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Цель исследования: генотипирование штаммов Mycobacterium tuberculosis, выделенных от больных туберкулезом легких в Республике 
Карелия с июня 2013 г. по январь 2014 г.

Результаты. Сполиготипирование 78 штаммов M. tuberculosis выявило их принадлежность к генетическим семействам Beijing (n = 43), T (n = 11), 
URAL (n = 10), LAM (n = 8), Haarlem и Х. Восемь из 24 сполиготипов: SIT1 (Beijing); SIT40, SIT52, SIT53 (T); SIT35 и SIT262 (H3/URAL); SIT42 
(LAM); SIT50 (Haarlem) были представлены двумя штаммами и более. Установлена ассоциация первичной множественной лекарственной 
устойчивости с генотипом Beijing возбудителя, причем 43,8% штаммов M. tuberculosis данного генотипа принадлежали к эпидемиологически 
и клинически значимому кластеру В 0 / ^ 4 8 .  Группа T была представлена только лекарственно-чувствительными штаммами.
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g o a l of the study: genotyping of Mycobacterium tuberculosis strains isolated from pulmonary tuberculosis patients in Kareliya Republic from June 
2013 to January 2014.

resu lts . Spoligotyping of 78 M. tuberculosis strains showed th a t they belonged to families of Beij ing (n = 43), T (n = 11), URAL (n = 10), LAM 
(n = 8), Haarlem and Х. Eight out of 24 spoligotypes: SIT1 (Beijing); SIT40, SIT52, SIT53 (T); SIT35 и SIT262 (H 3/U RA L); SIT42 (LAM); SIT50 
(Haarlem) were represented by two and more strains. The association between primary multiple resistance and Beijing genotype of the mycobacterium 
was defined, and 43 .8% of M. tuberculosis strains of this genotype belonged to В0/W 148 cluster which was of the epidemiological and clinical 
significance. T group was represented by drug susceptible strains only.
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Эпидемическая ситуация по туберкулезу в Р ес­
публике К арелия неоднозначна. С одной стороны, 
в последнее десятилетие наблюдается снижение за ­
болеваемости туберкулезом с 60,1 в 2004 г. до 45,9 
на 100 тыс. населения в 2014 г. (для  сравнения: 
общ ероссийский показатель -  59,5) [1, 7]. О дна­
ко по сравнению  с 2013 г. показатель смертности 
от туберкулеза в 2014 г. увеличился в 1,3 раза и со­
ставил 11,1 на 100 тыс. населения (в С еверо-За­
падном федеральном округе -  7,1). При этом доля 
первичной множественной лекарственной устойчи­
вости (М Л У ) возбудителя возросла с 30,9% в 2008 г. 
до 46,5% в 2014 г. при сохранении высокой частоты 
(более 70%) вторичной М л У [3, 4].

Цель исследования: генотипическая характери­
стика популяции M. tuberculosis на территориях 
Республики Карелия в современных условиях.

М атериалы  и методы

Изучено 78 штаммов M. tuberculosis, выделенных 
с июня 2013 г. по январь 2014 г. в Карельском Р ес­

публиканском противотуберкулезном диспансере 
от эпидемиологически не связанны х больных ту ­
беркулезом легких, жителей двух городских окру­
гов (П етрозаводский и Костомукш ский) и 15 муни­
ципальных районов, среди которых было 56 (71,8%) 
мужчин (22-87/43,8  года) и 22 (28,2%) женщины 
(19-82/42,3 года). Заболевание выявлено впервые 
у 67 (85,9%) больных; 11 (14,1%) ранее получали 
противотуберкулезное лечение. Среди клинических 
форм преобладал инфильтративный туберкулез лег­
ких (78,2%).

Культивирование M. tuberculosis и определение 
лекарственной чувствительности (Л Ч ) изолятов 
возбудителя к основным противотуберкулезны м 
препаратам (П Т П ) проводили стандартным непря­
мым методом абсолютных концентраций. При на­
личии одновременной устойчивости к риф ампи- 
цину и изониазиду штаммы M. tuberculosis считали 
м ультирезистентны м и (М Л У ). Ш ирокую  л екар ­
ственную  устойчивость (Ш Л У ) рассм атривали  
как устойчивость М Л У  ш таммов M. tuberculosis 
к ф торхи н олон ам  и одном у из инъекционны х

