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Изучены культурально-морфологические и молекулярно-генетические особенности клинического штамма туберкулез-
ного микроба Mycobacterium tuberculosis «Ростов», выделенного в России в 2013 г. из мокроты больного туберкулезом 
человека. Данный штамм отнесен к категории штаммов возбудителя туберкулеза с широкой лекарственной устойчи-
востью (ШЛУ-ТБ или XDR-TB), поскольку он устойчив к четырем противотуберкулезным препаратам первого ряда 
(изониазиду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу) и к четырем противотуберкулезным препаратам второго ряда 
(амикацину, канамицину, капреомицину, офлоксацину). На основании генотипирования методами MIRU-VNTR, споли-
готипирования и анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов на основе IS6110-элемента определена 
принадлежность штамма к генетическому семейству Beijing (Пекин), которое является превалирующим на территории 
Российской Федерации. Экспериментально установлена высокая вирулентность штамма M. tuberculosis «Ростов» для 
мышей линии C57BL, превышающая таковую для лабораторного вирулентного штамма M. tuberculosis H37Rv, что 
выражалось в более быстром и необратимом истощении животных; в большей степени обсемененности микобакте-
риями органов экспериментальных животных; в более выраженной гистологической картине патологических измене-
ний внутренних органов животных. Важной особенностью данного штамма является его более быстрый рост на жид-
ких питательных средах по сравнению с лабораторным штаммом M. tuberculosis H37Rv.
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Т уберкулез (ТБ, TB) является одной из 10 основных при-
чин смерти во всем мире. Эпидемия туберкулеза в 

последние десятилетия является одной из важнейших про-
блем для здравоохранения во всем мире. По оценкам 
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ, WHO), в 
2015 г. в мире зафиксировано 10,4 млн случаев вновь выяв-
ленного TB, в том числе у 5,9 млн (56%) мужчин, 3,5 млн 
(34%) женщин, 1,0 млн (10%) детей. Больше половины (60%) 
новых случаев TB выявлено в шести странах: Индии, 
Индонезии, Китае, Нигерии, Пакистане и Южно-Африканской 
Республике [1]. Высокий уровень заболеваемости TB соче-
тается с высоким уровнем смертности – в среднем по миру 
он составляет 16%, в Африке – 46%, в Юго-Восточной 
Азии – 24%, в Европе – 3,7%. В 2015 г. умерли от туберкуле-
за 1,4 млн человек, а от туберкулеза в сочетании ВИЧ-
инфекцией – еще 0,4 млн человек. Несмотря на то, что 
смертность от TB в 2015 г. снизилась на 22% по сравнению 
с 2000 г., туберкулез остается в списке 10 самых смертонос-
ных инфекций в мире [2]. В отчете ВОЗ 2016 г. с удовлетво-
рением отмечается, что в 2015 г., в результате активных 
действий по профилактике и лечению TB, достигнут про-
гресс, выразившийся в снижении заболеваемости TB на 
1,5% по сравнению с 2014 г. В Российской Федерации дан-
ный показатель составил 4,2% [1].

Однако все больше нарастает значимость туберкулезной 
инфекции, вызванной множественно-устойчивыми вариан-
тами возбудителя туберкулеза Mycobacterium tuberculosis, 
которые устойчивы к противотуберкулезным препаратам 
первого ряда изониазиду и рифампицину. В 2015 г. в мире 
зафиксировано 480 тыс. случаев вновь диагностированно-
го  множественно-устойчивого TB (MDR-TB) и, кроме того, 
100 тыс. впервые выявленного рифампицин-устойчивого TB 
(RR-TB). Вклад MDR-TB и RR-TB очень высок среди заболе-
ваний ранее леченного туберкулеза: в целом по миру этот 
показатель составляет 58%, в Юго-Восточной Азии – 67%, 
в  Западной Океании – 62%, в Европе – 52%, в Африке – 
33%, в двух Америках – 32% [2]. Более 60% MDR-TB и RR-TB 
зарегистрировано в пяти странах: Индии, Китае, Российской 
Федерации, Индонезии и Нигерии. В Российской Федерации 
в 2016 г. у 35% госпитализированных туберкулезных паци-
ентов выявлен MDR-TB и RR-TB, что указывает на суще-
ственный рост данного показателя по сравнению с 2014 г., 
когда он составлял 7% [1, 3].

Результатом продолжающейся эволюции возбудителя ту-
беркулеза в сторону нарастания лекарственной резистент-
ности является выявление среди штаммов MDR/RR-TB воз-
будителей экстремально устойчивого туберкулеза (XDR-TB), 
устойчивых к противотуберкулезным препаратам не только 
первого ряда, но дополнительно устойчивых к фторхиноло-
нам и, по крайней мере, к одному препарату второго ряда – 
капреомицину, канамицину или амикацину. Наибольшее ко-
личество XDR-TB в 2015 г. зарегистрировано в Индии 
(2130), Украине (1206), Российской Федерации (1205) и 
Южной Африке (719). Средний показатель доли XDR-TB 
среди MDR-TB в мире существенно не изменился за послед-
ние годы – 9,7% в 2014 г., 9,0% в 2013 г. и 9,5% в 2015 г. [1].

