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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА MIRU-VNTR ДЛЯ 
ПРОВЕДЕНИЯ МОЛЕКУЛЯРНО-ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
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Цель исследования: изучить эффективность применения молекулярно-генетического метода MIRU-VNTR при молекулярно-эпндемно- 
логическнх исследованиях у больных туберкулезом легких.
Материалы и методы: 20 больных с рецидивом туберкулеза легких; 12 больных туберкулезом с гетерорезистентным результатом теста 
на лекарственную чувствительность микобактерий туберкулеза (МБТ); 7 человек, заболевших туберкулезом во время нахождения а меди- 
ко-социалыюм учреждении; взрослый и ребенок из семейного очага туберкулеза, связь между заболеванием которых была сомнительной. 
Проводили сравнение генетического паттерна штаммов М БТ по 9-10 локусам MIRU-VNTR.

Результаты. Рецидивы туберкулеза в 55% случаев связаны с заражением новым штаммом МБТ, остальные случаи -  реактивация эн­
догенного штамма МБТ. При гетерорезисгентных результатах тестов на лекарственную чувствительность М БТ лишь у 1 (8,3%) нз 12 
пациентов обнаружено смешанное инфицирование двумя штаммами МБТ, в остальных случаях были М БТ одного генотипа, но с разной 
лекарственной устойчивостью. Расследование вспышки туберкулеза (7 заболевш их) в закрытом мед нко-соцнальн ом учреждении доказало 
наличие нескольких разных источников заражения. Расследование семейного контакта доказало факт передачи инфекции в семейном 
очаге и установило источник заражения.
Ключевые слова: молекулярно-генетические методы, мнкобакгернн туберкулеза, туберкулез легких, рецидив туберкулеза, вспышка ту­
беркулеза в закрытых учреждениях.
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Goal of the study: to study the efficiency* of using MIRU-VNTR molecular genetic technique tor molecular epidemiological studies among pulmonary 
tuberculosis patients.
Materials and methods: 20 patients with pulmonary tuberculosis relapees, 12 pulmonaiy tuberculosis patients with hecero-resistant results of drug 
susceptibility testing, 7 patients who developed tuberculosis during staying in a medical social unit, one adult and one child exposed to tuberculosis 
in their families with doubtful correlation between their diseases. The genetic pattern of Af. tuberculosis strains for MIRU-VNTR 9-10 loci have 
been compared.
Results. 55% of tuberculosis relapses are related to  infection w ith a new Af. tuberculosis strain, the remaining cases belong to  re-activation 
of the endogenous strain of Af. tuberculosis. In case of hetero-resistant results of DST the mixed infection with two strains of Af. tuberculosis was 
found only in 1 (83% ) out of 12 patients, in the remaining cases Af. tuberculosis belonged to theone genotype but with different resistance patterns. 
Contact tracing of tuberculosis break-out (7 patients) in the closed medical social unit proved the presence of several sources of the infection. 
Contract tracing of the family exposure proved the actual infection transmission in the family and the source of the infection was identified.
Key ivords: molecular genetic techniques, tuberculous mycobacteria, pulmonary tuberculosis, tuberculosis relapse, tuberculosis break-out in closed 
units.

М олекулярно-генетические методы (М ГМ ) 
исследования микобактерий туберкулеза (М БТ ) 
все шире применяются в изучении эпидемическо­
го процесса при туберкулезе [2]. МГМ позволя­
ют достоверно подтвердить источник инфекции 
и установить скрытые контакты, что важно как 
на популяционном уровне, так и в индивидуаль­
ных случаях внутри очагов инфекции [4 |. Одним 
из самых важных вопросов фтизиатрии является 
распространенность повторного заражения М БТ 
(так называемая «суперинфекция») при рецидиве 
туберкулеза [5]. МГМ позволяют сравнить гено­
типы микобактерий у впервые выявленных боль­
ных и при последующем рецидиве заболевания
13].

