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Вступ

Відкриття і застосування
методів молекулярного гено-
типування мікроорганізмів знач-
но змінило й розширило наші
уявлення про патогенез та епі-
деміологію інфекційних хво-
роб. Надзвичайно важливим
слід визнати використання
методів генотипування в епі-
деміології такої клінічно та соці-
ально небезпечної інфекції, як
туберкульоз. Сьогодні з метою
запобігання подальшому роз-
повсюдженню захворювання
молекулярно-епідеміологічні
методи широко застосовують-
ся у вивченні вогнищ туберку-
льозу для визначення джере-
ла зараження та шляхів транс-
місії інфекції [1]. Генотипуван-
ня також дозволяє розрізнити
випадки активізації первинної
інфекції та реінфікування, про-
стежити можливість внутріш-
ньолабораторної перехресної
контамінації, ідентифікувати
чисті й змішані культури міко-
бактерій. Аналіз кореляцій між
генотипом штаму, наявністю
молекулярних детермінант
вірулентності та клінічними
проявами хвороби і показника-
ми виживання є перспектив-
ним напрямком вивчення ме-
ханізмів патогенезу туберку-
льозної інфекції [1; 2].

Порівняно з іншими мікроор-
ганізмами Mycobacterium tu-
berculosis притаманний значно
менший ступінь геномного полі-
морфізму, що потребує роз-
робки чутливих методів гено-
типування [3]. Нині більшість із

них базується на вивченні кіль-
кості та розташування у геномі
мікобактерій окремих ДНК-
послідовностей, які здебіль-
шого є некодуючими [1]. «Зо-
лотим стандартом» у молеку-
лярній епідеміології туберкульо-
зу є метод поліморфізму дов-
жин рестрикційних фрагментів
(ПДРФ) із зондом IS6110, яко-
му притаманна дуже висока
роздільна здатність [2; 4]. Ме-
тод ПДРФ є методом «класич-
ної» молекулярної генетики,
при якому не використовуєть-
ся полімеразна ланцюгова ре-
акція (ПЛР). Тому він потре-
бує великої кількості очищеної
ДНК і є технологічно та еконо-
мічно складним, що значно
обмежує можливості його ви-
користання у масштабних скри-
нінгових дослідженнях [5]. З-
поміж інших недоліків цього
методу є його недостатня роз-
дільна здатність для штамів,
які містять п’ять і менше по-
слідовностей IS6110 у геномі,
а також необхідність «пере-
кладу» графічної інформації,
яка є результатом аналізу
ПДРФ, у цифрову, що є необ-
хідним для подальшої комп’ю-
терної обробки даних геноти-
пування [4; 5].

Методи генотипування, що
базуються на використанні
ПЛР з подальшою гібридиза-
цією ПЛР-продуктів з ДНК-зон-
дами, є технічно набагато про-
стішими і дозволяють отрима-
ти результат генотипування у
вигляді цифрового коду, що
значно полегшує статистичну
обробку й уведення резуль-

татів аналізу в міжнародні бази
даних [4; 6]. Найбільш широко
у сучасній молекулярній епіде-
міології туберкульозу застосо-
вуються споліготипування (spa-
cer-oligonucleotide typing) і ти-
пування на основі полімор-
фізму довжин тандемних по-
вторів (VNTR — variable num-
ber tandem repeats).

Споліготипування, запропо-
новане у 1997 р. Kamerbeek et
al. [6], базується на ідентифі-
кації наявності спейсерів у ре-
гіоні прямих повторів геному
M. tuberculosis, воно виявило-
ся надійним і ефективним ме-
тодом проспективного дослі-
дження штамів мікобактерій у
вогнищах туберкульозу, ди-
ференціювання між видами
M. tuberculosis і M. bovis, а та-
кож для ідентифікації штамів
родини Beijing. Міжнародні
бази даних містять сьогодні
тисячі споліготипів з майже усіх
регіонів Земної кулі [7]. Проте
чутливість цього методу ви-
явилася недостатньою, особ-
ливо у регіонах з більш гомо-
генними популяціями штамів
M. tuberculosis [8; 9].

