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Мета. Визначити генетичні профілі штамів Mycobacterium tuberculosis (МБТ), які цир-
кулюють у м. Києві, за допомогою VNTR-типування (Varied Number of Tandem Repeats 
– типування варіабельних за кількістю тандемних повторів), SNP-типування (Singe 
Nucleotide Polymorphism – поліморфізм поодиноких нуклеотидів)та делеційного ана-
лізу і оцінити ефективність обраної комплексної стратегії генотипування. Методи. 120 
ізолятів від хворих на туберкульоз легень м. Києва охарактеризовано за допомогою 
ПЛР-методів типування: ETR-VNTR (за локусами ETR (Exact Tandem Repeats) A, B, C, 
D, E), SNP-типування групоспецифічних SNP katG463

 та gyrA95 за допомогою ПДРФ- 
аналізу (поліморфізму довжин рестрикційних фрагментів) та делеційного ПЛР-ана-
лізу (делеція TbD1). Результати. Виявлено найрозповсюдженіші генетичні варіанти 
МБТ, які відповідають родинам першої «принципової генотипової групи» (ПГГ-1) Beijing 
(42435) та ПГГ-2 LAM (22232). У популяції 56,7% становили штами ПГГ-1, 29,2 % – 
ПГГ-2 і 14,2 % – ПГГ-3. 92,6 % штамів, що належать до ПГГ-1, становили штами роди-
ни Beijing. Групоспецифічне SNP-типування дещо підвищує дискримінаційну здатність 
VNTR-типування на основі 5 ETR локусів. Висновки. Генотипування на основі SNP- і 
VNTR-типування адекватніше відображає еволюційну спорідненість штамів МБТ, ніж 
VNTR-типування на основі ETR та MIRU, і потребує подальшої оптимізації для підвищен-
ня дискримінаційної здатності методу.

Ключові слова: Mycobacterium tuberculosis complex, генотипування, ETR-VNTR, 
SNP- типування.

Вñòуп. Значн³ зусилля у напряìку боротьби з одн³єю з найнебезпечн³ших 
хвороб людини – туберкульозоì (ÒБ) привели до того, що ÒБ став не т³льки 

вил³ковниì захворюванняì, а й контрольованиì за допоìогою коìплексу за-
ход³в, що поєднують ефективну д³агностику, адекватне повнооб’єìне л³кування 
та соц³ально-еп³деì³олог³чний ìон³торинг [1]. Íа новоìу р³вн³ усв³доìлення 
важливост³ та небезпечност³ ÒБ як сусп³льної загрози пов’язане з коеп³деì³єю 
туберкульозу з ÂІË/ÑÍІÄ, виникненняì ³ поширенняì ìультирезистентних 
штаì³в ÌБÒ та посиленняì ì³грац³йних поток³в.



ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2013, том 11, № 2284

Ю.Î. Чередник, Î.В. Анопрієнко, Н.Г. Горовенко, Ю.І. Фещенко

Ìетоди генетичного типування кл³н³ч-
них штаì³в M.tuberculosis complex (ÌÒÊ) 
довели свою ефективн³сть у контролюван-
н³ ÒБ. Ìаркери типування повинн³, з одного 
боку, ìати певний ступ³нь вар³абельност³ 
для забезпечення високого р³вня дискри-
ì³нац³йної здатност³ ìетоду на основ³ цих 
ìаркер³в, з другого боку – бути достатньо 
стаб³льниìи. Ìоноìорфн³ види, до яких 
належать й патогени людини ³ тварин ÌÒÊ, 
виявили напрочуд низький ступ³нь гетеро-
генност³ посл³довностей їхньої ÄÍÊ [2]. 
Ìетоди, що використовуються для геноти-
пування ³золят³в ÌÒÊ, базуються на р³зних 
за природою повторюваних елеìентах – 
кластеризованих коротких пал³ндроìних 
повторах (локус DR – Direct repeat – осно-
ва ìетоду спол³готипування), розс³юваних 
повторах (MIRU (Mycobacterial inter-
spersed repeat units), ETR (Exact tandem 
repeats) – ì³шен³ ìетоду VNTR-типування 
вар³абельних за к³льк³стю тандеìних пов-
тор³в) та ìоб³льних елеìентах (IS6110 – 
IS6110-ПÄÐФ). Загальною властив³стю 
таких повтор³в є їх ìенша стаб³льн³сть по-
р³вняно з SNP- та LSP-ìаркераìи (пол³-
ìорф³зìоì поодиноких нуклеотид³в ³ дов-
гих посл³довностей), що робить б³льш в³-
рог³дниìи конвергентн³ под³ї, як³ ìожуть 
призводити до детекц³ї фальш-³дентичних 
генотип³в [2, 3]. Проте для виявлення ф³-
логенетично значущих SNP та LSP знадо-
бився тривалий ³ екстенсивний анал³з ге-
ноì³в ÌÒÊ. 