Трудности в трактовке лекарственной чувстви­
тельности МБТ. определяемой методом Genotype 
MTBDRplus. возникают при получении гетеро- 
резистентного результата, что может быть обу­
словлено как присутствием в организме разных 
штаммов МБТ. так и ошибкой проведения теста 
Инфицирование несколькими штаммами М БТ яв­
ляется клинически значимым явлением и может 
влиять на динамику заболевания. Провести диф­
ференциальную диагностику и определить наличие 
нескольких штаммов М БТу больного невозможно 
без применения методов молекулярно-эпидемио­
логических исследований [7].

МГМ MIRU-VNTR позволяет визуально оце­
нить сходства и различия штаммов МБТ и может
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использоваться в молекулярно-эпидемиологиче­
ских исследованиях.

Цель исследования: изучить эффективность 
применения МГМ MIRU-VNTR при молекуляр­
но-эпидемиологических исследованиях у боль­
ных туберкулезом легких, связанных с опре­
делением частоты повторного заражения МВТ 
при рецидиве заболевания, при трактовке гете- 
рорезистентных результатов тестов лекарствен­
ной чувствительности МВТ. при расследовании 
вспышек туберкулеза в закрытых учреждениях 
и семейных очагах.

Материалы и методы

В ГБУЗ АО «АКПТД» в 2010.2011.2013. 2014 г. 
было зарегистрировано 120 пациентов с рецидивом 
туберкулеза. Для проведения сравнения генотипов 
микобактерий у больных туберкулезом при впервые 
выявленном заболевании (первый эпизод) и при ре­
цидиве туберкулеза (рецидив) было необходимо 
наличие замороженных культур МВТ по обоим 
эпизодам, что имело место лишь у 20 пациентов, 
которые и включены в данное исследование.

В исследование были включены все 12 человек, 
у которых в 2013 г. методом Genotype MTBDRplus 
был выявлен гетерорезистентный результат теста 
на лекарственную чувствительность МВТ.

На возможность включения в исследование были 
проанализированы данные 9 человек, заболевших 
туберкулезом с 2009 по 2011 г. в период нахождения 
в закрытом медико-социальном учреждении. Кри­
терием исключения было отсутствие бактериовы- 
деления. поэтому в исследование вошли 7 человек.

В исследование были включены 2 пациента 
(взрослый и ребенок) из семейного очага туберку­
леза. связь между заболеванием которых была со­
мнительной.

Всего в исследование был включен 41 больной 
туберкулезом.

При изучении источника инфекции, вызвавшего 
рецидив туберкулеза, с использованием молеку­
лярно-генетического типирования но MIRU-VNTR 
[6] проводили сравнение генетического паттерна 
двух штаммов МВТ: первого -  из материала боль­
ного. полученного при первом эпизоде туберкулеза 
и второго, полученного при рецидиве туберкулеза 
Сравнение проводили по 9 локусам MIRU-VNTR. 
Расхождение количества атлелей более чем но 1 ло- 
кусу свидетельствоваю. что реццдив заболевания 
был вызван другим штаммом МВТ.

При изучении случаев гетерорезистентных ре­
зультатов тестов на лекарственную чувствитель­
ность выполняли генотипирование каждого штамма 
по9 локусам MIRU-VNTR. Визуализировалось на­
личие одного или двух аллелей но каждому локусу. 
Наличие двух аллелей по одному локусу или бо­
лее свидетельствовало о присутствии в материале 
от больного двух штаммов МВТ.

При изучении вспышки туберкулеза в закрытом 
медико-социальном учреждении было проведено 
сравнение по 10 локусам MIRU-VNTR образцов 
ДН К МВТ. полученных от 7 пациентов. Одина­
ковый паттерн свидетельствовал об инфицирова­
нии МВТ из одного источника, различия в паттер­
не -  о наличии разных источников заражения [ 1 ].

Тот же принцип использовали при изучении ма­
териала. полученного от 2 пациентов из семейного 
очага.