Альтернативним методом
генотипування мікобактерій є
VNTR-типування, яке базуєть-
ся на визначенні розмірів ре-
гіонів тандемних повторів у ге-
номі M. tuberculosis. Розмір
фрагмента, у свою чергу, за-
лежить від наявності та кіль-
кості повторів однакових ДНК-
послідовностей, що є крите-
рієм диференціювання шта-
мів. На підставі аналізу нещо-
давно повністю розшифрова-
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ного геному M. tuberculosis
(штам H37Rv) було ідентифі-
ковано більш ніж 1000 ділянок,
у яких можуть міститися тан-
демні повтори [10]. У вихідно-
му варіанті технології VNTR-
типування мікобактерій було
використано 5 локусів (ETR-
A,-B,-C,-D та –Е) [11]. Остан-
німи роками було запропоно-
вано інші системи VNTR-типу-
вання з використанням 12, 15
і більше локусів [9; 12; 13]. Ге-
нотипування за більшою кіль-
кістю локусів набагато збіль-
шує чутливість і роздільну
здатність методу й наближає
його до методу ПДРФ, але
призводить до прогресивного
збільшення витрат праці, часу
та коштів. Оптимізація типу-
вання за 12 локусами була до-
сягнута за рахунок автомати-
зованого обліку розмірів фраг-
ментів ДНК і кількості повторів
у них за допомогою ДНК-сек-
венаторів [12].

Важливим завданням підви-
щення ефективності VNTR-ти-
пування мікобактерій є відбір
обмеженої кількості найбільш
інформативних, тобто високо-
поліморфних локусів для ство-
рення міжнародно визнаного
стандартизованого протоколу.
Єдиної думки щодо цього пи-
тання досі немає. Досить ви-
сокий ступінь поліморфізму
був зареєстрований для 12
локусів, які становлять панель
MIRU (Mycobacterium Inter-
spersed Repetitive Units) [12] у
сполученні з трьома локусами
панелі ETR (ETR-A, ETR-B,
ETR-C). Проте дослідження
штамів M. tuberculosis, що
були виділені від хворих Цент-
ру (Самарська область) та
Півночі Росії (Ленінградська й
Архангельська області), тобто
у регіонах з домінуванням
штамів Beijing, продемонстру-
вало необхідність застосуван-
ня інших локусів (VNTR3232,
VNTR1982) для підвищення
чутливості методу [8; 14; 15].
Таким чином, створення оп-
тимальної стратегії у геноти-
пуванні мікобактерій на під-
ставі порівняння чутливості та

роздільної здатності різних
методів, залежно від генетич-
них особливостей популяції
штамів, що циркулюють на
певній території, є актуальним.

Мета дослідження — ви-
значення оптимальної стратегії
генотипування мікобактерій
туберкульозу, що циркулюють
в Одеській області України, на
підставі порівняння даних спо-
ліготипування та VNTR-типу-
вання різних генетичних груп
M. tuberculosis.

Матеріали та методи
дослідження

Дослідження проводилося
на матеріалі 182 штамів
M. tuberculosis, які були виді-
лені від хворих на різні форми
легеневого туберкульозу у
2003–2004 рр. в Одеському
протитуберкульозному дис-
пансері. Епідеміологічна ін-
формація (вік, стать, місце по-
стійного мешкання, історія
хвороби та лікування) була
отримана від хворих шляхом
опитування.

Культивування та ідентифі-
кацію ізолятів M. tuberculosis
проведено у бактеріологічній
лабораторії Одеського проти-
туберкульозного диспансеру
та Одеської обласної протиту-
беркульозної лікарні з викори-
станням щільних живильних
середовищ Льовенштайна —
Єнсена згідно з Наказом МОЗ
України № 45 [16]. Ідентифіка-
ція штамів проводилася на
підставі комплексу мікроско-
пічних, бактеріологічних і біо-
хімічних досліджень (морфо-
логія колоній та мікроорга-
нізмів, ніациновий тест і визна-
чення нітратредуктазної актив-
ності). Генотипування штамів
проводилося у молекулярно-
генетичному відділі Націо-
нальної референс-лабораторії
з діагностики туберкульозу
Великої Британії (Королівсь-
кий коледж, Лондон).