«Золотиì стандартоì» типування ÌÒÊ 
тривалий час був ìетод IS6110-ПÄÐФ, 
оск³льки його дискриì³нуюча здатн³сть 
була (з певниìи застереженняìи) ìакси-
ìальною. Проте, ìаючи й в³доì³ недол³ки 
[4], в³н поступово заì³нюється б³льш 
швидкиìи й зручниìи ПËÐ-ìетодаìи ти-
пування. Äля п³двищення дискриì³нуючої 
здатност³ ПËÐ-типування виникає необх³д-
н³сть у зб³льшенн³ к³лькост³ локус³в, що ана-
л³зуються (з 5 ETR до 24 MIRU, з 43 до 94 
спейсер³в локусу DR) [5, 6]. Öе п³двищує 

варт³сть анал³зу, ускладнює ПËÐ-процеду-
ру ³ ставить питання щодо доц³льност³ їх 
широкого використання у скрин³нгових до-
сл³дженнях, як³ передбачають експрес- 
анал³з великої к³лькост³ зразк³в. 

Ìетою даного досл³дження було визна-
чення генотип³в штаì³в ÌБÒ, що циркулю-
ють у ì. Êиєв³, за допоìогою коìплексного 
п³дходу, що включає ìетоди ETR-VNTR-ти-
пування на основ³ 5 класичних тандеìних 
повтор³в (локуси ETR A, B, C, D, E), SNP-ти-
пування групоспециф³чних SNP katG463

 та 
gyrA95 та характеристику штаì³в на наяв-
н³сть специф³чного для сучасних штаì³в 
M.tuberculosis LSP – делец³ї TbD1, а також 
проведення оц³нки ефективност³ такої 
стратег³ї та анал³з шлях³в ì³н³ì³зац³ї вико-
ристання великої к³лькост³ ì³шеней та ви-
значення най³нфорìативн³ших ìаркер³в.

Ìàòеð³àëè ³ меòодè
Характеристика зразків. Êультури ì³ко-

бактер³й туберкульозного коìплексу отри-
ìано протягоì 2006–2011 рок³в випадко-
виì чиноì в³д 120 хворих на легеневий ту-
беркульоз (ËÒБ) пац³єнт³в: 14 ж³нок 
(11,7 %) та 106 чолов³к³в (88,3 %), що про-
живають у ì. Êиєв³. Ä³агноз туберкульозу 
встановлено л³каряìи-фтиз³атраìи за да-
ниìи рентгенолог³чно-флюорограф³чних 
та кл³н³чних обстежень, п³д час перебуван-
ня пац³єнт³в в ÄÓ «Íац³ональний ³нститут 
фтиз³атр³ї ³ пульìонолог³ї ³ìен³ Ф.Ã. Янов-
ського ÍÀÌÍ Óкраїни» та Êиївськ³й ì³ськ³й 
протитуберкульозн³й л³карн³ №1 з 2006 по 
2011 р³к зг³дно з Íаказоì ÌÎЗ Óкраїни 
№ 384 в³д 09.06.06. 