* Р а б о т а  в ы п о л н е н а  п р и  п о д д е р ж к е  Р о с с и й с к о г о  н а у ч н о г о  ф о н д а  ( г р а н т о в о е  с о г л а ш е н и е  №  14-14 -00292 ).
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П ТП  -  канамицину, амикацину или капреомицину 
[18]. Образцы Д Н К  вы деляли из чистых культур 
M. tuberculosis согласно [17]; генотипирование осу­
щ ествляли с помощью стандартного метода споли- 
готипирования (spoligotyping) [11]. М етод основан 
на анализе полиморфизма 43 нуклеотидных после­
довательностей (спейсеров), разделяю щ их прямые 
повторы (D irec t Repeats, D R ), линейно располо­
женные в D R -области хромосомы M. tuberculosis. 
Результаты  сп оли готи п и ровани я представляли  
с помощью бинарного кода в формате Excel. М еж ­
дународны й  код сп оли готи п а (S IT ) и п р и н ад ­
леж ность ш таммов возбудителя к генетическим 
семействам (генотипам, лин и ям ) определяли со­
гласно компьютерным базам данных SIT V IT W E B  
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/ SITVITDemo) 
и M IRU -V NTRplus (h ttp ://w w w .m iru-vntrplus.org). 
Дополнительно принадлежность к генотипу LAM 
определяли путем выявления специфической м ута­
ции GAGaGAA в кодоне 103 гена Ag85C (Rv0129c) 
методом П Ц Р  [10], к генотипу U ral -  по числу 
повторов в локусе M IR U 26 с помощ ью  метода 
M IR U -V N T R  [6, 16]. К ластер B 0 /W 1 4 8  геноти­

па Beijing идентиф ицировали по наличию  специ­
фической инсерции IS6110  в межгенном участке 
Rv2664-Rv2665 с помощью мультиплексной П Ц Р
[14]. Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программы EpiCalc2000, вычис­
ляя  х2. Статистически значимыми считали различия 
между группами при доверительном интервале 95%
(p <  0,05).

Результаты

У 78 штаммов M. tuberculosis выявлено 24 проф и­
л я  сполиготипирования (сполиготипа, SIT), из них 
8 были представлены кластерами, вклю чавш ими
2-42 штамма (табл. 1).

Как видно из табл. 1, более половины  (55% ) 
изученных штаммов M. tuberculosis принадлежали 
к генетическому семейству Beijing, представлен­
ному сполиготипами SIT1 (n = 42) и SIT265, что 
сравнимо с 56,3% в 2004-2007 г. [4]. Н а территории 
С ЗФ О , в частности в соседних с Республикой К аре­
лия Ленинградской и М урманской областях, ш там­
мы этого семейства также составляют около поло­

Таблица 1. Профили сполиготипирования штаммов M. tuberculosis
Table 1. Profiles o f spoligotyping o f M. tuberculosis strains

Сполиготип (SIT) Профиль сполиготипирования (спейсеры 1 -  43) Число штаммов м л у / ш л у Генотип SITVITWEB

1 ££££££££££££££££££££££££££££££££££000000000 42 31 Beijing

265 ££££££££££££££££££££££££££££££££££00£000000 1 1 Beijing

40 000000000000000000£0000000000000££££0000000 5 T4

52 00000000000000000000000000000000££££000£000 2 T2

53 00000000000000000000000000000000££££0000000 2 T1

280 000000££££££££££££00000000000000££££0000000 1 T1_RUS2

1255 ££000000000000000000£0£000000000££££0000000 1 T5

35 000000000000£000000000000000£££0££££0000000 H3/Ural*

262 0000000££0000000000000000000£££0££££0000000 2 H3/Ural*

1292 00£0000££000000000£000000000£££0££££0000000 1 H3/Ural*

NEW1 0000£££££££££££0000000000000£££0££££0000000 1 Ural*

NEW2 000000000000£000000000000000£££0££££0£00000 1 1 Ural*

NEW3 0000000000000£000£0££££££££££££0££££0000000 1 Ural*

20 00£00000000000000000££££00000000££££0000000 1 LAM1

42 00000000000000000000££££00000000££££0000000 1 LAM9

251 0000000££££££££££££££££££££00000££££0000000 1 1 T1/LAM **

254 00000000000000££££££££££00000000££££0000000 1 T5_RUS1/LAM **

266 0000000£00000££££££££££££0000000££££0000000 1 1 T1/LAM **

561 0000000000£0£££££££££££££0000000££££0000000 1 T1/LAM **

2246 00000000000000££££££££££00000000££££000£000 1 T5_RUS1/LAM **

50 000000000000000000000000000000£0££££0000000 1 H3

1256 000000£££££00000000000000££££££0££££0000000 1 H1

119 00000000000000000£00000000000000££££0000000 1 X1

237 000000000000000000000000000000£££££££££££££ 1 1 Unknown

Примечание: с -  наличие спейсера; £ -  отсутствие спейсера; * -  согласно базе данных MIRU-VNTRplus [6]; ** -  LAM 
методом ПЦР [10].
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вины популяции M. tuberculosis [5, 13], в то время 
как в Ф инляндии доля генотипа Beijing составляет 
лиш ь около 5% [15].