Опасность нарастания множественной лекарственной 
устойчивости микобактерий туберкулеза усугубляется тем, 
что она коррелирует с увеличением устойчивости данного 
патогена к действию иммунной системы макроорганизма. 
Показано, что некоторые MDR-TB штаммы вызывают пато-
логический процесс, обладающий уникальными особенно-
стями, а именно, отмечается отрицательное влияние на 
развитие иммунитета против туберкулезной инфекции [4]. 
Кроме того, отмечено, что MDR-TB и XDR-TB характеризу-
ются повышенной заболеваемостью [5] и летальностью: 40% 
для MDR-TB и 60–70% для XDR-TB в эндемичных странах 
при использовании традиционных режимов лечения, что яв-
ляется огромной проблемой здравоохранения [6, 7]. 

На основании данных филогеографии TB, в Российской 
Федерации циркулируют несколько генотипов М. tuberculosis: 
(1) доминантное семейство Beijing, характеризующееся высо-
ким уровнем вирулентности и лекарственной устойчивости [8]; 
(2) Латино-Американско-Средиземноморское (LAM) семей-
ство, второе по величине в Российской Федерации и ассоции-
рованное с MDR-TB в некоторых регионах; и (3) Уральское се-
мейство, эндемичное для России, которое считается менее 
трансмиссивным и менее лекарственно устойчивым [9].

Цель данной работы – изучение культурально-морфо
логических и молекулярно-генетических особенностей кли-
нического штамма туберкулезного микроба, выделенного в 
России в 2013 г., определение его уровня лекарственной 
устойчивости и принадлежности к генетическому семейству, 
сравнение его патогенетических свойств с таковыми лабо-
раторного вирулентного штамма M. tuberculosis H37RV на 
мышиной модели туберкулеза.

Cultural-morphological and molecular genetic properties of Mycobacterium tuberculosis clinical strain «Rostov» collected from 
sputum of TB patient in Russia in 2013 were studied. This strain was classified as XDR-TB, because it was resistant to four 
first-line anti-TB drugs (isoniazid, rifampicin, streptomycin, and ethambutol) and four second-line anti-TB drugs (amikacin, 
kanamycin, capreomycin, ofloxacin). M. tuberculosisstrain «Rostov» was attributed to prevalent in Russian Federation TB 
genetic family Beijing by genotyping using MIRU-VNTR, spoligotyping, and IS6110-based restriction fragment length 
polymorphism methods. M. tuberculosis strain «Rostov» is virulent for mouse line C57BL, higher than laboratory strain 
M. tuberculosis H37Rv. It was manifested in faster and irreversible depletion of animals; more mycobacteria dissemination in 
the bodies of experimental animals; in more severe pathological changes of animal parenchymal organs. An important feature 
of this strain is its faster growth on nutrient broth compared to M. tuberculosis H37Rv laboratory strain.
Keywords: XDR-TB, Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis animal model, mouse lineС57BL, TB pathogenesis, Beijing, 
MIRU-VNTR-genotyping, spoligotyping, RFLP-IS6110-typing
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Материалы и методы 

Выделение культуры М. tuberculosis
Образцы мокроты обрабатывали 10% раствором фосфа-

та натрия трехзамещенного и перемешивали со стеклян
ными бусами на приборе Vortex (Scientific Industries, США) в 
течение 10 мин, затем инкубировали при температуре 
(37 ± 1)°С в течение 18–20 ч. Суспензию центрифугировали 
при 3000 об/мин в течение 15 мин. Образовавший осадок 
обрабатывали 6% раствором соляной кислоты (до рН 7,0), 
а затем – дистиллированной водой. Отмытый осадок высе-
вали на питательные среды Левенштейна–Йенсена (ФБУН 
ГНЦПМБ, Оболенск, Россия), Финна 2 (ФБУН ГНЦПМБ, 
Оболенск, Россия) и среду Миддлебрук 7Н10 (BD, США). 
Посевы инкубировали при температуре (37 ± 1)°С в течение 
28 сут. Выросшие колонии микроскопировали, готовили 
мазки и окрашивали по Цилю–Нильсену.

Штаммы бактерий и культивирование
Штамм Мycobacterium tuberculosis «Ростов» выделен из 

образца мокроты мужчины 35 лет с диагнозом «туберкулез 
легких», полученного из ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемио-
логии в Республике Дагестан» в ноябре 2013 г., депониро-
ван в Государственной коллекции патогенных микроорга-
низмов «ГКПМ-Оболенск» под номером B-7601. Вирулентный 
штамм M. tuberculosis H37Rv получен из Государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск». 
Культуры возбудителя туберкулеза выращивали на плотных 
питательных средах, а также в модифицированной жидкой 
питательной среде Middelbrook 7H9 (Himedia, Индия) с до-
бавкой 10% ADC (BD, США) и 0,05% Твина 80с аэрацией в 
атмосферном воздухе в пластиковых флаконах объемом 
100–500 мл в течение 21 дня при температуре 37°С. Куль
туры выращивали до оптической плотности, соответствую-
щей 5 × 107–108 КОЕ/мл, делили на аликвоты по 1 мл и хра-
нили в 10% глицерине при температуре –70°С. Жизнеспо
собность культур при хранении определяли высевами на 
плотную питательную среду Middelbrook 7Н11 (Himedia, 
Индия) с 20% сыворотки крупного рогатого скота.