Культивування штамів та виділення 
ДНК. При надходженн³ хворого в стац³онар 
зразки ìокротиння анал³зували ì³кроско-
п³чниì (забарвлення за Ö³леì-Í³льсеноì) ³ 
ì³кроб³олог³чниìи (пос³в на середовище 
Ëевенштейна-Йенсена) ìетодаìи за стан-
дартниìи ìетодикаìи [7]. Ìатер³алоì для 
ìолекулярно-генетичного досл³дження 
була вид³лена в³д хворих культура ÌБÒ. Âи-
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д³лення ÄÍÊ проводили в³дпов³дно до про-
токолу в ³нструкц³ї виробника тест-систе-
ìи «DNA extraction kit» (Seegene, Inc. 
Korea). Зразки ÄÍÊ накопичували ³ збер³-
гали при –70 °Ñ. Äля аìпл³ф³кац³ї вико-
ристовували 1–3 ìкл з 200 ìкл суперна-
танту, що ì³стив досл³джувану ÄÍÊ. 

Методи генотипування. ETR-VNTR-ти-
пування проводили аналог³чно Frothing-
ham ³з сп³вавт. [8]. За стандартною схеìою 
ÄÍÊ-зразок характеризували сукупн³стю 
чисел к³лькост³ коп³й кожного з 5 тандеì-
них повтор³в (локуси ETR A, B, C, D, E), що 
виражається в п’ятизначноìу ноìер³. По-
л³ìеразну ланцюгову реакц³ю (ПËÐ) вико-
нували за допоìогою Taq-пол³ìерази 
(Fermentas) у 20 ìкл реакц³йної суì³ш³, що 
ì³стила буфер для пол³ìерази, 300 ìкÌ 
dNTP, по 10 pmol пряìого й зворотного 
прайìер³в для кожного з локус³в, 1 од. 
Taq-пол³ìерази ³ досл³джувану ÄÍÊ. Як 
стандарт ìолекулярної ìаси використову-
вали плазì³дну ÄÍÊ pBluescript SK+, об-
роблену рестриктазою MspI.

Прайìери для SNP-типування були 
сконструйован³ за допоìогою програìи 
Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, 
ÑШÀ) (табл. 1). Проводили поступове роз-
д³лення штаì³в: на першоìу етап³ розд³ля-
ли штаìи ПÃÃ-1 та ПÃÃ-2/3, на другоìу – 
ПÃÃ-2 ³ ПÃÃ-3. Äля першого етапу проводи-
ли ПËÐ до SNP katG463. Пол³ìорф³зì 
довжини рестрикц³йних фрагìент³в (ПÄÐФ) 
встановлювали обробкою ПËÐ-продукту 
розì³роì 343 п.н. рестриктазою MspI. 
Ðозì³р фрагìент³в для штаì³в ПÃÃ 2/3 ста-
новив 198 п.н., 80 п.н. i 65 п.н. для штаì³в 
ПÃÃ-1 – 198 п.н. i 145 п.н. Ñистеìа прай-
ìер³в на групо-специф³чну ìутац³ю в поло-
женн³ 95 гена gyrA включала прайìер 
GyrA-F та прайìер GyrA-r1 з ìодиф³кац³-
єю передостаннього нуклеотиду для ство-
рення сайту рестрикц³ї SmaI. Îбробка рес-
триктазою SmaI виявляла ПÄÐФ для шта-
ì³в ПÃÃ-2 – 53 п.н +25 п.н. ПÃÃ-3 – 78 п.н. 
Äля визначення делец³ї TbD1 використо-

вували прайìери TbD1intS.F, TbD1intS.R ³ 
TbD1fla1-F, TbD1fla1-R та уìови реакц³ї 
зг³дно з [9].

Òàбëèця 1. Посл³довност³ прайìер³в, що за-
стосован³ для SNP -типування ÌБÒ

SNP Назви 
праймерів

Послідовності праймерів
(5’-3’)

katG463 F463
R463

ccgacсatgctggccactgacct
cgcttgtcgctaccacggaacg

gyrA95 GyrA-F
GyrА-r1

cgagaccatgggcaactacca
accagggctgggccatgcg-

cacccgg

ПËÐ реакц³ї виконували на аìпл³ф³като-
р³ 2720Tc (Applied Biosysems, ÑШÀ). Про-
дукти ПËÐ розд³ляли в агарозноìу (2,5 – 
3 %) або пол³акрилаì³дноìу (8 %) гелях ³з 
забарвленняì броìистиì етид³єì ³ в³зуа-
л³зували на ÓФ-транс³люì³натор³ з подаль-
шою арх³вац³єю за допоìогою систеìи 
анал³зу результат³в BG62-A2010 Gel Doc 
system Felix 1010 (Biostep, Í³ìеччина).

