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Для відстеження процесу поширення туберкульоз-
ної інфекції в розвинутих країнах впроваджено метод 
генотипування збудника туберкульозу. Цьому сприяло 
відкриття поліморфних ділянок, що повторюються, у 
ланцюжку нуклеотидів в ДНК Mycobacterium tuberculosis. 
Це надало можливість вивчити „молекулярні відбитки 
пальців” — генотипу збудника туберкульозу [14]. 

Застосування генотипування у клініко-епідеміоло-
гічних дослідженнях є визначальним у тих випадках, 
коли необхідно розрізнити первинну і вторинну (набуту) 
медикаментозну резистентність. Якщо генотипові зраз-
ки M. tuberculosis до й під час лікування збігаються, то це 
свідчить про набуття стійкості під час лікування. Причини 
цього можуть бути різні — невдала комбінація або недо-
статні дози препаратів, або недотримання пацієнтом 
рекомендацій щодо лікування. Якщо „молекулярні від-
битки пальців” є різними, тоді це свідчить про повторне 
інфікування (реінфекцію) іншим штамом, що потребує 
корекції протитуберукльозного лікування [17]. 

Також застосування генотипування може допомогти 
в клініко-епідеміологічних дослідженнях, коли треба 
вирішити питання генезу рецидиву — або це результат 
активації мікобактерії, що вже знаходилась в організмі 
людини, або це результат інфікування новим штамом 
[16]. Також цей метод може виявити лабораторну крос-
контамінацію [17]. 

Одним із методів генотипування є VNTR (Variable 
Number Tandem Repeats або Варіативна Кількість 
Тандемних Повторів), що базується на виявленні полі-
морфізму низки мінісателітних ділянок за допомогою 
індивідуальної пари праймерів [2].

Зазвичай, методом VNTR визначається 12, 15 або 24 
локусів. За даними досліджень, проведених на Півдні 
України у попередні роки, роздільна здатність локусів 
VNTR була неоднаковою [4]. Найбільша чутливість спо-
стерігалась при дослідженні локусів MIRU26, MIRU31, 
MIRU40, ETR-A (Exact Tandem Repeat). 

Метою даного дослідження було генотипування M. 
tuberculosis шляхом визначення шести локусів VNTR 
(MIRU10, MIRU26, MIRU31, MIRU39, MIRU40, ETR-A) та вивчен-
ня особливостей генотипу медикаментозно-резистентних 
штамів мікобактерій у хворих на туберкульоз.

Матеріали та методи дослідження
Для вивчення медикаментозної чутливості штамів M. 

tuberculosis був проведений ретроспективний аналіз 
бактеріологічних досліджень, що були виконані у бакте-
ріологічній лабораторії Одеської обласної клінічної про-
титуберкульозної лікарні (ООКПЛ) на протязі 2006 р [3]. 
Для отримання статистичних даних вивчали медичні 
карти пацієнтів, що перебували на лікуванні в ООКПЛ. 
Виділення ДНК культур збудника туберкульозу проводи-
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ли з мокротиння хворих на базі бактеріологічної лабора-
торії ООКПЛ. 

Генотипування проводили за допомогою полімераз-
но ланцюгової реакції (ПЛР) шляхом визначення кількості 
повторів певних локусів, а саме MIRU10, MIRU26, MIRU31, 
MIRU39, MIRU40, ETR-A в генотипі M. tuberculosis. Для кож-
ного локусу використовувалась своя пара праймерів, при 
цьому розмір фрагменту залежав від наявності та кількос-
ті повторів однакових ДНК-послідовностей [4]. 

Для визначення мутацій в кодоні 315 гена katG, що 
обумовлює резистентність M. tuberculosis до ізоніазиду, 
проводили мультиплексну алель-специфічну ПЛР (МАС-
ПЛР) з використанням трьох праймерів [10], з модифіка-
цією [6]. Для визначення мутацій в кодонах 516, 526 та 
531 гена rpoB, що обумовлюють резистентність M. 
tuberculosis до рифампіцину, також проводили МАС-ПЛР 
з використанням інших трьох праймерів [8]. 

