing и относящихся к SCG-2.

Группа MIRU-VNTR-2 состоит из 19 изолятов, принадлежащих 

к сполигосемействам Т (11) и Haarlem (8). Все клинические изо-

ляты принадлежали к SCG-3. 

Группа MIRU-VNTR-3 состоит из двух раздельных подгрупп. 

В группу MIRU-VNTR-3a входят 127 изолятов, принадлежащих 

к SCG-5. Изоляты, входящие в SCG-5, принадлежат к пяти спо-

лигосемействам. К сполигосемейству LAM принадлежат 83,4 % 

изолятов (107), а к сполигосемействам LAM3-S-conv, S, T, и U от-

носятся 0,8 % (один), 1,6 % (два), 11,8 % (15) и 1,6 % (два) изоля-тов 

соответственно. В группу MIRU-VNTR-3b входят 25 изолятов. Все 

они принадлежат к SCG-6. К сполигосемейству Т принадлежит 

92,0 % (n 23), а к сполигосемействам U и X принадлежит по од-

ному изоляту.

Группа MIRU-VNTR-4 состоит из 22 изолятов, принадлежа-

щих к SCG-3. Из них к сполигосемейству Haarlеm принадлежит 

86,5 % изолятов (19), к сполигосемейству Т принадлежит 9 % 

изолятов (два), 4,5 % изолятов принадлежит к сполигосемей-

ству Beijing-like (один).

Таким образом, только группа MIRU-VNTR-1 оказалась 

сформирована из клинических изолятов, относящихся к од-

ной филогенетической группе, определённой как на осно-

вании анализа точечных мутаций, так и на основании спо-

лиготипирования. Все остальные группы MIRU-VNTR, хотя и 

Рис. 1. Дендрограмма генетического родства 291 клинического изолята M. tuberculosis, построенная на основании анализа 
35 локусов MIRU-VNTR.
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состояли из изолятов, принадлежащих к одной SCG, но со-

держали также изоляты, принадлежащие к разным споли-

госемействам. Это позволяет сделать вывод, что определе-

ние принадлежности штамма к филогенетической линии, 

на основании его сполиготипа может оказаться ошибоч-

ным [1, 8].

В группе MIRU-VNTR-3a (изоляты, принадлежащие к  

SCG-5) обнаружены 55 изолятов, имеющих одинаковый про-

филь MIRU-VNTR при анализе 35 локусов. Однако изоляты этой 

группы имеют различные сполиготипы: 45 изолятов имеют 

сполиготип 777477607760771, четыре изолята – сполиготип 

777777607760771, пять изолятов – 775740003760771, а один 

изолят – 774000000760771, причем все эти сполиготипы также 

обнаружены у изолятов, не входивших в данный кластер.

Для того чтобы выяснить, не привело ли использование ги-

первариабельных локусов к построению неверной филогене-

тической схемы, была построена дендрограмма на основании 

анализа 24 локусов [16]. Эта дендрограмма оказалась очень 

близка к дендрограмме, построенной на основании анализа 

35 локу-сов. Отличия заключались в том, что при использова-

нии 24-х локусов размер кластера увеличился с 55 до 61 изоля-

та. Количество уникальных типов MIRU-VNTR снизилось с 158 

до 106, индекс разнообразия профилей снизился с 0,96 до 0,94 

(табл. 3). Кроме того, обнаружено, что три клинических изо-

лята, принадлежавшие к SCG-5, оказались сгруппированными 

вместе с изолятами, при-надлежавшими к SCG-6. При этом 

клинические изоляты, принадлежащие к SCG-3, также сформи-

ровали две ветви – группу MIRU-VNTR-2 и группу MIRU-VNTR-4. 

На основании этих данных был сделан вывод, что анализ ги-

первариабельных локусов не приводит к искажению филоге-

нетической информации.

