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Введение

Актуальность глубокого
изучения возбудителей тубер-
кулеза человека — Mycobac-
terium tuberculosis — с целью
разработки новых способов
борьбы с этим заболеванием в
настоящее время не вызывает
сомнений. К сожалению, эпи-
демическая ситуация с тубер-
кулезом в нашей стране, как и
в некоторых других странах
мира, с каждым годом ухуд-
шается. По ряду оценок, даже
при относительно благоприят-
ных условиях в последующие
10–15 лет в мире будет наблю-
даться рост заболеваемости
туберкулезом, при этом «бе-
лая смерть» может унести до
30 млн жизней [1]. Ежегодно в
мире регистрируется более
7 млн новых случаев заболева-
ния, из которых свыше 300 тыс.
вызваны первично устойчивы-
ми, по меньшей мере, к одному
из препаратов микобактериями,
что значительно снижает эф-
фективность терапии [2; 3].
В Украине в последние го-

ды отмечен неуклонный рост
заболеваемости туберкулезом
[4; 5]. В 2002 г. показатели за-
болеваемости (количество но-
вых случаев) и распростра-
ненности (общее количество
больных туберкулезом) соста-
вили соответственно 75,6 и
287,4 на 100 тыс. населения,
что на 10,2 и 15,0 % выше про-
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шлогодних показателей [4]. Во
многих областях нашей стра-
ны (Херсонской, Николаевс-
кой и др.) заболеваемость и
распространенность туберку-
леза превышают среднеукра-
инские показатели в 1,1–1,5
раза и более.
Не останавливаясь в дан-

ном обзоре на причинах тако-
го положения, которые доста-
точно хорошо изучены и опи-
саны во многих публикациях
[3; 5–8 и др.], следует отме-
тить, что несовершенство ме-
тодов диагностики туберкуле-
за и микобактериозов вообще
и лабораторной диагностики в
частности играет в создав-
шемся положении далеко не
последнюю роль.
В настоящее время основ-

ная роль в лабораторной диаг-
ностике туберкулеза практи-
чески во всех странах мира
принадлежит микроскопичес-
ким и бактериологическим ме-
тодам. Однако в последнее
время все большее значение
приобретают молекулярно-
биологические методы диагно-
стики, основанные на выявле-
нии и изучении специфических
участков ДНК микобактерий,
отвечающих за те или иные
свойства микроорганизма.
Сейчас они занимают все бо-
лее важное, нередко основное
место в общей стратегии лабо-
раторных исследований при
туберкулезе [9].

Нами уже были освещены
вопросы применения молеку-
лярно-генетических методов
для диагностики лекарствен-
ной устойчивости микобакте-
рий [10]. В данной работе ав-
торы попытались осветить
важнейшие и наиболее перс-
пективные, на наш взгляд, на-
правления применения моле-
кулярно-генетических методов
с целью идентификации и ти-
пирования микобактерий.

Генотипирование:
задачи и методы

Генотипирование микобак-
терий имеет огромные перс-
пективы в диагностике, лече-
нии и эпидемиологии туберку-
леза. Методы генотипирова-
ния позволяют выявить разли-
чия и сходства между штам-
мами M. tuberculosis и других
видов микобактерий на уров-
не генома, сгруппировать и
классифицировать исследуе-
мые образцы по ряду критери-
ев. В последующем проводит-
ся поиск корреляций между
характером генотипа и осо-
бенностями течения заболева-
ния, чувствительностью к пре-
паратам, а также путями рас-
пространения тех или иных
штаммов микобактерий, вы-
явление эпидемических цепей,
мониторинг динамики распро-
странения заболевания [11].
Как правило, современные

молекулярные методы типи-
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рования организмов, в том
числе бактерий, основаны на
анализе количества и располо-
жения в геноме так называе-
мых высококонсервативных
повторяющихся последова-
тельностей различных типов с
помощью ряда гибридизаци-
онных и (или) ПЦР-методов.
Эти последовательности явля-
ются некодирующими и распо-
ложены в спейсерных участ-
ках между генами. В качестве
примеров такого рода участ-
ков генома можно назвать
микро- и минисателлитные по-
вторы, повторяющиеся едини-
цы которых состоят из 3–4 ли-
бо 5–20 и более пар нуклеоти-
дов соответственно. Все мето-
ды молекулярного генотипи-

рования микобактерий можно
разделить на две основные
группы: основанные на «клас-
сических» молекулярно-гене-
тических технологиях блот-
тинга и гибридизации, а также
на использовании ПЦР.