Для виявлення приналежності штамів, що досліджу-
ються, до родини Beijing застосовували визначення 
інсерційної послідовності IS6110 в регіоні між генами 
dnaA и dnaN методом ПЛР [12]. Як відомо, штами родини 
Beijing характеризуються більшою медикаментозною 
резистентністю, вірулентністю і поліорганним уражен-
ням організму [9,11].*

Статистичну обробку отриманих матеріалів прово-
дили за допомогою пакету програм Microsoft Excel.

Дана робота є фрагментом комплексної науково-
дослідної роботи, затвердженої МОЗ України 
«Імуногенетичні, епідеміологічні, фармакогенетичні та 
клініко-мікробіологічні аспекти взаємовідносин у систе-
мі „паразит-хозяїн” при туберкульозної інфекції в умовах 
зростання захворюваності на туберкульоз» (№ держреє-
страції 0104U010501).

Результати дослідження та їх обговорення
Загалом було досліджено 106 ДНК-ізолятів. З цього 

числа 46 зразків належало до родини Beijing (43,4 %), 60 
ізолятів — до інших родин (група non-Beijing) (56,6 %). 

Були отримані дані щодо поширеності кількості 
повторів в шести локусах, що досліджувались (табл. 1). 
За кількістю повторів штами родини Beijing найбільш 
відрізнялись від штамів групи non-Beijing за локусами 
MIRU31 і MIRU39. 

Для визначення ефективності методу VNTR типуван-
ня шляхом визначення 6-ти локусів було проведено ана-
ліз поліморфізму та роздільної здатності локусів, що 
досліджувались, в обох групах за допомогою обчислю-
вання індексу Хантера-Гастона. Значення індексу від 0,6 
і більше відзначає високу чутливість методу генотипу-
вання, від 0,3 до 0,6 — помірну чутливість, менше 0,3 — 
низьку чутливість [4].

* Окрему подяку висловлюємо  науковому працівнику 
В. В.Ніколаєвському (National Mycobacterium Reference Unit, London, UK) 

за консультативну допомогу під час виконання даної роботи.
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Так, серед ізолятів родини Beijing, низький полімор-
фізм (низька чутливість) спостерігався у MIRU10 та 
MIRU39; помірний поліморфізм (помірна чутливість) — у 
MIRU40 і ETR-A; високий поліморфізм (висока чутливість) 
— у MIRU26 і MIRU31 (рис. 1,2). В той же час, зазначений 
метод виявив більшу чутливість серед ізолятів групи 
non-Beijing. Так, низький поліморфізм спостерігався у 
MIRU39; помірний поліморфізм — у MIRU31 і високий 
поліморфізм — у MIRU10, MIRU26, MIRU40 і ETR-A. 

Комбіноване визначення всіх шести локусів для 
генотипування як серед ізолятів групи Beijing, так і серед 

зразків групи non-Beijing було високоефективним (0,88 і 
0,93 відповідно). Тобто визначення шести локусів може 
вважатися за достатньо інформативний і чутливий метод 

генотипування, особливо за умов обмеженого матері-
ального забезпечення, коли визначення всіх 12 або 15, 
або 24 локусів є досить складним. Також в літературі є 
дані про генотипування за 6 локусами, але іншими, ніж 
були задіяні в даній роботі [5].

За даними MIRU10-MIRU26-MIRU31-MIRU39-MIRU40-
ETRA типування найбільш поширеною комбінацією в групі 
штамів родини Beijing була 355335 (5 культур), рідше 
зустрічались комбінації 355344, 355345, 356335, 356344, 
365334, 375334, 375344, 385334 (кожна комбінація зустрі-
чалась у 2 ізолятів) і 385345 (3 ізолятів) (табл. 2). Загалом 
серед штамів родини Beijing було виявлено 10 кластерів, 
до яких належало 24 зразка. Решта — 22 зразки — нале-
жали до унікальних ізолятів. Попередні дослідження на 
півдні України виявили, що серед родини Beijing перева-
жали ізоляти з профілями 355334 і 375334 [4]. 