Препарати ДНК для молеку-
лярно-генетичних досліджень
були отримані шляхом на-
грівання водної суспензії бак-
теріальних клітин з подаль-

шою депротеїнізацією хлоро-
формом. Споліготипування
штамів мікобактерій здійсню-
валося відповідно до міжна-
родних стандартних протоко-
лів [6]. Ампліфікацію фрагмен-
та регіону прямих повторів ге-
ному M. tuberculosis проводи-
ли за допомогою праймерів
DRa та DRb, помічених біоти-
ном (Isogen, Нідерланди). Ре-
акційна суміш об’ємом 25 мкл
складалася з 1 мкл препара-
ту ДНК, по 2 мкл праймерів
DRa та DRb, 2 мкл суміші
dNTPs (2,5 мМ); 2,5 мкл ПЛР-
буфера; 0,5 мкл Taq-полімера-
зи (BioLine, Велика Британія)
та 15 мкл очищеної води.

Гібридизацію починали з
денатурації продуктів ПЛР у
розчині 2х SSPE/0,1% SDS у
киплячій водяній бані протягом
10 хв. Денатуровані продукти
ПЛР гібридизували зі спейсер-
ними ДНК-пробами, іммобілі-
зованими на нейлоновій мем-
брані (Isogen, Нідерланди) у
мініблотері протягом 90 хв при
температурі +60 °С. Після про-
мивання мембрану обробляли
розчином кон’югату (стрептаві-
дин — пероксидаза хрону, Ame-
rsham, США) протягом 1 год,
після чого знову двічі проми-
вали у розчині 2х SSPE/0,5%
SDS при температурі +42 °С.
Останнє промивання мембра-
ни здійснювали у розчині 2х
SSPE при кімнатній темпера-
турі. Для візуалізації резуль-
татів аналізу використовували
хемілюмінесцентне детекту-
вання за технологією ECL
(Amersham, США), після чого
здійснювали експозицію рент-
генівської плівки на мембрані.
Для подальшої комп’ютерної
обробки зображення на плівці
сканували і зберігали у вигляді
цифрового коду.

VNTR-типування мікобак-
терій здійснювали шляхом амп-
ліфікації відповідних локусів з
використанням праймерів, по-
мічених флуоресцентними фар-
бами. Аналіз розмірів фраг-
ментів, що були ампліфіко-
вані, та обчислювання кілько-
стей тандемних повторів здій-
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снювали за допомогою авто-
матичного секвенатора генів
за P. Supply [12] зі змінами. У
роботі були використані 15 ло-
кусів VNTR: дванадцять ло-
кусів MIRU [12] і три локуси
ETR [11], яким, за даними де-
яких авторів, притаманний ви-
сокий ступінь поліморфізму.
Праймерні системи були піді-
брані таким чином, щоб забез-
печити можливість автоматич-
ного аналізу та добре відтворен-
ня результатів. Послідовності
праймерів, які були викорис-
тані у дослідженні, наведені у
попередніх публікаціях [14].

Ампліфікація більшості ло-
кусів, крім 20, 26 та ETR-C,
здійснювалася в умовах муль-
типлексної ПЛР з двома пара-
ми праймерів. Реакційна суміш
загальним об’ємом 10 мкл
містила 1 мкл ДНК-матриці,
1 мкл ПЛР-буфера (BioLine,
Велика Британія); 0,1 од. Taq-
полімерази (BioLine); 0,25 мкл
суміші dNTPs (BioLine); 0,5 мкл
суміші прямого та зворотного
праймерів (Invitrogen, Велика
Британія) та 7 мкл очищеної
води. Ампліфікацію проводили
у термоциклері Applied Biosys-
tems 9700 за такою програ-
мою: 3 хв 95 °С; 30 циклів (30 с
— 95 °С, 1 хв — 60 °С, 1 хв —
72 °С), 5 хв при 72 °С.