Гибридизационные
технологии

без использования ПЦР

Наиболее разработанным и
широко распространенным
представителем данной груп-
пы методов является метод
полиморфизма длины рестрик-
ционных фрагментов (ПДРФ)
[12–14] (рис. 1). При этом ДНК
микобактерий подвергается
рестрикции с использованием
определенных рестрикцион-

ных эндонуклеаз, полученные
фрагменты денатурируются
(для разделения цепей ДНК),
методом блоттинга по Сау-
зерну переносятся на нитро-
целлюлозную либо нейлоно-
вую мембрану и гибридизу-
ются с ДНК-зондом, содержа-
щим одну из повторяющихся
высокополиморфных последо-
вательностей. Зонд в своем со-
ставе имеет метку (в настоя-
щее время, как правило, ис-
пользуются нерадиоактивные
системы мечения на основе
биотина или дигоксигенина),
что позволяет в дальнейшем ви-
зуализировать результаты гиб-
ридизации путем авторадиогра-
фии на рентгеновской пленке.
Результатом реакции является

ДНК+рестриктаза

1. Выделенная ДНК подвергает-
ся рестрикции с образованием фраг-
ментов различной длины

3. В процессе Саузерн-блоттин-
га фрагменты ДНК под действием
капиллярных сил переносятся с
геля на мембрану, одновременно
происходит их денатурация

4.  Фрагменты ДНК, иммобилизованные на мембра-
не,  гибридизуются с  биотин- или дигоксигенин-мече-
ным зондом (например, IS6110)

5. Авторадиография. УФ-свечение биотина или
дигоксигенина образует на фотопленке изображение,
полосы в котором соответствуют расположению
фрагментов ДНК,  гибридизовавшихся с зондом. Сле-
довательно, именно эти фрагменты содержат интере-
сующую нас последовательность

Рис. 1. Основные этапы генотипирования микроорганизмов методом полиморфизма длины
рестрикционных фрагментов (1–4): а — щелочной раствор; б — пористый материал; в — агарозный
гель; г — мембрана; д — слои фильтровальной бумаги; е — ДНК-зонд, меченный биотином; ж —
фотопленка

2. Полученные фрагменты раз-
деляются путем гельэлектрофореза,
формируя паттерн
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паттерн, или последователь-
ность полос, отвечающих фраг-
ментам ДНК различной моле-
кулярной массы.

«Золотым» международ-
ным стандартом ПДРФ явля-
ется использование в качестве
зонда инсерционной (вставоч-
ной) последовательности IS6110,
характерной именно для M.
tuberculosis и встречающейся
в геноме в количестве от нес-
кольких до 25 повторов. Ис-
пользование стандартизиро-
ванных методик рестрикции и
гибридизации позволяет полу-
чить на рентгеновской пленке
уникальные для штамма или
группы штаммов гибридиза-
ционные картины, различаю-
щиеся по количеству и моле-
кулярной массе фрагментов
[15], что определяет принад-
лежность ПДРФ к группе ме-
тодов геномного фингерприн-
тинга. Анализ и сравнение по-
лученных профилей осуществ-
ляются в настоящее время с
помощью специализирован-
ных компьютерных программ
“Gel-Compare”, “BioNumerics”
(Applied Maths, Belgium) или
других, позволяющих опреде-
лить молекулярный вес фраг-
ментов, сходства и различия
профилей и выполнить их кла-
стеризацию с последующим
построением дендрограмм с
вычислением генетических ди-
станций.
С помощью ПДРФ с ис-

пользованием зонда IS6110 по-
лучены важнейшие данные о
путях распространения поли-
резистентных микобактерий в
США [16], Нидерландах и мно-
гих других странах мира, а
также выявлены уровни ак-
тивной трансмиссии туберку-
леза в Великобритании [17] и
ряде других стран. В послед-
нее время активно ведутся ис-
следования по молекулярной
эпидемиологии с применением
ПДРФ и других методов гено-
типирования в нескольких ре-
гионах России [14; 18; 19].
Штаммы, циркулирующие на
территории Украины, в насто-
ящее время практически неис-