Видовая идентификация
Микобактерии идентифицировали на приборе MALDI-TOF 

Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Германия). Для этого исполь-
зовали две методики – экстракцию белков трифторуксусной 
кислотой и экстракцию белков муравьиной кислотой, в со-
четании с дезинтеграцией бактериальных клеток цирконие-
выми/кварцевыми шариками.

Определение биохимических свойств
Нитратредуктазную активность и способность к росту на 

среде с тиафенкарбоксигидразидом определяли с помощью 
«Набора питательных сред для ускоренного определения 
лекарственной чувствительности и первичной идентифика-
ции микобактерий туберкулеза» (ТБ тест-набор), регистра-
ционный № ФСР 2007/01366, с. 1/14 (ФБУН ГНЦ ПМБ, 
Оболенск, Россия).

�Определение чувствительности к антибактериальным 
препаратам
Лекарственную чувствительность культур микобактерий к 

противотуберкулезным препаратам 1-го ряда изониазиду 
(1,0 мг/л), рифампицину (40,0 мг/л), стрептомицину (10,0 мг/л) 
и этамбутолу (2,0 мг/л) и к противотуберкулезным препара-

там 2-го ряда амикацину (30,0 мг/л), канамицину (30,0 мг/л), 
капреомицину (30,0 мг/л) и офлоксацину (3,0 мг/л) определя-
ли с помощью «Набора питательных сред для ускоренного 
определения лекарственной чувствительности и первичной 
идентификации микобактерий туберкулеза» (ТБ тест-набор), 
регистрационный № ФСР 2007/01366, с. 1/14 (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Оболенск, Россия) и «Набора питательных сред для 
диагностики XDR-туберкулеза» (XDR-тест), регистрацион-
ный № РЗН 2013/902, с. 2/14 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, 
Россия), в соответствии с инструкцией по применению.

Биоэтические требования
Все протоколы экспериментов на животных одобрены 

Биоэтическим комитетом ФБУН «Государственный научный 
центр прикладной микробиологии и биотехнологии» 
(Разрешение № VP-2016/8) и приведены в соответствие с 
Руководством по обработке, уходу и защите лабораторных 
животных Европейского Союза от 02.07.2007 г. (http://ec.
europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm).

Животные
Самки мышей линии С57BL (возраст 7–8 нед, вес 20–22 г) 

получены из Питомника лабораторных животных ФГБУН 
«Институт биоорганической химии им. академиков М.М.Ше
мякина и Ю.А. Овчинникова» РАН. Животных содержали 
в поликарбонатных клетках при режиме освещения с 7:00 до 
19:00 в виварном помещении уровня безопасности BSL3 
с поддержанием температуры на уровне (22 ± 2)°C и влаж-
ности на уровне (50 ± 10)%. Грызуны получали водопровод
ную воду и мышиный комбикорм PK-120 (Лабораторкорм, 
Россия) ad libitum на протяжении всего исследования. 
Состояние здоровья животных проверяли, по крайней мере, 
два раза в день. В экспериментах использовали минималь-
ное количество животных, необходимое для обеспечения 
статистической достоверности. Животные были разделены 
на группы случайным образом. В данном исследовании ис-
пользованы гуманные методы умерщвления инфицирован-
ных животных – эвтаназия газом CO2 с последующей церви-
кальной дислокацией, осуществляемые хорошо подготов-
ленным персоналом. 

Заражение лабораторных животных
Суспензию клеток микобактерий, замороженную при тем-

пературе минус 70°С, размораживали при комнатной темпе-
ратуре и гомогенизировали инсулиновым шприцем в асепти-
ческих условиях с соблюдением правил техники безопасно-
сти. Готовили десятикратные разведения суспензии в забу-
ференном физиологическом растворе (ЗФР) с 0,05% Твина 
80. Концентрацию микобактерий в суспензии определяли 
высевом на плотную питательную среду Middelbrook 7Н11 
(Himedia, Индия) с 20% сыворотки крупного рогатого скота. 
Заражение животных осуществляли внутривенным введени-
ем суспензии клеток микобактерий в боковую хвостовую 
вену в дозе 5 × 106 КОЕ/мышь [10].

�Определение микобактериальной нагрузки  
в органах животных
Патологоанатомическое вскрытие животных и макроско-

пическое описание проводили, соблюдая правила асептики. 
Паренхиматозные органы (печень, селезенку и легкие) го-
могенизировали в стерильных ступках, добавляя 1 мл ЗФР 
на один орган, высевали 10-кратные разведения на плотную 
питательную среду Middelbrook 7Н11 (Himedia, Индия), со-
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держащую 20% сыворотки КРС. Для подавления посторон-
ней микрофлоры при высеве из исходного разведения гомо-
гената в суспензию добавляли соляную кислоту до концен-
трации 3%. На поверхность плотной питательной среды на-
носили 0,1 мл суспензии соответствующего разведения и 
тщательно растирали шпателем. Засеянные чашки помеща-
ли в полиэтиленовые пакеты и герметизировали. Инкубацию 
проводили при температуре (37 ± 1)°С в течение 25 дней. 
Подтверждение специфичности выросших колоний мико-
бактерий осуществляли с помощью окрашивания по Цилю-
Нильсену и световой микроскопии. Расчет концентрации 
колониеобразующих единиц (КОЕ) производили методом 
подсчета колоний в соответствующем разведении гомогена-
та органа. Экспериментальную погрешность определяли для 
каждого ряда из 5 чашек. Результаты обрабатывали статисти-
чески, с указанием среднего и относительного отклонений. 