В групі non-Beijing найчастіше відзначались комбіна-
ції 452242 (6 культур); 562242 і 712234 (по 3 культури 
кожна); 353233, 363233, 452252, 553213 (по 2 культури 
кожна). Загалом серед ізолятів групи non-Beijing було 
виявлено 7 кластерів, до яких належало 20 ДНК-ізолятів. 
Решта — 40 культур — належали до унікальних ізолятів. 

Згідно міжнародної бази VNTR, що є на сайті http://
www.MIRU-VNTRplus.org, за даними MIRU10-MIRU26-
MIRU31-MIRU39-MIRU40-ETR A кластери 353233 і 363233 
належать до групи Cameroon (Євро-Американська 
група); найбільш числені кластери 452242 і 452252 — до 
групи LAM (Євро-Американська група); кластер 553213 
— є близьким до групи Haarlem (Євро-Американська 
група); кластер 712234 — до групи URAL (Євро-
Американська група) [13]. 

Із числа 46 ДНК-ізолятів родини Beijing, 27 (58,7 %) 
були мультирезистентными (одночасно резистентні до 
ізоніазиду та рифампіцину), згідно культурального мето-
ду (табл. 2). З’ясувалось, що всі культури з комбінаціями 
355335, 375344 і 385334 були мультирезистентними. Це 
частково співпадає з літературними даними, згідно яких 
ізоляти з профілем 375334 характеризувались високим 
рівнем мультирезистентності [1,15].

Серед 60 ДНК-ізолятів групи non-Beijing, 24 (40,0 %) 
були мультирезистентними. Більша частина штамів з 

Рис. 1. Поліморфізм кількості тандемних повторів локуса 
MIRU26

Рис. 2. Роздільна здатність методу VNTR-типування для ізолятів збудника туберкульозу, що належать до родини Beijing 
або группи non-Beijing 

Локус Штами родини Beijing Штами групи non-Beijing

MIRU10 3 4>3>5

MIRU26 5>7>8 5>1>6

MIRU31 5>6 2>3

MIRU39 3 2

MIRU40 3>4>2 3>4>2

ETR A 4>5 3>2>4

Таблиця 1
Кількість повторів за 6 локусами в генотипі збудника 

туберкульозу

 

 

М – маркер молекулярної ваги; 4,6,13 – 295 пар основ (2 тандемних 
повтори; 2,3,5,8,9-12,14-16 – 540 п.о. (6 тандемних повторів); 1,7  – 
638 п.о. (8 тандемних повторів)  
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комбінацією 452242 (5 з 6 ізолятів) були мультирезис-
тентними. Також всі ізоляти з кластерів 562242 і 712234 
були мультирезистентними.

Кожний другий ізолят з числа 46 зразків родини 
Beijing мав одночасно мутації в кодоні 315 гена katG і 
кодоні 516/526/531 гена rpoB (табл. 2). Було з’ясовано, 
що одночасно мали обидві зазначені мутації всі ДНК-
ізоляти з комбінаціями 375344 і 385334. 

З 60 ДНК-ізолятів групи non-Beijing, лише 15 (25,0 %) 
одночасно мали мутації, що досліджувались, в генах katG 
і rpoB. Більша частина штамів з комбінацією 452242 (5 
культур з 6) і всі штами з комбінацією 712234 одночасно 
мали обидві мутації, що досліджувались. 

Ізоляти родини Beijing кластерів 375334 і 375344 в 
75 % випадків були виділені від хворих, що були ВІЛ-
позитивними; в 50 % випадків хвороба закінчувалась 
смертю хворого; в 100 % хворобі передував контакт з 
хворим на туберкульоз (в половині випадків — в місцях 
позбавлення волі). Для порівняння, серед всіх хворих на 
туберкульоз, які виділяли збудника туберкульозу з роди-
ни Beijing, ВІЛ-позитивними були близько 21,7 % хворих; 
летальний наслідок на протязі першого року спостері-
гався у 8,7 % хворих; контакт з туберкульозними хвори-
ми мав місце у 63,4 % пацієнтів.