следованы с позиций молеку-
лярной эпидемиологии.
Несмотря на большие воз-

можности ПДРФ, в ряде работ
отмечаются и существенные
недостатки этого метода. Чи-
сто технически он, как и дру-
гие методы «классического
молекулярного клонирова-
ния», не основанные на приме-
нении ПЦР, гораздо более тре-
бователен к оснащению лабо-
ратории, а также количеству
ДНК и качеству ее очистки,
более трудоемок и требует
значительных затрат времени
[20]. Кроме того, информатив-
ность метода значительно сни-
жается при исследовании низ-
кокопийных (содержащих от 1
до 4 последовательностей) по
IS6110 штаммов, доля кото-
рых составляет 10–20 % [17].
Выявляемая при этом степень
полиморфизма является недо-
статочной для анализа.

ПЦР-технологии

При использовании ПЦР
для исследования достаточно
минимальных количеств ДНК
в виде клеточных лизатов ми-
кобактерий, что резко сокра-
щает затраты труда, времени
и материалов для анализа.
Особого внимания среди осно-
ванных на ПЦР методов гено-
типирования по информатив-
ности, простоте и высокой сте-
пени выявляемого полимор-
физма заслуживают методы
типирования по числу вариа-
бельных тандемных повторов
(VNTR-локусов), случайно
амплифицирующихся после-
довательностей (RAPD), двой-
ных повторяющихся элемен-
тов (DRE-PCR) и сполиготи-
пирования.
Генотипирование на основе

DRE-PCR в значительной ме-
ре сходно с ПДРФ, при этом в
качестве мишеней для гибри-
дизации используются бога-
тые ГЦ основаниями участки
генома микобактерий. В ряде
работ данный метод предло-
жен в качестве альтернативы
ПДРФ [21], однако, по мнению
других авторов, он все же об-

ладает меньшей разрешающей
способностью [22].

VNTR-генотипирование. В
последнее время одним из наи-
более широко применяемых
подходов к генотипированию
организмов (не только бакте-
рий) является использование в
качестве маркерных локусов
мини- и микросателлитных
участков генома организмов.
Данные методы являются уни-
версальными — достаточно
сказать, что аналогичные ме-
тоды геномного фингерприн-
тинга используются для иден-
тификации личности в судеб-
ной медицине [23; 24]. Одним
из широко используемых ме-
тодов этой группы является
VNTR-типирование (Variable
Number Tandem Repeats), то
есть выявление полиморфизма
по числу тандемных повторов
в геноме микроорганизмов.
До недавнего времени для

типирования микобактерий
применялись системы, осно-
ванные на полиморфизме пяти
минисателлитных локусов
ETR A — ETR F. Для каждо-
го локуса использовалась ин-
дивидуальная пара прайме-
ров, при этом молекулярная
масса продуктов амплифика-
ции свидетельствовала о коли-
честве повторов минисател-
литной последовательности.
Регистрация результатов про-
водилась путем электрофоре-
за и последующей фото- либо
видеосъемки. В многочислен-
ных исследованиях, посвящен-
ных сравнительной информа-
тивности вышеперечисленных
подходов, отмечается высокая
диагностическая  ценность,
стабильная повторяемость и
простота выполнения VNTR-
генотипирования, что позво-
лило рекомендовать его в ка-
честве параллельного взаимо-
дополняющего ПДРФ метода
выявления полиморфизма ми-
кобактерий [12; 20; 25; 26].
В самое последнее время

(2001–2003 гг.) предложены
усовершенствования VNTR с
использованием 24 локусов
MIRU (Mycobacterium inter-



№ 1 (3) 2004№ 1 (3) 2004№ 1 (3) 2004№ 1 (3) 2004№ 1 (3) 2004 31

spersed repetitive units, повто-
ряющихся элементов, «рассе-
янных» в геноме микобакте-
рий) вместо пяти локусов
VNTR [27; 28]. Трудоемкую
систему фоторегистрации ре-
зультатов 24 отдельных элек-
трофорезов предложено заме-
нить автоматизированным уче-
том размеров амплифициро-
ванных фрагментов с приме-
нением автоматических секве-
наторов генов [29] либо ис-
пользовать мультиплексную
ПЦР. Первые исследования
показывают, что MIRU-
VNTR по воспроизводимости
и степени дифференциации ге-
номов может сравняться с
ПДРФ и даже превзойти ее
[29; 30].