Результаты исследования

При изучении рецидивов туберкулеза различия 
в паттерне штаммов МВТ по 2-7 локусам были об­
наружены у 11 (55%) больных из 20 (рис. 1-2). Это 
доказывает, что рецидив луберкулеза у них явился 
следствием повторного заражения новым штаммом 
МВТ. несмотря на наличие эндогенной инфекции 
МВТ. с которой был связан первый эпизод заболе­
вания. У остальных пациентов рецидив луберкуле­
за был вызван реактивацией эндогенного штамма 
МВТ. У 7 (63.6%) из 11 больных, заболевших в ре­
зультате повторного заражения МВТ. не совпада­
ла лекарственная устойчивость МВТ. полученных 
в первом эпизоде и при рецидиве, у 2 (18.2%) -  сов­
падала. еще у 2 -  совпадала частично.

При изучении случаев гетерорезистентных ре­
зультатов теста лекарственной чувствительно­
сти МВТ наличие двух аллелей но 5 из 9 локусов 
MIRU было обнаружено у 1 (83% ) из 12 пациен­
тов (рис. 3). Это свидетельствует о том. что лишь 
у этого пациента заболевание было вызвано двумя 
штаммами МВТ. у остальных 11 пациентов были 
МВТ одного генотипа, но с разной лекарственной 
устойчивостью.

При изучении вспышки туберкулеза в закрытом 
медико-социальном учреждении было выявлено, 
что одинаковый паттерн по9 локусам MIRU-VNTR 
имеется у 5 из 7 бальных. Из оставшихся 2 больных 
у одного паттерн ДНК отличался по 3 из 10 локусов. 
еще у одного обнаружено присутствие двух штам­
мов МВТ. о чем свидетельствовала визуализация 
двух аллелей по 7 из 10 локусов M1RU, при этом 
ни один из штаммов не совпадал по паттерну с ла­
ковыми у других пациентов (табл.). Это доказывало 
наличие разных источников инфекции, вызвавших 
вспышку туберкулеза в этом учреждении.

При расследовании случая заболевания ту­
беркулезом в семейном очаге туберкулеза путем 
сравнения культур МВТ. полученных от пред­
полагаемого источника инфекции (взрослого) 
и заболевшего (ребенка), различий в паттерне 
ДН К МВТ не было. Несмотря на то что больной 
(предполагаемый источник инфекции изучае­
мого семейного контакта) проживал в отдален­
ной местности и отрицал тесный контакт с забо­
левшим ребенком, методом MIRU-VNTR была 
выявлена идентичность штаммом МВТ в обоих
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Рис. 1. Снимок агарозного геля с результатом генотипирования двух штаммов МБТ (первый эпизоды рецидив) 
одного из пациентов. Образцы ДНК МБТ первого эпизода и рецидива расположены попарно (обведены). Штрихи 
расположены на одном уровне -  различий в количестве аллелей по 9 локусам MIRUнет, паттерн ДНК МБТ 
одинаков при первач эпизоде и рецидиве
F ig. 1. Im age o f agarose gel га th  genotyping results o f two strains o f  M. tuberculosis (new disease and relapse) o f the same patient. DNA samples 
o f  M. tuberculosis o f  the new  disease andrelapse are located as pairs (in  square). The streaks are located on the same level -  there is no difference 
in the num ber o f alleles fo r  9 M IRU  loci, DNA pattern o f M . tuberculosis is  identical in the new  disease and relapse

— —  —

—

—
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Puc. 2. Снимок агарозного геля с результатом генотипирования двух штаммов МБТ (первый эпизод и рецидив) 
одного из пациентов. Образцы ДНК М БТ первого эпизода и рецидива расположены попарно. Пять пар штрихов 
расположены на разном уровне -  выявлены различия по 5  из 9 яокусов MIRU (обведены), что является 
признаком изменения паттерна ДНК МБТ при рецидиве заболевания
F ig. 2 . Im age o f agarose gel га th  genotyping results o f two strains o f  M. tuberculosis (new disease and relapse) o f the same patient. DNA samples 
o fM .  tuberculosis o f the new  disease andrelapse are located as pairs. Five pairs o f streaks are located a t different levels -  difference was fo u n d  in  5  
out o f 9 M IR U  loci fin  square), which the symptom o f  the change in  M. tuberculosis DNA pattern in  case o f  relapse

случаях, что доказало путь передачи инфекции 
и источник заражения (рис. 4).