Генотипування ізолятів, що були отримані від пацієн-
тів, які одночасно хворіли на туберкульоз і були ВІЛ-

позитивними, має особливе значення, оскільки у цієї 
категорії хворих екзогенна реінфекція є головною при-
чиною швидко прогресуючого туберкульозного проце-
су [1]. За літературними даними, серед родини Beijing 
саме ізоляти з профілем 375334 були звичайними серед 
пацієнтів, які попередньо перебували в місцях позбав-
лення волі [15]. 

Хворі, що виділяли збудник туберкульозу групи non-
Beijing з профілем 553213, у 100 % були ВІЛ-інфіковані, у 
100 % раніше були позбавлені волі.

Медикаментозна резистентність була найбільш 
поширеною саме у ізолятів родини Haarlem, причому, як 
за нашими дослідженнями, так і за даними електронної 
бази. До речі, обидва ізоляти, що є близькими до родини 
Haarlem, були виділені від ВІЛ-інфікованих хворих, які 
також раніше перебували в місцях позбавлення волі. 
Згідно літературних даних в центральному регіоні Росії 
серед ізолятів збудника туберкульозу домінували штами 
родин LAM і Beijing [7]. Ці штами відіграють значну роль 
в поширенні туберкульозної епідемії. 

Висновки
1. Комбіноване визначення шести локусів MIRU10, 

MIRU26, MIRU31, MIRU39, MIRU40 і ETR-A для генотипу-
вання як серед ізолятів групи Beijing, так і серед групи 
non-Beijing було високо ефективним.

Таблиця 2
Поширеність медикаментозної резистентності і низки епідеміологічних факторів серед різних кластерів 

збудника туберкульозу (%)

Примітка. * - Р<0,05

VNTR-кластери 
(кількість ізо-

лятів)

Рівень мутацій в гені
Мультире-

зистентність
ВІЛ-інфекція

Перебування в 
місцях позбав-

лення волі
ТБ-контакт

katG rpoB

Родина Beijing

355335(5) 80,0 60,0 100 20,0 40,0 80,0

355344(2) 0* 0 0 0 0 50,0

355345(2) 100 50,0 50,0 0 50,0 50,0

356335(2) 50,0 50,0 50,0 0 50,0 100

356344(2) 0* 50,0 50,0 0 50,0 50,0

365334(2) 50,0 50,0 50,0 50,0 0 50,0

375334(2) 100 50,0 0 50,0 50,0 100

375344(2) 100 100 100 100* 50,0 100

385334(2) 100 100 100 0 100 100

385345(3) 100 66,7 100 33,3 66,7 66,7

Всі штами (46) 69,6 58,7 58,7 23,9 34,8 65,2

Група non-Beijing

353233(2) 0 0 0 0 0 0

363233(2) 50,0 0 0 0 50,0 100

452242(6) 83,3 83,3* 83,3* 0 0 66,7

452252(2) 50,0 100 0 50,0 0 50,0

553213(2) 100 50,0 50,0 100* 100* 100

562242(3) 66,7 33,3 100* 66,7 33,3 33,3

712234(3) 100 100* 100* 33,3 0 33,3

Всі штами (60) 45,0 33,3 40,0 26,7 26,7 55,0
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2. Серед ізолятів родини Beijing переважали такі 
кластери, як 355335, 355344, 355345, 356335, 356344, 
375334, 375344, 385345, 385334. Серед ізолятів групи 
non-Beijing найпоширенішим був кластер 452242.