При сполиготипировании установлено, что сполигопат-

терны 377737777760771, 777777377760771 и 777777777760771 

обнаружены у изолятов M. tuberculosis, входящих в группу 

MIRU-VNTR-2 (SCG-3) и группу MIRU-VNTR-3b (SCG-6). Одина-

ковых сполигопаттернов у клинических изолятов из групп 

MIRU-VNTR-2 (SCG-3) и MIRU-VNTR-4 (SCG-3) обнаружено не 

было, несмотря на то, что изоляты в обоих группах относились 

к сполигосемействам Haarlem и T. Это можно объяснить тем, 

что при выборе маркерных мутаций использовали два штам-

ма, относящиеся к SCG-4 и SCG-6. Штаммы, принадлежащие к 

группе SCG-5, находятся на одной филогенетической линии 

со штаммами, принадлежащими к SCG-6. Штаммы, принад-

лежащие к SCG-3c, находятся на одной ветви со штаммами, 

принадлежащими к SCG-4. В то же время группа SCG-3 дистан-

цирована от филогенетических линий SCG-4 и SCG-6. Поэтому 

штаммы группы SCG-3 не могут быть дифференцированы на 

основании анализе точечных мутаций. 

Также не обнаружено ни одного изолята, относящегося к 

кластеру SCG-4, который включает изоляты, принадлежащие к 

сполигосемейству X. Единственный изолят, отнесенный к спо-

лигосемейству Х, имел сполиготип, отсутствующий в между-

народной базе данных, а его принадлежность к данному спо-

лигосемейству была определена на основании эвристических 

алгоритмов [15]. Вероятно, что в изученной коллекции изоля-

тов действительно отсутствовали изоляты, принадлежащие к 

SCG-4. 

В 2007 году возникло предположение, что штаммы  

M. tuberculosis, относящиеся к Европейско-Американскому 

семейству, искусственно разбиты на две филогенетические 

линии при анализе точечных мутаций [9]. Однако, среди из-

ученных в данной работе изолятов M. tuberculosis, отсутствие 

изолятов, принадлежащих к SCG-4, позволяет предположить, 

что эти филогенетические линии являются независимыми.

В 2009 году, на основании анализа последовательностей 

89 генов в геноме возбудителя туберкулёза, была составлена 

филогенетическая схема, хорошо согласующая с данными, по-

лученными при сполиготипировании и анализе геномных де-

леций [4]. На основании анализа сполиготипов и точечных му-

таций авторы данной работы дополнили эту схему, указав на 

ней принадлежность филогенетической линии к SCG (рис. 2).

В настоящее время для штаммов M. tuberculosis, относящих-

ся к сполигосемействам Uganda и Cameroon, а также штаммов 

M. africanum не существует классификации, основанной на 

анализе точечных мутаций. Однако другие филогенетические 

линии могут быть идентифицированы данным методом.

Вероятно, изначально в группу SCG-3 оказались объедине-

ны несколько филогенетических линий M. tuberculosis, в ре-

зультате того, что геномы штаммов, принадлежащие к данной 

группе, не анализировали при поиске маркерных мутаций.  

В данную группу входят штаммы, принадлежащие к споли-

госемействам Haarlem и T, однако эти сполигосемейства не 

состоят из эволюционно независимых штаммов. В 2008 году 

было показано, что в сполигосемейство T оказались объеди-

нены штаммы M. tuberculosis, принадлежащие к SCG-5 и SCG-6 

[5]. Однако согласно данным, полученным в настоящей работе, 

в сполигосемейство T включены также штаммы, принадлежа-

щие к SCG-3. 

Заключение
При изучении структуры популяции M. tuberculosis с ис-

пользованием трех молекулярно-биологических методов 

Таблица 3.  Сравнение вариантов методов MIRU-VNTR, 
основанных на анализе 24 и 35 локусов

Показатель 24 локуса 35 локусов

Hunter-Gaston 0,94 0,96

Изолятов в кластере 61 55

Уникальных генотипов 106 158
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Рис. 2. Дендрограмма молекулярно-генетического родства клинических изолятов M. tuberculosis, построенная на основании 
анализа 89 генов [4].

(MIRU-VNTR, сполиготипирование, анализ точечных мутаций), 

установлено, что каждую группу MIRU-VNTR сформировали 

изоляты, относящиеся к одной SNP-группе, однако четыре из 

пяти SNP-групп содержали изоляты, относящиеся к разным 

сполигосемействам. Это позволяет сделать вывод, что опре-

деление филогенетического родства изолятов M. tuberculosis, 

основыванное только на результатах сполиготипирования, 

может быть ошибочным. Возможно, в ближайшем будущем 

полногеномный анализ позволит построить филогенети-

ческую схему, отражающую реальную эволюцию штаммов  

M. tuberculosis.
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