Аналіз даних. Äан³ частот генотип³в 
представлен³ у вигляд³ середн³х значень та 
стандартного в³дхилення. Äискриì³нац³й-
ний ³ндекс (HGDI – Hunter-Gaston Dis-
criminatory index) [10] розраховували за 
форìулою: 



 
     


1

11 ( 1)
( 1)

s

j j
j

HGDI n n
N N ,

де N – загальна к³льк³сть штаì³в у популя-
ц³ї, S – к³льк³сть генотип³в, nj – к³льк³сть 
штаì³в, що належать до j-ої групи.

Êластерний анал³з ³ побудову дендро-
граì за алгоритìоì UPGMA (Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic means) 
з використанняì коеф³ц³єнта «categorical» 
зд³йснювали за допоìогою програìи у 
баз³ даних MIRU-VNTRplus (http://www.
MIRU-VNTRplus.org) [11]. Ідентиф³кац³ю 
штаìу до певного типу або родини прово-
дили з використанняì бази даних MIRU-
VNTRplus, а також опубл³кованих даних ³н-
ших автор³в [12–14].
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Резуëüòàòè òà обãовоðеííя
Ñтратег³я генотипування, що була за-

стосована для характеристики штаì³в 
ÌБÒ, як³ циркулюють серед хворих ì. Êиє-
ва, заснована на еволюц³йн³й дивергенц³ї 
трьох принципових генотип³чних груп (ПÃÃ 
1, 2, 3) представник³в ÌÒÊ [15]. Штаìи 
M.tuberculosis з урахуванняì пол³ìорф³з-
ì³в katG463, gyrA95 ³ TbD1 ìожна розд³лити 
на 4 еволюц³йн³ групи: група предкових 
штаì³в (TbD1+, katG463

 CTG, gyrA95
 ACC), 

сучасн³ штаìи ÌБÒ ПÃÃ-1 (TbD1-, katG463 

CTG, gyrA95
 ACC) та сучасн³ штаìи МБТ 

ПГГ-2 (TbD1-, katG463
 CGG, gyrA95

 ACC) і 
ПГГ-3 (TbD1-, katG463

 CGG, gyrA95 AGC).
Безпосередньо ETR-VNTR-типування 

дозволяє визначати найрозповсюджен³ш³ 
родини до певної ì³ри спор³днених штаì³в 
³ об’єднувати їх у кластерн³ групи на п³дста-
в³ под³бност³ проф³л³в. Íа першоìу етап³ 
зд³йснювали ETR-VNTR-типування за ло-
кусаìи ETR A, B, C, D (MIRU04) ³ E (MIRU31) 
120 штаì³в ÌБÒ, вид³лених в³д пац³єнт³в у 
ì. Êиєв³, яке виявило 22 р³зних ETR-гено-
типи. Як контрольн³ були генотипован³ ла-
бораторний штаì M.tuberculosis H37Rv та 
M.bovis BCG. Ñеред кл³н³чних штаì³в най-
част³ше зустр³чалися генотипи проф³л³в 
42435 – 56 ³золят³в, 22232 – 12 ³золят³в ³ 
32333 – 7 ³золят³в. Загалоì за результата-
ìи ETR-VNTR-типування 111 ³золят³в вхо-
дили до 13 кластер³в р³зного розì³ру (в³д 
56 до 2). Без додаткових ìаркер³в база да-
них MIRU-VNTRplus не дозволяє ³дентиф³-
кувати б³льш³сть генотип³в, зокреìа 42435 
³ 22232, як³ за даниìи анал³зу ³нших досл³-
джень належать до найрозповсюджен³ших 
як у св³т³, так ³ у країнах колишнього Ðадян-
ського Ñоюзу, родин Beijing та LAM (Latin 
American Mediterranean) [13, 14].