Гистологические исследования
Паренхиматозные органы экспериментальных животных 

фиксировали в растворе 10% нейтрального формалина 
(«БиоХим-НН», Россия), обезвоживали в растворах этанола и 
бутанола с повышающимися концентрациями, пропитывали 
парафином и заливали в парафиновые блоки, готовили 
срезы на микротоме Reichert-Jung (Reichert-Jung, Германия) и 
помещали на предметные стекла. Срезы депарафинировали 
в ксилоле, промывали в растворах спиртов с понижающимися 
концентрациями, окрашивали гематоксилин-эозином и за-
ключали в бальзам. Анализ препаратов проводили на микро-
скопе Nikon Eclipse 80i (Nikon, Япония) с использованием 
цифровой камеры Nikon DS-U2 (Nikon, Япония). 

Выделение хромосомной ДНК
Хромосомную ДНК М. tuberculosis выделяли с помощью 

CTAB-метода. Бактериальную культуру (2–3 петли) перено-
сили в микроцентрифужную пробирку «Eppendorf» с 400 мкл 
буферного раствора 1 × ТЕ (10 mM Tris, pH 8,0 и 1 mM EDTA). 
Затем в пробирку добавляли 50 мкл лизоцима (10 мг/мл) и 
инкубировали в течение 2 ч при температуре 37°C. К полу-
ченной суспензии добавляли 75 мкл раствора SDS/протеи-
наза К (70 мкл 10% SDS и 5 мкл протеиназы К), 100 мкл 5M 
NaCl и 100 мкл раствора CTAB/NaCl (4,1 г NaCl, 10 г CTAB, 
80 мл дистиллированной воды). Полученную смесь трясли 
до молочно-белой консистенции и инкубировали в течение 
10 мин при температуре 65°C. После инкубации в пробирку 
добавляли 750 мкл смеси хлороформ/изоамиловый спирт 
(24 : 1), трясли 10 с и центрифугировали при 30 000 g в тече-
ние 5 мин. Затем надосадочную жидкость, содержащую 
ДНК, отбирали в новую пробирку, добавляли 450 мкл изо-
пропилового спирта и инкубировали в течение 10 мин на 
льду. Далее пробирку центрифугировали 15 мин при комнат-
ной температуре при 30 000 g и супернатант удаляли при 
помощи автоматической пипетки. Далее к осадку добавляли 
1 мл 70%-ного перегнанного этанола и центрифугировали 
в  течение 15 мин при температуре +4 °C при 20 000 g. 
Супернатант удаляли, осадок высушивали при комнатной 
температуре и растворяли в 20 мкл дистиллированной воды.

MIRU-VNTR-типирование
Для генотипирования штамма М. tuberculosis «Ростов» 

использовали вариант метода MIRU-VNTR-типирования, 
основанный на анализе 35 локусов хромосомы возбудителя 
туберкулеза [11]. ПЦР проводили на амплификаторе DNA 

Engine Dyad («Bio-Rad», США) в 25 мкл реакционной смеси, 
содержащей 50 мМ KCl, 10 мМ Tris-HCl, pH = 8,8, 0,08% 
Nonidet P40, 1,5–3,0 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого дезоксину-
клеотида, 0,4 мкМ каждого олигонуклеотида, 1 ед. активно-
сти рекомбинантной Taq-полимеразы (Хеликон, Россия). 
Режим амплификации: 95°C – 10 мин; 30 циклов: 95°C – 
1 мин, 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 этидием, 
с  использованием маркеров размеров ДНК «O’RangeRuler 
50 bp DNA Ladder» (Fermentas, Литва) и 50 Base-Pair Ladder 
(Amersham Pharmacia Biotech Inc, США).

Филогенетический анализ
Филогенетический анализ проводили с использованием 

международной базы данных VNTRPLUS (http://www.miru-
vntrplus.org/), содержащей информацию о 186 штаммах 
M. tuberculosis, выделенных в разных странах мира, а также 
с использованием базы данных отдела коллекционных куль-
тур ФБУН «Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии», содержащей данные о 
330 штаммах M. tuberculosis, выделенных на территории 
Тульской области в 2002–2003 гг.

Сполиготипирование
Сполиготипирование штамма М. tuberculosis «Ростов» 