RAPD-генотипирование. В
числе достаточно простых ме-
тодов генотипирования, не
требующих гибридизации,
можно назвать также RAPD и
RAPET. В качестве праймеров
при этом используются олиго-
нуклеотиды, связывающиеся с
эмпирически подобранными
участками генома (RAPD)
либо локусами, содержащими
последовательности  IS6110
(RAPET). Метод RAPD, по-
зволяющий выявить геномный
полиморфизм различных групп
микроорганизмов, с успехом
использовался рядом исследо-
вателей, в том числе и в на-
шей лаборатории, для изуче-
ния внутри- и межвидовых раз-
личий микобактерий. Нами
была показана удовлетвори-
тельная воспроизводимость
результатов при дифференциа-
ции и идентификации ряда ви-
дов атипичных микобактерий
[31]. Достаточно высокой на-
дежностью, экспрессностью и
простотой исполнения отлича-
ется метод RAPET, в котором
продукты амплификации для
максимального выявления по-
лиморфизма подвергаются до-
полнительной рестрикции [32].
Широкие возможности, пре-

доставляемые методами ПДРФ,
RAPD, RAPET и рядом дру-
гих в молекулярно-эпидемио-
логических исследованиях, не-

сколько ограничиваются оп-
ределенной субъективностью
при учете результатов даже
при использовании программ
сканирования профилей с пос-
ледующей компьютерной об-
работкой. В силу этих и иных
обстоятельств они не полнос-
тью применимы для исследо-
вания клинических образцов и
культур с целью идентифика-
ции видов микобактерий [33].
От многих из этих недостат-
ков свободен метод сполиго-
типирования, впервые предло-
женный Kamerbeek et al. [34].
Сполиготипирование (спей-

сер-олигонуклеотидное типи-
рование) основано на детек-
ции наличия и количества
спейсеров в так называемом
DR-регионе, или регионе пря-
мых повторов микобактери-
альной хромосомы (рис. 2).
Было обнаружено, что в дан-
ном участке генома микобак-
терий комплекса M. tuber-
сulosis имеется последователь-
ность повторяющихся элемен-
тов (прямых повторов), разде-
ленных спейсерными участка-
ми. Важной особенностью, ко-
торая и была использована
при разработке метода споли-
готипирования, является то,
что порядок расположения
спейсеров одинаков для всех
штаммов, при этом, однако,
ряд спейсеров может отсут-
ствовать. Всего у микобакте-
рий было обнаружено 43 типа
спейсеров, из которых 37 явля-
ются характерными для дико-
го штамма M. tuberculosis, а
еще 6 дополнительно характе-
ризуют M. bovis BCG. Поли-
морфизм, регистрируемый при
сполиготипировании, отража-
ет наличие или отсутствие оп-
ределенных типов спейсеров в
DR-регионе микобактерий (см.
рис. 2, а).
Сполиготипирование осу-

ществляется путем амплифи-
кации всего DR-региона ми-
кобактериальной хромосомы с
последующей гибридизацией
продуктов амплификации с
олигонуклеотидными пробами
43 спейсеров, иммобилизован-

ными на мембране (см. рис. 2,
б). Амплификация DR-регио-
на выполняется с помощью
биотин-меченых праймеров,
что позволяет получить мечен-
ные биотином продукты амп-
лификации и в дальнейшем ви-
зуализировать результаты гиб-
ридизации. При этом с высо-
кой степенью точности опре-
деляется наличие тех или иных
спейсеров у исследуемого
штамма. Таким образом, ме-
тод позволяет эффективно и с
высокой достоверностью диф-
ференцировать человеческий и
бычий виды туберкулеза, а
также выявить сходства и раз-
личия исследуемых штаммов с
целью проведения эпидемио-
логических исследований.
Как указывают многие ав-