З обраних наìи для генотипування SNP 
та LSP база даних MIRU-VNTRplus ì³стить 
делец³ю TbD1 та SNP katG463. Без ураху-
вання TbD1 деяк³ штаìи т³льки за даниìи 
ETR-VNTR типування були в³днесен³ MIRU-
VNTRplus до штаì³в M.africanum. При ви-

значенн³ наявност³ TbD1 у геноìах в³д³бра-
них ³золят³в, ус³ 120 зразк³в показали деле-
ц³ю ц³єї д³лянки, тобто належали до 
сучасних штаì³в M.tuberculosis. Êон-
трольний штаì M.bovis BCG показав наяв-
н³сть ц³єї д³лянки в геноì³. Ðезультати 
ETR-VNTR-типування з урахуванняì деле-
ц³йного анал³зу у вигляд³ дендрограìи на-
ведено на рисунку.

Ó табл. 2 наведено дан³ частотного роз-
под³лу ETR-алел³в, який дозволяє п³драху-
вати дискриì³нац³йний ³ндекс HGDI, або 
ступ³нь алельного пол³ìорф³зìу, для кож-
ного локусу.

Íа наступноìу етап³ ³золяти були типо-
ван³ по в³дношенню до SNPkatG463 та 
gyrA95

 за допоìогою ПËÐ ³ ПÄÐФ. Зага-
лоì, 68 ³золят³в (56,7 %) були в³днесен³ до 
ПÃÃ-1, 35 (29,2 %) – до ПÃÃ-2 ³ 17 (14,2 %) 
– до ПÃÃ-3. Íа дендрограì³ (рисунок) за-
значено встановлену приналежн³сть шта-
ìу до певної ПÃÃ. ×отири кластерн³ групи 
ì³стили ³золяти, що належать до р³зних 
ПÃÃ, один кластер (32432) поєднував шта-
ìи ПÃÃ-1 ³ ПÃÃ-3 ³ три кластери (32333, 
22232 ³ 42433) – ПÃÃ2 ³ ПÃÃ-3. Òакиì чи-
ноì, ETR-VNTR-типування окреìо ³ ETR-
VNTR та групоспециф³чне SNP-типування 
дають дещо в³дì³нн³ результати кластери-
зац³ї штаì³в ³ ìають р³зн³ дискриì³нуюч³ 
здатност³ (табл. 3).

SNP-типування дозволило точн³ше ви-
значити родини штаì³в ³ оц³нити к³льк³сний 
склад популяц³ї кл³н³чних штаì³в ÌБÒ у 
ì. Êиєв³ (табл. 4).

Òакиì чиноì, структура популяц³ї Êи-
єва загалоì досить гетерогенна, проте 
представлена сучасниìи штаìаìи ÌБÒ 
(TbD1-) з доì³нуванняì штаì³в першої 
ПÃÃ. Штаìи родини Beijing складають аб-
солютну б³льш³сть – щонайìенш 52,5 % в³д 
ус³х проанал³зованих ³золят³в (з урахуван-
няì того, що серед штаì³в, зарахованих до 
групи «³нш³», ПÃÃ-1 теж ìожуть бути 
Beijing-штаìи ) ³ 92,6 % в³д к³лькост³ шта-
ì³в, що належать до ПÃÃ-1. За частотниìи 
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Рèñуíок. Äендрограìа кластеризац³ї 120 ³золят³в ÌБÒ, виявлених в ì. Êиєв³, на основ³ ETR-VNTR-типування 
за локусаìи A, B, C, D ³ E, та делец³йного анал³зу, побудована програìою бази даних MIRU-VNTRplus на основ³ 
алгоритìу UPGMA. П³дкреслено кластери з³ штаìаìи, що належать до р³зних ПÃÃ (позначен³ з³рочкаìи)

Òàбëèця 2. Ðозпод³л ETR-алелей серед ³золят³в ÌБÒ ì. Êиєва

Локус
Кількість ізолятів для вказаних алельних варіантів ETR

HGDI HGDI
інші досл.1 2 3 3s 4 5

ETR-A 20 21 79 0,51 0,554 [16]
0,701 [17]