Аналізування довжин ПЛР-
продуктів та обчислювання
кількості тандемних повторів
здійснювали за допомогою ав-
томатичного секвенатора генів
Beckman Coulter CEQ8000
(США) з використанням влас-
ного програмного забезпечен-
ня. Результати аналізу довжин
фрагментів відображалися
графічно з подальшим збере-
женням і конвертуванням у
формат баз даних Excel. При-
клад аналізу однієї суміші
ПЛР-продуктів наведений на
рисунку. Результат VNTR-ти-
пування записувався у вигляді
15-значного цифрового коду, в
якому кожна цифра відповіда-
ла кількості повторів фраг-
мента у відповідному локусі.

Статистична обробка да-
них молекулярного генотипу-

вання ізолятів M. tuberculosis
здійснювалася за допомогою
програмного пакета BioNume-
rics (Бельгія). Аналіз відносних
генетичних відстаней, класте-
ризація та побудова дендро-
грам були проведені з викори-
станням коефіцієнтів подіб-
ності Jaccard (для даних спо-
ліготипування) або Categorical
(для даних VNTR-аналізу) на
базі алгоритму UPIGMA. По-
рівняльний аналіз роздільних
здатностей методів був прове-
дений на підставі обчислю-
вання індексу Хантера — Га-
стона [17] за формулою:

HGDI =1 -                      nj (nj-1),

де N  —  загальна кількість
штамів у популяції, що дослі-
джується; S — кількість гено-
типів; nj — кількість штамів,
які належать до j-ї групи. Ін-
декс HGDI дозволяє підраху-
вати ймовірність входження
досліджуваного генотипу до
різних генетичних груп. При
цьому вищому значенню індек-
су відповідає вища роздільна
здатність методу. За C. Sola
[9], значення індексу в діапа-
зоні від 0,3 до 0,6 відповіда-
ють помірній, більше 0,6 — ви-
сокій, менше 0,3 — слабкій
чутливості методу генотипу-
вання.

Результати дослідження
та їх обговорення

Усі досліджувані штами на
підставі даних бактеріологіч-
них і біохімічних тестів були
ідентифіковані як M. tuber-
culosis. Належність усіх шта-
мів до виду мікобактерій лю-
дини була додатково підтвер-
джена даними споліготипуван-
ня. При цьому в усіх ізолятах
спейсери 33 та 34 у ділянці
регіону прямих повторів міко-
бактеріального геному були
відсутні, що є характерним
для M. tuberculosis.

На підставі результатів спо-
ліготипування усі штами були
розподілені на дві групи. До
першої увійшли 72 штами, які

були ідентифіковані як такі,
що належать до родини Beijing
(39,6 % (32,4–47,1 %) при 95%-му
довірчому інтервалі). Другу
групу (110 штамів) становили
ізоляти інших генетичних родин
і некласифіковані генотипи.

Генотипування штамів обох
груп було здійснено за допо-
могою двох молекулярно-гене-
тичних методів: споліготипу-
вання та VNTR-MIRU. Резуль-
тати кластерного аналізу да-
них генотипування та обчис-
лювання роздільної здатності
використаних методів подано
у табл. 1. Кластером вважали-
ся два і більше ізолятів з по-
вністю ідентичними генотипа-
ми.

Застосування споліготипу-
вання дозволило виявити 58
окремих генотипів M. tuber-
culosis, 18 з яких були пред-
ставлені кластерами штамів
розміром від 2 до 65 штамів, а
інші 40 — індивідуальними па-
тернами. Таким чином, частка
кластеризованих штамів ста-
новила 78,0 %.

Чутливість методу споліго-
типування виявилася неодна-
ковою при дослідженні штамів
двох груп. Всередині першої
групи (родина Beijing) застосу-
вання дозволило виявити ли-
ше 5 різних генотипів, а 65
штамів (90,3 %), які склали
найбільший кластер, залиши-
лися недиференційованими.
Індекс Хантера — Гастона ви-
явився досить низьким (0,173),
що відповідає слабкій роз-
дільній здатності методу.