проводили по стандартной методике [12]. По 20 нг хромо-
сомной ДНК амплифицировали с праймерами DRa-5'-Biotin-
ggttttgggtctgacgac-3' и DRb-5'-ccgagaggggacggaaac-3' (Isogen 
Netherlands). ПЦР-смесь готовили в объеме 50 мкл: прямой 
и обратный праймеры – по 20 пмоль; по 0,2 мM каждого 
dNTP (Fermentas, Литва); 10 × Taq буфер с KCl и 1,5  мM 
MgCl2 (Fermentas, Литва); Taq ДНК-полимераза – 5 ед./мкл 
(Fermentas, Литва); хромосомная ДНК – 20 нг. Реакцию ам-
плификации проводили в термоциклере DNA Engine Dyad 
(Bio-Rad, США) при следующем режиме: начальная денату-
рация при 96°C – 3 мин; затем 30 циклов, включающих дена-
турацию при 96°C, – 1 мин, отжиг при 55°C – 1 мин, элонга-
цию при 72°C – 30 с; дополнительный прогрев при 72°C – 
5  мин. Полученные в результате реакции ПЦР-продукты 
прогревали с буфером 2 × SSPE/0,1 % SDS в течение 10 мин 
при температуре 99°C и вносили в каждый слот миниблотте-
ра Miniblotter 45 (Immunetics, Великобритания), в котором 
находилась мембрана с нанесенными на нее 43 спейсерами 
(Isogen, Нидерланды). Гибридизацию проводили в течение 
часа при температуре 60°C, на горизонтальной поверхности, 
не допуская сдвигов мембраны и смешивания образцов в 
соседних слотах. Затем образцы удаляли из слотов мини-
блоттера и мембрану дважды отмывали от непрореагиро-
вавших амплификатов при температуре 60°C в 250 мл буфе-
ра 2 × SSPE/0,5% SDS, предварительно нагретого до такой 
же температуры. Затем мембрану инкубировали в течение 
1  ч при температуре 42°C в буфере 2 × SSPE/0,5% SDS 
с  SA‑HRP (Amersham Biosciences, Великобритания), после 
чего ее дважды отмывали при температуре 42°C в 250 мл 
буфера 2 × SSPE/0,5% SDS и при комнатной температуре в 
буфере 2 × SSPE. Результаты выявляли с помощью хемилю-
минесцентной реакции в соответствии с рекомендациями 
фирмы-производителя (Amersham Biosciences, Великобри
тания). В качестве контрольных образцов использовали ДНК 
штаммов M. tuberculosis H37Rv и M. bovis BCG.
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ДНК-фингерпринтинг на основе IS6110-элемента
Анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 

(ПДРФ) на основе IS6110-элемента осуществляли по мето-
ду [14]. В качестве зонда использовали ПЦР-продукт инсер-
ционного элемента IS6110 (245 п. о.) штамма H37Rv 
M.  tuberculosis. Реакцию амплификации проводили в тер-
моциклере DNA Engine Dyad (Bio-Rad, США). Наличие про-
дукта амплификации проверяли с помощью метода элек-
трофореза в 1 %-ном агарозном геле с последующей ви-
зуализацией ДНК бромистым этидием. В качестве стандар-
та молекулярных масс использовали маркеры ДНК разме-
ром 100  п. о. (Amersham Biosciences, Великобритания). В 
результате амплификации получали ПЦР-продукт разме-
ром 245 п. о. Амплифицированный фрагмент очищали с 
помощью набора DNA Extraction kit (Fermentas, Литва) со-
гласно инструкции фирмы-изготовителя. По 1–1,5 мкг об-
разцов хромосомной ДНК, выделенных из культур M. tuber
culosis, расщепляли с помощью фермента эндонуклеазы 
рестрикции PvuII (Fermentas, Литва) в течение 3 ч при тем-
пературе 37°C. Для разделения фрагментов рестрикции, 
различающихся по молекулярной массе, использовали 
метод электрофоретического разделения в 1 %-ном ага-
розном геле при напряжении 1,0 В/cм в течение 18 ч. Затем 
ДНК-фрагменты переносили на нейлоновую мембрану 
Hybond N+ (Amersham Biosciences, Великобритания) с по-
мощью вакуумного блоттера, модель 785 (BioRad, США) в 
течение 4 ч при давлении 15 см рт. ст. ДНК-фрагменты 
«пришивали» к мембране с помощью прибора UV Crosslinker 
(Crosslinker, США). Затем мембрану переносили в стакан 
для гибридизации с подогретым до температуры 42°C бу-
фером (30 мл золотого гибридизационного буфера, 0,5 M 
NaCl и 5% блокирующего реагента (Amersham Biosciences, 
Великобритания). Стакан помещали в печь для гибридиза-
ции (Amersham Biosciences, Великобритания) и после инку-
бации в течение 1 ч добавляли меченый зонд. Мечение 
зонда осуществляли с помощью ECLтм системы, согласно 
рекомендациям фирмы-изготовителя (Amersham Bioscien
ces, Великобритания). Гибридизацию проводили при темпе-

ратуре 42°C в течение 16 ч. По окончании гибридизации 
мембрану отмывали буферами (0,4 M SDS/0,1 × SSC и 
2  ×  SSC). Хемилюминесцентную детекцию ДНК-фрагмен
тов осуществляли согласно рекомендациям фирмы-изгото
вителя (Amersham Biosciences, Великобритания). Получен
ные ПДРФ-профили обрабатывали с помощью программы 
GelComparII, version 2.5 (Windows 98, Бельгия).

Статистическая обработка данных
Среднее значение и доверительные интервалы рассчиты-

вали с помощью статистической офисной программы 
Microsoft Excel, достоверность различий определяли по па-
раметрическому критерию Стьюдента для р < 0,05.

Результаты и обсуждение

�Культурально-морфологические свойства штамма 
М. tuberculosis «Ростов»
На средах Левенштейна–Йенсена и Финна 2 штамм 

М.  tuberculosis «Ростов» формировал сухие морщинистые 
колонии цвета слоновой кости, на среде Миддлебрук 7Н10 
колонии формировались более плоскими и светлыми. В маз-
ках, окрашенных по Цилю–Нильсену, были выявлены мел-
кие палочки, окрашенные в красный цвет, расположенные 
под углом друг к другу и в виде скоплений. Видовая иденти-
фикация с помощью технологии MALDI в двух вариантах 
пробоподготовки – при экстракции бактериальных белков 
трифторуксусной кислотой и при экстракции белков мура-
вьиной кислотой, с использованием циркониевых/кварцевых 
шариков, показала принадлежность выделенного штамма к 
микобактериям туберкулезного комплекса. Уровень досто-
верности (скор) составил 1,5–1,7.