ETR-B 120 0,0
0,018 [17] 
0,71 [18]

ETR-C 16 12 84 8 0,48 0,419 [16]
0,659 [17]

ETR-D 2 116 1 1 0,06 0,557 [16]
0,089 [17]

ETR-E 1 28 25 7 59 0,663 0,106 [16]
0,636 [17]

характеристикаìи проанал³зована виб³р-
ка, схожа з деякиìи популяц³яìи ÌБÒ Ðо-
с³йської Федерац³ї (близько 50 % штаì³в 
родини Beijing та 9–10 % – LAM) [19–21], 
тод³ як серед кл³н³чних ³золят³в Õарк³вської 
област³ частка штаì³в родини Beijing була 
суттєво нижчою (34 %), а частка LAM зб³га-
лася з встановленою для Болгар³ї (23 % ³ 
22 % в³дпов³дно) [16, 22]. Äо 40 % штаì³в 
Beijing було виявлено в популяц³ї ÌБÒ 
Îдеської област³ [17]. Причини таких роз-

б³жностей в українських популяц³ях, йìо-
в³рно, криються у структурах виб³рок, що 
потребує розширен³шого анал³зу. Присут-
н³сть т³льки TbD1-штаì³в була дещо пе-
редбачуваною з огляду на дан³ ³нших рег³о-
н³в колишнього Ðадянського Ñоюзу, проте 
динаì³чн³ ì³грац³йн³ процеси у св³т³ ìожуть 
вносити свої корективи ³ потребувати при-
ск³плив³шого ìон³торингу.

Îц³нка ступеня алельного пол³ìорф³з-
ìу п’яти ETR-локус³в для штаì³в київської 
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Òàбëèця 3. Пор³вняння двох вар³ант³в типування

Метод Співвідн. поодин./
кластер. ізоляти

Кількість
кластерів

Штами, що 
кластеризуються, % HGDI

ETR-VNTR 9/111 13 92,5 0,763
ETR-VNTR+SNP 12/108 14 90,0 0,768

Òàбëèця 4. Ê³льк³сний склад за ETR- та SNP-генетичниìи проф³ляìи штаì³в ÌÒБ ì. Êиєва

Склад
PGG 1 PGG 2 PGG 3

42435
Bj

42434
Bj

42335
Bj Інші 22232

LAM
32333
Haarl.

42532
UR/Ug

42423
Camer. Інші 32433 22433 Інші

N 56 4 3 5 10 6 7 2 10 6 4 7

% 46,7
±6,8

3,3
±1,6

2,5
±1,3

4,2
±1,8

8,3
±2,8

5,0
± 2,1

5,8
±2,2

1,7
±1,6

8,3
±2,8

5,0
±2,1

3,3
±1,6

5,8
±2,2

Приì³тка. Ñкорочено вказан³ назви с³ìейств: Bj- Beijing; Haarl. – Haarlem; UR/Ug – URAL/Uganda; Camer. – 
Cameroon; Інш. – ³нш³ генотипи.

популяц³ї виявила один низькопол³ìорф-
ний (ETR-D(MIRU04), HGDI < 0,3) ³ один 
ìоноìорфний локус (ETR-B, HGDI=0), що 
зб³гається з даниìи для одеської популяц³ї 
(табл. 2) [17]. Загалоì, ц³ локуси виявля-
ють себе низькопол³ìорфниìи у багатьох 
популяц³ях [13, 23]. Проте ц³каво, що є по-
пуляц³ї з поì³рниìи (в³д 0,3 до 0, 6) ³ нав³ть 
високиìи (>0,6) ³ндексаìи пол³ìорф³зìу 
цих локус³в (табл. 2). Загалоì дискиì³на-
ц³йна здатн³сть ETR та MIRU-локус³в зале-
жить в³д еволюц³йної л³н³ї ÌБÒ, а дискриì³-
нац³йн³ ³ндекси, що значно в³др³зняються, 
ìожуть в³дображати превалювання р³зних 
еволюц³йних л³н³й в обраних рег³онах. Òоìу 
для р³зних територ³й ìожлива ³ доц³льна 
розробка й дещо в³дì³нних стратег³й гено-
типування [17, 23, 24]. Äля рег³он³в ³з пре-
валюванняì родини Beijing слабо³нфор-
ìативниì ìоже бути ìетод спол³готипу-
вання. Òак, при анал³з³ одеської популяц³ї 
HGDI для спол³готипування штаì³в родини 
Beijing становив лише 0,173, а MIRU-
VNTR для 15 локус³в 0,723, що є високиì 
показникоì, проте значно ìеншиì, н³ж 
для штаì³в, що не належать до родини 
Beijing (0,982). При анал³з³ Beijing-штаì³в 
взагал³ лише один локус виявив поì³рний 
пол³ìорф³зì (MIRU26 HGDI>0,3), ³нш³ – 
значно нижч³. Äля 6 ³золят³в дан³ спол³готи-