торы [19; 20; 25; 34], результа-
ты сполиготипирования уточ-
няют и дополняют данные, по-
лученные при помощи других
методов, что позволяет реко-
мендовать его в качестве не-
обходимого при проведении
молекулярно-эпидемиологи-
ческих исследований. С помо-
щью сполиготипирования вы-
явлены особенности эпидемио-
логии и географические пути
распространения штаммов M.
tuberculosis в США, Велико-
британии, многих странах Ев-
ропы, ряде областей России
[19; 34]. Интересно отметить,
что с помощью сполиготипи-
рования в совокупности с дру-
гими методами ДНК-диагнос-
тики была доказана принад-
лежность ДНК, выделенной из
средневековых костных остан-
ков человека, к виду M. tu-
berculosis, и проведен ее генети-
ческий анализ [35]. Немаловаж-
ным преимуществом сполиго-
типирования является адапта-
ция к нему существующих
мощных компьютерных про-
грамм генетического анализа
(вышеупомянутые “GelCom-
pare” и “BioNumerics”, Applied
Maths, Belgium). В настоящее
время разработана универсаль-
ная международная методоло-
гия сполиготипирования и со-
здаются всемирные базы дан-
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ных сполиготипов микобакте-
рий [36; 37].
Особенно эффективным яв-

ляется применение сполиготи-
пирования для выявления цир-
куляции определенных се-
мейств штаммов, например
Beijing, для которых была по-
казана ассоциированность с
высокими уровнями лекар-
ственной устойчивости. В
ряде регионов России распро-
страненность штаммов семей-
ства Beijing (Самарская, Ле-
нинградская, Архангельская
области) составляет более
60 % [19; 34; 37].
Нами проведены исследова-

ния распространенности штам-
мов семейства Beijing в Одес-
ской и Николаевской областях
Украины в 2003 г. Среди куль-
тур, выделенных от больных в
Николаевской области, типич-
ный профиль семейства Beijing
был зарегистрирован у 17,5 %

штаммов. В Одесской области
доля штаммов семейства
Beijing значительно больше и
составляет, по нашим данным,
39,6 %, что, тем не менее, зна-
чительно ниже показателей,
приведенных для России. По
нашему мнению, сполиготипи-
рование, благодаря высокой
эффективности, воспроизво-
димости и относительной про-
стоте выполнения, является
одной из важнейших состав-
ных частей комплекса молеку-
лярно-эпидемиологических ис-
следований штаммов мико-
бактерий, циркулирующих на
территории нашей страны.

Выводы

1. Международным «золо-
тым стандартом» генотипиро-
вания микобактерий является
в настоящее время метод
ПДРФ (Restriction Fragments
Length Polymorphism, RFLP) с

зондом IS6110, обладающий
наибольшей разрешающей спо-
собностью по степени выявля-
емого полиморфизма. Основ-
ными недостатками метода яв-
ляются большие затраты вре-
мени, технологические труд-
ности и невозможность анали-
за штаммов микобактерий с
незначительным (менее 5) по-
втором элемента IS6110.

2. Основанные на ПЦР-тех-
нологиях так называемые
«вторичные» (secondary) мето-
ды генотипирования лишены
основных недостатков ПДРФ,
однако их разрешающая спо-
собность в настоящее время
несколько ниже метода ПДРФ.

3. Наиболее эффективными
методами генотипирования на
основе ПЦР являются споли-
готипирование и VNTR. Ме-
тод VNTR на основе генотипи-
рования по 24 локусам по раз-
решающей способности равен
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Рис. 2. Принцип геноти-
пирования микобактерий
методом сполиготипирова-
ния: а — полиморфизм спей-
серов  DR-региона; б —
мембрана с иммобилизован-
ными зондами спейсеров в
виде полос;  в — гибридиза-
ция с ПЦР-продуктами ис-
следуемых образцов; г, д —
результаты гибридизации и
графическое представление
сполиготипа
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или даже превосходит ПДРФ,
однако в настоящее время его
применение ограничено техно-
логическими сложностями.