3. Високий рівень мультирезистентності є притаман-
ним для кластерів 355335, 375344 і 385334 родини 
Beijing; для кластерів 452242 і 712234 в групі non-Beijing. 
Всі ізоляти кластерів 375344, 385334, 712234 мали мута-
ції в генах katG і rpoB, які обумовлювали резистентність 
до ізоніазиду та рифампіцину відповідно. 

4. Всі ізоляти кластерів 375344 і 553213 були виділені 
з мокротиння хворих, які були ВІЛ-інфікованими і мали 
попередній контакт з туберкульозними хворими.
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ГЕНОТИПИРОВАНИЕ MYCOBACTERIUM 
TUBERCULOSIS ПО ШЕСТИ ЛОКУСАМ 

П. Б. Антоненко, В. Й. Кресюн, Ю. І. Бажора, 
В. В. Годован, К. О. Антоненко

Резюме
Целью данной работы было генотипирование Mycobacterium 

tuberculosis путем определения шести локусов VNTR (MIRU10, 
MIRU26, MIRU31, MIRU39, MIRU40, ETR-A) и определение особеннос-
тей генотипа штаммов M. tuberculosis з лекарственной устойчивос-
тью у больных туберкулезом. 

Локусы MIRU10, MIRU26, MIRU40 и ETR-A проявили высокий 
полиморфизм в группе non-Beijing, локусы MIRU26 и MIRU31 — в 
семействе Beijing. Комбинированное определение шести локусов - 
MIRU10, MIRU26, MIRU31, MIRU39, MIRU40 и ETR-A - для генотипиро-
вания как среди изолятов группы Beijing, так и среди группы non-
Beijing было высоко эффективным. Поэтому генотипирование M. 
tuberculosis по 6-ти локусам может рассматриваться как более про-
стая альтернатива определению 24 локусов.

Среди изолятов семейства Beijing преобладали такие класте-
ры, как 355335, 355344, 355345, 356335, 356344, 375334, 375344, 
385345, 385334. Кластеры 355335, 375334 и 385334 имели высокий 
уровень мультирезистентности и мутаций в генах katG и rpoB. 
Среди изолятов в группе non-Beijing наиболее распространенным 
кластером был 452242, который вместе с кластером 712234 харак-
теризовались высоким уровнем мультирезистентности и высокой 
частотой одновременных мутаций в генах katG и rpoB. Среди ВИЧ-
инфицированных наиболее распространенными кластерами были 
в семействе Beijing 375344 и в группе non-Beijing — кластер 553213.

GENOTYPING OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
BY SIX LOCI

P. B. Antonenko, V. I. Kresyun, Y. I. Bazhora, 
V. V. Godovan, К. О.Antonenko

Summary
The aim of the study was to obtain a genetic profiles of 

Mycobacterium tuberculosis through detection of six VNTR-loci 
(MIRU10, MIRU26, MIRU31, MIRU39, MIRU40, ETR-A) and to deter-
mine the peculiarity of the genotype of drug-resistant M. tuberculo-
sis strains in tuberculosis patients.

Loci MIRU10, MIRU26, MIRU40 і ETR-A have exhibited high 
polymorphism in non-Beijing group, while loci MIRU26 and MIRU31 
— in Beijing family. It was highly effective to detect the combina-
tion of six loci - MIRU10, MIRU26, MIRU31, MIRU39, MIRU40 і ETR-A 
— of Beijing and non-Beijing strains for their genotyping. That’s 
why the genotyping of M. tuberculosis by 6 loci can be proposed as 
more simple alternative for detection of 24 loci.

Among Beijing family isolates there were such dominant clus-
ters as 355335, 355344, 355345, 356335, 356344, 375334, 375344, 
385345, 385334. Clusters 355335, 375334 and 385334 had high 
level of multi-resistance and mutations in katG and rpoB genes. The 
most spreading cluster among non-Beijing isolates was 452242 
which along with cluster 712234 had high level of multi-resistance 
and mutations in katG and rpoB genes. Among HIV-infected 
patients the most prevalent cluster from Beijing family was 375344 
and from non-Beijing group — cluster 553213.