пування ³ MIRU-VNTR за 15 локусаìи не 
зб³гались, ³ поìилково типували (за одниì 
³з ìетод³в) штаìи родини Beijing [17]. 
Псевдо-Beijing штаìи за даниìи спол³го-
типування вид³ляли ³ в ³нших популяц³ях 
[3]. Ó деяких досл³дженнях роблять висно-
вки про те, що так³ факти ìожуть в³добра-
жати зì³шан³сть культур у цих «³золятах» 
[17]. Проте накопичена на даний час ³н-
форìац³я впевнено св³дчить про те, що ц³ 
дан³ в³дображають ìенш стаб³льну приро-
ду повторюваних елеìент³в ³ конвергентн³ 
под³ї – феноìен, який отриìав назву го-
ìоплаз³я [2]. Ðозрахован³ ³ндекси гоìо-
плаз³ї для р³зних ìетод³в генотипування 
ÌБÒ розпод³ляються по низх³дн³й такиì 
чиноì: 0,463 – для спол³готипування; 
0,236 – 15-локусне MIRU-VNTR; 0,172 – 
24-локусне MIRU-VNTR; 0,006 – SNP-ти-
пування [2].

Îтже, на наш погляд, для точн³шого 
встановлення еп³деì³олог³чних зв’язк³в 
штаì³в до стратег³ї генотипування необ-
х³дно включати стаб³льн³ш³ SNP-ìаркери ³ 
використовувати невеликий наб³р високо-
пол³ìорфних MIRU ³ ETR-локус³в. Äля р³з-
них популяц³й пропонували дещо в³дì³нн³ 
ì³н³ìальн³ набори. Ëокуси MIRU26, 
MIRU31(ETR-E) MIRU40, ETR-A були за-
пропонован³ при досл³дженн³ одеської по-
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пуляц³ї [17]. Íаб³р MIRU40, Mtub04, 
Mtub21, QUB-11b, QUB-26 показав вели-
ку дискриì³нац³йну здатн³сть при типуван-
н³ популяц³ї Болгар³ї [16]. Åкстенсивний 
анал³з SNP M. tuberculosis виявив ³з 212 
пол³ìорфних локус³в ì³н³ìальний наб³р 
SNP, як³ в³дд³ляють 6 ф³логенетично окре-
ìих SNP-кластерних груп (SCG) ³ 5 п³дгруп 
[25]. Òакиì чиноì, на основ³ анал³зу наших 
даних та даних ³нших досл³джень для п³д-
вищення дискриì³нац³йної здатност³ стра-
тег³ї генотипування ìожна запропонувати 
наб³р локус³в ETR-A, ETR-C, MIRU31 
(ETR-E) ³ MIRU26, MIRU40 та, з огляду на 
збагачен³сть київської популяц³ї штаìаìи 
родини Beijing, доповнити групоспециф³ч-
н³ SNP-локусаìи, що под³ляють цю родину 
на п³дгрупи [26, 27].