4. Основными направления-
ми практического применения
методов генотипирования яв-
ляются внутривидовая диффе-
ренциация, кластеризация и
определение принадлежности
циркулирующих штаммов ми-
кобактерий к определенным
семействам, например, Beijing,
Haarlem и др., что позволяют
прогнозировать развитие эпи-
демического процесса и изу-
чать многие клинически важ-
ные свойства штаммов, в том
числе степень устойчивости к
антибактериальным препара-
там. Важнейшая роль принад-
лежит методам молекулярной
эпидемиологии при исследова-
нии путей заражения, в част-
ности при внутрибольничных
инфекциях.
Таким образом, методы мо-

лекулярно-генетического ти-
пирования обладают очень
широкими возможностями и
могут (и должны) быть с успе-
хом применены не только в
научных исследованиях, но и
в практической медицине. К
сожалению, в настоящее вре-
мя молекулярно-эпидемиоло-
гическая информация относи-
тельно штаммов, циркулиру-
ющих на территории Украи-
ны, практически отсутствует.
Поэтому первоочередной за-
дачей является сбор данных по
генотипам штаммов M. tuber-
culosis, циркулирующих в раз-
личных регионах Украины, со-
здание баз данных и их интег-
рация в международные банки
генотипов микобактерий. Кро-
ме того, важнейшей проблемой
является разработка и унифи-
кация методик клинико-диаг-
ностической интерпретации
данных генотипирования. По
нашему мнению, базовая эпи-
демиологическая информация
относительно штаммов на тер-
ритории Украины может быть
получена с помощью методов
сполиготипирования (для диф-
ференциации штаммов семей-

ства Beijing) и MIRU с исполь-
зованием, возможно, ограни-
ченного числа наиболее поли-
морфных локусов (для иден-
тификации других семейств
штаммов и дифференциации
внутри семейства Beijing).
Использование данных мо-

лекулярной эпидемиологии с
целью мониторинга эпидеми-
ческого процесса будет иметь
немаловажное значение для
борьбы с туберкулезом, осо-
бенно в странах с высокими
уровнями заболеваемости и
лекарственной устойчивости
микобактерий, к которым, к
сожалению, относится и Укра-
ина.
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УДК 616-002.5-076.5-036.22
В. В. Николаевский, Ю. И. Бажора
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОЕ ТИПИРОВАНИЕ

МИКОБАКТЕРИЙ
Представлена информация по использованию молеку-

лярно-генетических методов в типировании возбудителя
туберкулеза — Mycobacterium tuberculosis при решении
задач диагностики, клиники и молекулярной эпидемиоло-
гии туберкулеза. Рассмотрены важнейшие группы мето-
дов типирования: полиморфизма длины рестрикционных
фрагментов, вариабельных длин тандемных повторов, спо-
лиготипирования и их модификации. Освещены преиму-
щества и недостатки отдельных методов, обращено вни-
мание на особенности их практического использования.
Приведена краткая информация о собственных исследова-
ниях в области молекулярной эпидемиологии возбудите-
ля туберкулеза на Юге Украины. Предложены первооче-
редные меры по развитию молекулярно-эпидемиологичес-
ких исследований в Украине, созданию национальных баз
данных генотипов микобактерий и их интеграции в меж-
дународные научные программы.

Ключевые слова: туберкулез, эпидемиология, молеку-
лярная диагностика, генотипирование.
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MOLECULAR GENETIC TYPING OF MYCOBACTE-

RIA
This is review of recent publications on the problems of

genotyping of Mycobacterium tuberculosis and its application
in diagnosis and molecular epidemiology of tuberculosis.
Recent methods of Mycobacteria typing, including IS6110
RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism), VNTR
(Variable Number Tandem Repeats), spoligotyping and their
modifications are described. A particular attention is paid to
advantages, shortcomings and modes of practical application
of the certain methods. Practical usefulness of molecular
epidemiology studies is demonstrated. Urgent issues regarding
implementation of molecular typing technique in clinical
microbiology practice in Ukraine, creation of national data-
bases and their integration in international programmes are
proposed.

Key words: tuberculosis, epidemiology, molecular diag-
nosis, genotyping.