Ш там м ы  M. tuberculosis  о стал ьн ы х  ген о т и - 
пов (T, U ral, LAM, H aarlem , Х и н екласси ф и ц и ­
рованны й -  U nknow n) бы ли отнесены  к группе 
«non-Beijing» (табл. 1) для сравнения c группой 
Beijing по признаку лекарственной устойчивости. 
Д оля генотипа T, представленного только л екар ­
ственно-чувствительны м и ш таммами, составила 
14,1% (n = 11), как и в М урманской области [13]. 
В Европе, в частности в Ф инляндии, на долю  дан­
ной группы  приходится около 35% ш таммов [9, 
15]. Группа Т является наиболее многочисленной, 
гетерогенной по проф илю  сполиготипирования 
[8] и ф актически искусственно объединяет ф и л о ­
генетически неродственные группы M. tuberculosis. 
В нашем исследовании сполиготипы SIT40, SIT52, 
S IT 53 группы Т были представлены двумя ш там­
мами и более (табл. 1), причем SIT53 является тре­
тьим по частоте встречаемости  в мире согласно 
S IT V IT W E B .

К генотипу H 3 /U ra l  бы ли  отнесены  12,8% 
(n = 10) штаммов, у которых отсутствовали 29-31-й 
и 33-36-й спейсеры в проф иле сполиготипирова- 
ния (табл. 1) и был выявлен один повтор в локусе 
M IR U 26 [6]. Три штамма имели ранее не описан­
ные в S IT V IT W E B  сполигопрофили (N E W ). М Л У  
обладали три из десяти штаммов Ural, в их числе 
два штамма SIT262. Генотип U ral был впервые вы ­
явлен на Урале с частотой встречаемости 15% [12], 
в М урманской области его доля составляет 13,6%, 
в Псковской области -  5,6% [2, 13].

Ш там м ы  ген ети ческой  л и н и и  LAM  (L a tin  
A m erican-M editerranean), второй по распространен­
ности в России после Beijing [8], составили 10,3% 
(n = 8) и были представлены семью сполиготипами 
(табл. 1). И з них SIT251, SIT254, SIT266, SIT561 
и SIT2246 (принадлежащ ие к семейству T соглас­
но S IT V IT W E B ) были отнесены к генотипу LAM 
на основании вы явления однонуклеотидного по­
лим орф изм а GAGaGAA в кодоне 103 гена Ag85C

(Rv0129c) [10]. Интересно, что доли штаммов LAM 
в Карелии, М урманской области и Ф инляндии со­
поставимы, тогда как в Ленинградской и Псковской 
областях превышают 20% [2, 5, 13, 15]. Три мульти- 
резистентных штамма LAM принадлежали к споли- 
готипам SIT42, SIT251 и SIT266 (табл. 1).

С ем ейство H aarlem  представлено двум я спо- 
лиготипами (SIT50, SIT1256) и вклю чало четыре 
штамма (5,1%), из них только один обладал М ЛУ 
(табл. 1).

Неоднородность популяции M. tuberculosis нашла 
отраж ение в распределении ш таммов различны х 
генотипов возбудителя по регионам Карелии. С о­
гласно данным, приведенным в табл. 2, наиболее 
многочисленной и разнообразной была субпопуля­
ция M. tuberculosis Олонецкой Карелии (централь­
ный регион республики, вклю чаю щ ий 8 районов 
и г. Петрозаводск).

С огласно данны м Республиканского противо­
туберкулезного  диспансера, наиболее вы сокий 
уровень заболеваемости населения туберкулезом 
в 2014 г. был зарегистрирован в О лонецком, Ло- 
ухском и Пудожском районах. И з данных районов 
нами изучено 17 ш таммов M. tuberculosis (64% -  
М Л У ), причем 35,3 и 29,4% из них принадлежали 
к генотипам Beijing и Ural.