Показано, что штамм М. tuberculosis «Ростов» харак
теризуется более быстрым размножением клеток по срав-
нению с лабораторным штаммом М. tuberculosis H37Rv. 
Это установлено с помощью сравнения средних показате-
лей оптической плотности жидкой культуры двух штаммов 
в течение 30 дней (рис. 1) и количества КОЕ в этих культу-
рах (рис. 2).
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Рис. 1. Сравнение средних показателей оптической плотности 
при росте М. tuberculosis H37Rv и клинического изолята 
«Ростов» в жидкой питательной среде 7H9.
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Рис. 2. Сравнение средних показателей количества КОЕ при 
росте клеток М. tuberculosis H37Rv и клинического изолята 
«Ростов» в жидкой питательной среде 7H9.
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�Определение биохимической активности  
и лекарственной чувствительности штамма  
М. tuberculosis «Ростов»
Культивирование выделенного в данном исследовании 

клинического штамма М. tuberculosis «Ростов» в течение 
7 сут в реакционных емкостях ТБ тест-набора и XDR-теста, 
разработанных в отделе питательных сред ФБУН ГНЦ ПМБ, 
показало, что данный штамм обладает нитратредуктазной 
активностью, свойственной возбудителю туберкулеза, а 
также способен расти на среде с тиафен-карбоксигидразидом, 
что также является характерной особенностью M. tuberculosis. 
Кроме того, выявлена устойчивость данного штамма к четы-
рем противотуберкулезным препаратам 1-го ряда (изониа-
зиду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу) и четырем 
противотуберкулезным препаратам 2-го ряда (амикацину, 
канамицину, капреомицину, офлоксацину). На этом основа-
нии данный штамм отнесен в категорию с широкой лекар-
ственной устойчивостью.

Динамика изменения веса тела зараженных мышей
Показатель истощенности животных в мышиных моделях 

экспериментального туберкулеза является надежным при-
знаком динамики патогенетического процесса. Результаты, 
представленные на рисунке 3, показывают необратимое и 
сильное истощение животных, зараженных клиническим 
штаммом «Ростов», по сравнению с животными, зараженны-
ми лабораторным штаммом М. tuberculosis H37Rv (мыши 
групп 2 и 3). По резкому уменьшению веса животных, зара-
женных клиническим изолятом «Ростов», можно сделать 
вывод о более выраженной патогенности данного штамма, 
по сравнению с лабораторным штаммом M. tuberculosis 
H37RV. 

�Изучение патогенности штаммов М. tuberculosis H37Rv 
и М. tuberculosis «Ростов» на мышиной модели 
туберкулеза
Для изучения патогенности исследуемого клинического 

варианта М. tuberculosis в экспериментах была использова-
на мышиная модель. Микобактерии туберкулеза патогенны 

для мышей, в особенности для линии C57BL, на которой 
были проведены эксперименты. 

На рисунке 4 приведены экспериментальные данные по 
сравнению гибели мышей лини C57BL при заражении кон-
трольным М. tuberculosis H37Rv и клиническим вариантом 
М. tuberculosis «Ростов».

Эксперименты показали, что клинический штамм имеет 
большую вирулентность, и большинство зараженных им жи-
вотных гибнут в течение первых 3 мес после инфици
рования.

�Патоморфологическая картина внутренних органов 
зараженных мышей линии С57BL 
Внешний осмотр мышей на 30-е сутки после внутривен

ного заражения выявил, что наиболее характерные приз
наки туберкулеза имеются у мышей, зараженных клиниче-
ским штаммом М. tuberculosis «Ростов»: все мыши имели 
признаки крайнего истощения, их шерсть была тусклой, 
взъерошенной. Мыши, зараженные штаммом М. tuberculosis 
H37Rv, имели слабо выраженную истощенность и гладкую 
шерсть. У мышей, зараженных лабораторным штаммом 
М.  tuberculosis H37Rv, наблюдали типичное протекание ту-
беркулезного процесса с характерным изменением внутрен-
них органов: незначительно увеличенная селезенка, ярко 
окрашенная; печень гладкая, интенсивно-коричневая, объем 
в норме; объем легких в норме, они бледно-розового цвета, 
с вкраплениями бледной массы (рис. 5А). Иная картина за-
фиксирована у мышей, зараженных клиническим штаммом 
«Ростов»: на вскрытии особенно выражено истощение жи-
вотного; селезенка увеличена, кровенаполнена, тусклая, 
дряблая; печень темно-коричневого цвета с множественны-
ми узелковыми вкраплениями; легкие интенсивно гипереми-
рованы, с крупными узлами (рис. 5Б). 