Заключение

Молекулярно-генетическое типирование МБТ 
по MIRU-VNTR было успешно применено при мо­
лекулярно-эпидемиологическом расследовании 
и установило следующее:
• Более половины (55%) случаев рецидива ту­

беркулеза было связано с повторным заражением 
новым штаммом М БТ. Остальные случаи были обу­
словлены реактивацией эндогенного штамма МБТ.
• При расследовании случаев гетерорезистентных 

результатов тестов на лекарственную чувствитель­

ность лишь у 1 (8,3%) пациента было обнаружено 
смешанное инфицирование двумя штаммами МБТ, 
в остальных случаях это было обусловлено присут­
ствием МБТ одного генотипа, но с разной лекар­
ственной устойчивостью.
• Расследование вспышки туберкулеза (7 заболев­

ших) в закрытом медико-социальном учреждении 
доказало наличие нескольких разных источников 
заражения.
• Расследование семейного контаста доказало 

факт передачи инфекции в семейном очаге и уста­
новило источник заражения.
• Молекулярно-генетическое типирование 

по MIRU-VNTR необходимо проводить всем боль­
ным туберкулезом с бактериовыделением. выяв-
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Puc. 3. Снимок агарозного геля с результатами генотипирования образцов ДНК МБТ с гетерорезиапентн ым 
результатом ТЛЧ по локусу MIRU2. Стрелкой указано наличие двух аллелей по данному локусу в одном 
из исследуемых образцов -  признак двух видов ДНК в материале
F ig. 3 . Image o f agarose gel w ith genotyping results o f M . tuberculosis DNA samples w ith hetero -resista n t D ST results fo r  M IRU  2  loots. The arrow 
points a t tax? alleles in this locus in one o f the tested samples -  i t  is the sign o f  tw o types o f DNA in the sample

Таблица. Количество аллелей по 9 локусам MIRU-VNTR (МБТ) у 7 пациентов закрытого медико-социального 
учреждения
Table. Number of alleles in 9 MIRU-VNTR loci (M. tuberculosis) in 7 patients from the closed medical social unit.

№ MIRU 16 MIRU 2 MIRU 10 MIRU 4 MIRU 23 MIRU 40 MIRU 27 MIRU 24 MIRU 31 MIRU 26

1 2 2 2 5 1 3 1 3 5
2 3 3 2 6 1 3 1 Э 6

2 3 2 2 2 5 3 3 1 5 7

3 3 2 2 2 5 3 3 1 s 7

4 3 2 2 2 5 3 3 1 5 7

5 3 2 2 2 5 3 3 1 5 7

6 3 2 3 2 5 3 3 2 5 5

7 3 2 2 2 5 3 3 1 5 7

Примечание: полужирным шрифтом указаны различия паттерна.

Рис. 4. Снимок агарозного геля с результатами генотипирования культур МБТ пациентов из семейного очага. 
Образцы ДНК МБТ от обоих пациентов расположены попарно (обведены). Различий по 7 локусам MIRU 
не выявлено
F ig. 4. Image o f agarose gel w ith genotyping results o f M . tuberculosis cultures o f  the patients exposed to  ТВ in the fam ily. DNA samples 
o f M. tuberculosis o f both patients are located as pairs (in cirdes). N o difference has been fo u n d  in 7 M IRU  loci.
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ленным в регионе, что позволит создать базу дан­
ных всех штаммов МБТ. циркулирующих в данной 
местности, и выявить пути распространения инфек­
ции. что позволит полнее описать эпидемический 
процесс в регионе.
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