И з 67 ш таммов M. tuberculosis, полученны х 
от впервые выявленных больных, Л Ч  обладали 28 
(41,8%), причем 23 (82,1%) из них принадлежали 
к группе «non-Beijing» (табл. 3).

Первичная М Л У /Ш Л У  штаммов M. tuberculosis 
B eijing встречалась значительно  чаще, неж ели 
у штаммов прочих генотипов (суммарно), составляя 
77,8% (28 из 36) против 19,4% (6 из 31) (p <  0,001). 
При этом к генотипу Beijing принадлежали 2 из 5 
Ш ЛУ-ш таммов M. tuberculosis, выделенных от впер­
вые выявленных больных инфильтративным и оча­
говым туберкулезом легких. Все штаммы Beijing, 
обладаю щ ие п ервичн ой  М ЛУ, дополн и тельн о  
проявляли устойчивость к стрептомицину, 81,3% 
(n = 26) -  этамбутолу, 53,1% (n = 17) -  канамицину 
и 25% (n = 8) -  офлоксацину.

Таблица 2. Географическое распределение генотипов M. tuberculosis
Table 2 . geographic distribution o f M. tuberculosis genotypes

Генотип

Регионы

Беломорская Карелия 
n = 11

ладож ская Карелия 
n = 8

Олонецкая Карелия 
n = 50

Пудожская Карелия 
n = 9

Beijing 8 6 28 1

T 1 0 8 2

Ural 0 2 4 4

LAM 1 0 6 1

Haarlem 1 0 2 1

X 0 0 1 0

Unknown 0 0 1 0
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Таблица 3. Структура ЛЧ штаммов М. tuberculosis
Table 3 . The structure o f drug susceptible strains o f М. tuberculosis

Штаммы Генотип

Отношение к ПТП

л ч S/H, S + H + E м л у /  ш л у

Впервые выявленных больных

Beijing, n = 36 5 3 28

non-Beijing, n = 31 23 2 6

Ранее леченных больных

Beijing, n = 7 2 1 4

non-Beijing, n = 4 2 0 2

Примечание: S/H -  наличие устойчивости к стрептомицину или изониазиду; S + H + E -  наличие устойчивости 
к стрептомицину, изониазиду, этамбутолу.

У 4 из 11 больных, ранее получавш их лечение, 
сохранена Л Ч  микобактерий и в равных долях вы ­
делены штаммы Beijing и non-Beijing (генотипов Т 
и U ral). Более половины (4 из 6) мультирезистент- 
ных и все Ш ЛУ-ш таммы принадлежали семейству 
Beijing (табл. 3).

С помощью мультиплексной П Ц Р  установлена 
принадлежность 15 (34,9%) из 43 штаммов Beijing 
к кластеру В 0/W 148 [14], причем за исключением 
одного полирезистентного, штаммы данного кла­
стера обладали М Л У /Ш Л У . Д ля сравнения: доля 
штаммов В 0/W 148 M. tuberculosis в Республике К а­
релия в 2007 г. составляла 23,3% всей популяции 
Beijing [4].

Заклю чение

В популяции  M. tuberculosis в Республике К а­
рели я на протяж ени и  последнего десятилетия 
дом инирую т ш таммы  генетического сем ейства 
Beijing, доля которых (около 55%) остается прак­
тически  неизм енной. А нализ результатов гено- 
ти п и рован и я и оп ределен и я Л Ч  ш таммов св и ­
д етельствует  об ассоц и ац и и  п ервичн ой  М Л У  
с генотипом Beijing возбудителя. П ри этом поло­
вина М Л У /Ш Л У -ш там м ов Beijing принадлежала 
к эпидем иологически  и клинически  значим ому 
в России кластеру В 0/W 148. С 2007 г. доля ш там­
мов данного кластера M. tuberculosis Beijing в Р ес­
публике К арелия возросла в 1,5 раза (до 34,9% про­
тив 23,3%), что свидетельствует о необходимости 
соверш енствования лабораторной  диагностики, 
лечения и противоэпидем ических м ероприятий  
с учетом генотипа возбудителя.

А вторы  вы раж аю т б л аго д ар н о сть  стар ш и м  
н аучны м  со тр у д н и к ам  Ф Г Б У  « Н И И  ф ти зи о - 
пульм онологии» Н. Н. М ельниковой  и М. З. До- 
гонадзе за  помощ ь в проведении  лабораторны х 
исследований, главном у врачу Р есп уб ли кан ско­
го противотуберкулезного  диспансера г. П етр о ­
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