Вèñíовкè
Ñтратег³я генотипування штаì³в ÌБÒ 

на основ³ коìб³нац³ї SNP-типування ³ 
VNTR-типування б³льш адекватно в³добра-
жає еволюц³йну спор³днен³сть штаì³в, н³ж 
VNTR-типування на основ³ ETR та MIRU, ³ є 
ефективн³шою для вивчення локальних ³ 
глобальних еп³деì³олог³чних зв’язк³в та 
еволюц³йного анал³зу ÌБÒ, але вона потре-
бує подальшої оптиì³зац³ї для п³двищення 
дискриì³нац³йної здатност³.
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Цеëü. Îпределить генетические профи-
ли штаììов Mycobacterium tuberculosis 
(ÌБÒ), циркулирующих в г. Êиеве, с поìощью 
VNTR-типирования (Varied Number of Tandem 
Repeats), SNP-типирования (Singe Nucleotide 
Polymorphism) и делеционного анализа и оце-
нить эффективность такой коìплексной стра-
тегии генотипирования. Ìеòоды. 120 изолятов 
от больных туберкулезоì легких, проживаю-
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ETR-VNTR та групоспецифічне SNP-типування штамів Mycobacterium Tuberculosis, ...

щих в г. Êиеве, были охарактеризованы с по-
ìощью ПÖÐ-ìетодов типирования: ETR-VNTR 
(по локусаì ETR (Exact Tandem Repeats) A, B, 
C, D, E), SNP-типирования группоспецифиче-
ских SNP katG463 и gyrA95 с поìощью ПÄÐФ-а-
нализа (полиìорфизì длины рестрикционных 
фрагìентов) и делеционного ПÖÐ-анализа (де-
леция TbD1). Резуëüòàòы. Âыявлены наибо-
лее распространенные генетические варианты 
ÌБÒ, которые соответствуют сеìействаì ПÃÃ 
-1 Beijing (42435) и ПÃÃ-2 LAM (22232). Â по-
пуляции 56,7 % составляли штаììы ПÃÃ-
1, 29,2 % – ПÃÃ-2 и 14,2 % – ПÃÃ-3, 92,6 % 
штаììов, принадлежащих к ПÃÃ-1, составля-
ли штаììы сеìействаì Beijing. Ãруппоспеци-
фическое SNP-типирование незначительно 
повышает дискриìинационную способность 
VNTR-типирования на основе 5 ETR-локусов. 
Выводы. Ãенотипирование штаììов ÌБÒ на 
основе SNP- и VNTR-типирования более адек-
ватно отражает эволюционное родство штаì-
ìов, чеì VNTR-типирование на основе ETR и 
MIRU, и нуждается в дальнейшей оптиìизации 
для повышения дискриìинационной способ-
ности ìетода.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis 
complex, генотипирование, ETR-VNTR, SNP-
типи рование.
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Aim is to determine the genetic profiles of 
Mycobacterium tuberculosis (MBT) strains 
that circulate in Kyiv by VNTR (Varied Number 
of Tandem Repeats), SNP-typing (Singe 
Nucleotide Polymorphism) methods and 
deletion analysis, and assess the effectiveness 
of the chosen compex strategy of genotyping. 
Methods. 120 isolates from patients 
with pulmonary tuberculosis in Kyiv were 
characterized by PCR typing methods: ETR-
VNTR (for ETR (Exact Tandem Repeats) A, B, 
C, D, E loci), SNP-typing of group-specific 
SNP katG463 and gyrA95 by RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism) and deletion 
PCR analysis (TbD1 deletion). Results. We found 
the most common genetic MBT variants, which 
correspond to the families of the first «principal 
genotypic group» (PGG-1) Beijing (42435) 
and PGG-2 LAM (22232). The population is 
composed of PGG-1 strains (56.7%) PGG-2 
strains (29.2 %), and PGG-3 strains (14.2 %). 
92.6 % of strains belonging to PGG-1 were 
from Beijing family. Group-specific SNP-typing 
somewhat increases the discriminatory ability of 
VNTR-typing based on 5 ETR loci. Conclusions. 
Genotyping based on SNP- and VNTR- typing 
more adequately reflects the evolutionary 
relationship of Mycobacterium tuberculosis 
strains than VNTR-typing based on MIRU and 
ETR and requires further optimization to improve 
the discriminatory ability of the method.
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