На основании внешнего осмотра органов больных живот-
ных, инфицированных клиническим штаммом, возможно 
сделать вывод об отличном от классического (вызванного 
заражением лабораторным штаммом М. tuberculosis H37Rv) 
протекании патогенеза туберкулеза у мышей. Поражения 
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Рис. 3. Изменение веса тела мышей линии С57BL. Группа 1 – кон-
трольная (неинфицированные мыши); группа 2 – мыши, зараженные 
внутривенно туберкулезным штаммом M. tuberculosis H37RV в дозе 
5 × 106 КОЕ/мышь; группа 3 – мыши, зараженные внутривенно кли-
ническим штаммом «Ростов» в дозе 5 × 106 КОЕ/мышь.
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тривенно штаммами М. tuberculosis H37Rv и М. tuberculosis 
«Ростов» в дозе 5 × 106 КОЕ/животное.
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органов, вызванные этим штаммом возбудителя, выражены 
в большей степени. 

�Обсемененность микобактериями паренхиматозных 
органов зараженных животных
Наиболее важным показателем интенсивности протека-

ния туберкулеза у мышей является показатель обсеменен-
ности легких и селезенки микобактериями туберкулеза. 
Экспериментальные данные по оценке количества КОЕ 
микобактерий в органах животных, зараженных штаммами 
М. tuberculosis H37Rv и М. tuberculosis «Ростов», показыва-
ют, что клинический штамм более интенсивно размножа
ется в паренхиматозных органах экспериментальных живот-
ных (рис. 6).

�Патологические изменения паренхиматозных  
органов зараженных животных
Результаты гистологического исследования мышей линии 

С57BL, зараженных лабораторным штаммом M. tuberculosis 
H37Rv в дозе 5 × 106 КОЕ внутривенно, показали типичную 
для мышиной модели картину. В легких мышей патологи
ческая картина представлена преимущественно периваску-
лярными плотными инфильтратами из лимфоцитов и макро-
фагов, что делает возможным предположить интенсивную 
защитную реакцию организма животного на патоген. В пече-
ни микроскопических отклонений от нормы не выявлено. 
В  лимфатических фолликулах белой пульпы селезенки 
имеет место активность центров размножения, красная пуль-
па заполнена большим количеством лимфоцитов и плазма-
тических клеток, что свидетельствует об активации клеточ-
ного звена иммунитета. В паховом лимфатическом узле вы-
явлены обширные центры пролиферации лимфоцитов. 
Отмечается активация макрофагов, которые образуют оча-
говые скопления среди лимфоцитов, что может быть интер-
претировано как индукция клеточного иммунитета (рис. 7А).

При заражении животных клетками клинического штам-
ма «Ростов» наблюдали картину гистологических срезов, 
четко отличающуюся от описанной выше. В отдельных 
участках долей легких, в результате небольшого увеличе-
ния количества макрофагов, имеет место слабо выражен-
ное диффузное утолщение межальвеолярных перегородок, 
в этом случае мы наблюдаем невыраженную реакцию орга-
низма на патоген. Необходимо отметить, что возбудитель 
туберкулеза клинического штамма выявляется на срезе 
легкого в большом количестве, что также можно интерпре-
тировать как особенность патологии легких, вызванной 

Рис. 5. Патологические изменения в органах мышей линии C57BL на 30-й день после заражения их штаммами M. tuberculosis H37Rv (А) 
и «Ростов» (Б): 1 – общий вид вскрытой мыши; 2 – селезенка; 3 – печень; 4 – легкое.
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Рис. 6. Изменение количества КОЕ возбудителей туберкулеза 
в органах мышей линии С57BL.
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данным штаммом. В печени встречается небольшое количе-
ство гранулем, в которых, наряду с макрофагами, имеется 
значительное количество полиморфноядерных лейкоцитов, 
что говорит об интенсивном размножении возбудителя и 
о патологическом воспалении. В красной пульпе селезенки 
преобладают плазматические клетки, что свидетельствует 
об отсутствии ответа клеточного звена иммунитета и о раз-
витии интенсивного антительного ответа. Паховый лимфа-
тический узел равномерно заполнен малыми лимфоцитами, 
т.е. не отличается от лимфатического узла интактного жи-
вотного (рис. 7Б).

На основании вышеизложенных фактов можно заклю-
чить, что инфицирование мышей внутривенным введением 
клеток клинического штамма M. tuberculosis «Ростов» при-
водит к изменениям в легких животных, состоящим в незна-
чительном увеличении количества макрофагов в некоторых 
межальвеолярных перегородках. При этом макрофаги име
ют относительно узкую цитоплазму, в отличие от широко-
плазменных макрофагов, инфильтрирующих легочную ткань 
при заражении мышей клетками штамма M. tuberculosis 
H37Rv. Инфильтрация легких мышей лимфоцитами, в слу-
чае заражения их клиническим штаммом, не выявлена. 
Приведенные результаты показывают, что изучаемый кли-

нический штамм возбудителя туберкулеза не активирует 
защитных реакций макроорганизма, в отличие от лабора-
торного штамма M. tuberculosis H37Rv.

MIRU-VNTR-типирование
Метод MIRU-VNTR-типирования выбран для типирования 

штамма М. tuberculosis «Ростов», т.к. данный метод может с 
высокой эффективностью применяться для анализа одного 
штамма. Был использован вариант метода, основанный на 
анализе 35 локусов, разработанный сотрудниками ФБУН 
ГНЦ ПМБ в 2009–2010 гг. Данный набор включает 24 локуса, 
рекомендованных для анализа в медицинских учреждениях 
в США (стандартный расширенный набор), а также 11 до-
полнительных локусов, отличающихся высоким полимор-
физмом. Данные для локуса VNTR 0569 получены не были, 
поскольку размер полученного ампликона не позволял уста-
новить количество повторов в локусе (таблица).

Филогенетический анализ, проведенный с использовани-
ем международной базы данных VNTRPLUS, показал, что 
исследуемый штамм кластеризуется с лекарственно-устой
чивыми штаммами, выделенными на территории бывше-
го  СССР, входящими в сполигосемейство Beijing, однако 
в базе данных VNTRPLUS отсутствуют штаммы с полностью 
идентичными MIRU-VNTR профилями (рис. 8). Сравнение 

Рис. 7. Патологические изменения во внутренних органах мышей линии C57BL, инфицированных 5 × 106 КОЕ/мышь клетками штам-
мов М. tuberculosis H37Rv (А) и «Ростов» (Б): 1, 2 – легкие, увеличение ×4 и ×20; 3 – печень, увеличение ×10; 4 – селезенка, увеличение 
×20; 5 – лимфоузел, увеличение ×20.
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Рис. 8. Результаты сравнения исследуемого образца с базой данных MIRU-VNTRplus (на сайте: http://www.miru-vntrplus.org.)
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с  базой данных, сформированной в результате собствен-
ных исследований (34 локуса, 330 штаммов), подтвердило 
принадлежность изучаемого штамма к штаммам группы 
Beijing (рис. 9).

При проведении сравнения изучаемого штамма со штам-
мами, внесенными в базу данных ФБУН ГНЦ ПМБ, нами 
также не были обнаружены штаммы, имеющие полностью 
идентичные профили. Местоположение штамма на дендро-
грамме (рис. 10) указывает на то, что он не кластеризуется 
со штаммами, имеющими сполиготипы 000000000003171, 
000000000003771 и 000000000003371, являясь представите-
лем обособленной филогенетической ветви. Интересно от-
метить, что на основании данных, полученных при расчете 
гомологии на основании 24 локусов (рис. 9), подобные за-
кономерности замечены не были. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что включе-
ние в схему идентификации гипервариабельных локусов 
способно не только увеличить разрешающую способность 
метода, но также и получить более точную филогенетиче-
скую информацию. Однако тот факт, что нам не удалось 
получить информацию для локуса VNTR 0569, показывает 
необходимость проведения дополнительных исследований.

Сполиготипирование
На основании сполиготипирования штамм M. tuberculosis 

«Ростов» отнесен к семейству Beijing. Стоит отметить, что 
метод сполиготипирования обладает низкой разрешающей 
способностью для дифференцировки штаммов данного спо-
лигосемейства (рис. 11). 

ПДРФ-генотипирование на основе элемента IS6110
Методом ПДРФ-IS6110 показано, что клинический штамм 

M. tuberculosis «Ростов» кластеризуется со штаммами груп-
пы Beijing, обладающими лекарственной устойчивостью. 
Некоторые штаммы этой группы обладают устойчивостью 
сразу к пяти антимикробным препаратам – стрептомицину, 
изониазиду, рифампицину, канамицину и этамбутолу. Сле
дует подчеркнуть, что штаммы, использованные для сравне-
ния, были выделены от пациентов в 2002–2003 гг. За про-
шедшие 10 лет могли произойти значительные изменения 
в  структуре циркулирующих штаммов. Кроме того, данная 
выборка штаммов была получена только из одного региона 
Российской Федерации – г. Тулы и Тульской области. Штам
мы, циркулирующие в других регионах, могут иметь опреде-
ленные отличия.

Для эффективного мониторинга изменений в структуре 
популяции циркулирующих в Российской Федерации, штам-
мов M. tuberculosis необходимы работы по созданию репре-
зентативной коллекции клинических изолятов, полученных 
из всех субъектов Российской Федерации и детальному ее 
изучению. Такая коллекция должна иметь график стабиль-
ного пополнения клиническими образцами, что позволило 
бы получать данные, актуальные на момент эпидемического 
расследования. 

Заключение

На основании проведенных микробиологических и 
молекулярно-генетических исследований показано, что вы-
деленный из мокроты больного туберкулезом человека 
штамм M. tuberculosis «Ростов» относится к семейству штам
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Рис. 9. Результат сравнения исследуемого образца со штамма-
ми, выделенными в Тульской области, на основании 24 локусов 
MIRUVNTR.
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Рис. 10. Результат сравнения исследуемого образца со штамма-
ми, выделенными в Тульской области, на основании анализа 
34 локусов MIRUVNTR.

Рис. 11. Результаты сполиготипирования штамма M. tuberculosis 
«Ростов», принадлежащего к сполигосемейству Beijing.
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мов возбудителя туберкулеза Beijing (Пекин). Изученный 
штамм обладает широкой лекарственной устойчивостью. 
Экспериментально установлена более высокая вирулент-
ность штамма M. tuberculosis «Ростов» для мышей линии 
C57BL, чем вирулентность лабораторного штамма M. tuber
culosis H37Rv, что выражается в более быстром и необрати-
мом истощении животных; в большей степени обсеменен-
ности микобактериями органов экспериментальных живот-
ных; в более выраженной гистологической картине патоло-
гических изменений внутренних органов животных; в отсут-
ствии защитной реакции макроорганизма в виде клеточного 
иммунитета на данный патоген. Важной особенностью дан-
ного штамма является его более быстрый рост на жидких 
питательных средах, по сравнению с лабораторным штам-
мом M. tuberculosis H37Rv.
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