Результати споліготипуван-
ня штамів з другої групи (не-
Beijing) значно відрізнялися
від результатів аналізу ізолятів
Beijing. До складу кластерів
увійшли 72 штами (65,5 %).
При цьому максимальна кіль-
кість штамів в одному клас-
тері становила 13. Споліготи-
пування виявилося досить
чутливим методом диферен-
ціації штамів, які не належать
до родини Beijing, що підтвер-
джується високим значенням
індексу Хантера — Гастона
(0,972).

1
N (N - 1)

∑
S

j = 1
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Генотипування штамів M. tu-
berculosis з використанням
методу VNTR за п’ятнадцять-
ма локусами MIRU та ETR
дозволило зробити детальні-
ше диференціювання зазначе-
них ізолятів. Кількість дискрет-
них генотипів серед усіх шта-
мів становила 95, що в 1,6 ра-
зу перевищує кількість гено-
типів, яка була виявлена за
допомогою методу споліготи-
пування. Загальна кількість
кластерів склала 23, при цьо-
му розмір кластерів коливався
у межах від 2 до 33 ізолятів.
Частка кластеризованих шта-
мів становила 60,4 %.

Генотипування за 15 локу-
сами MIRU та ETR дозволило
значно поліпшити якість дифе-
ренціювання штамів родини
Beijing. У цій групі було вияв-
лено 19 дискретних генотипів,
з яких 11 були представлені
унікальними патернами. Індекс
Хантера — Гастона становив
у цьому випадку 0,723, що
значно перевищує чутливість
методу споліготипування. Для
штамів, що не належать до ро-
дини Beijing, обидва методи
продемонстрували майже од-
накову роздільну здатність
(індекси Хантера — Гастона
0,972 та 0,989 для методів спо-

ліготипування та VNTR відпо-
відно). Треба зазначити, що 2
ізоляти родини Beijing за ре-
зультатами VNTR-типування
були зараховані до „не-Beijing”-
кластерів. Тим же часом, 4 ізо-
ляти, які були визначені як
„не-Beijing” за результатами
споліготипування, були клас-
теризовані з ізолятами родини
Beijing при проведенні VNTR-
типування. Такі факти, за да-
ними літератури, можуть свід-
чити про те, що ці «ізоляти»
насправді є змішаними культу-
рами, що й обумовлює утруд-
нення в інтерпретації резуль-
татів [18].

З метою детального аналі-
зу ефективності застосування
методу VNTR-типування нами
був проведений порівняльний

аналіз поліморфізму та роз-
дільної здатності кожного з 15
локусів (12 локусів MIRU і 3
локусів ETR) при дослідженні
штамів обох груп. Результати
аналізу подані у табл. 2 і 3.

Дослідження штамів першої
групи (Beijing) продемонструва-
ло незначний ступінь полімор-
фізму більшості локусів, а локу-
си MIRU4, MIRU20, MIRU23,
MIRU24 та ETR-B виявилися
мономорфними, тобто непри-
датними для диференціюван-
ня штамів родини Beijing у ви-
браній панелі ізолятів з Одесь-
кої популяції (див. табл. 2). Від-
носно вищий ступінь полімор-
фізму був зареєстрований для
локусів MIRU 26 (HGDI=0,475),
MIRU31 (HGDI=0,255), MIRU40
(HGDI=0,251)  та  ETR-A

Таблиця 1
Результати кластерного аналізу штамів M. tuberculosis

та роздільна здатність методів споліготипування і VNTR-MIRU

Показник
Споліготипування VNTR-MIRU
Група Beijing Інші Група Beijing Інші

Кількість кластерів 3 15 8 15
Максимальний розмір 65 13 33 10
кластера
Кількість унікальних 2 38 11 61
ізолятів
Індекс Хантера — Гастона 0,173 0,972 0,723 0,989
(HGDI)

Таблиця 2
Поліморфізм локусів VNTR-MIRU при дослідженні штамів родини Beijing

Кількість повторів у локусі Індекс Кількість
  Локус HGDI алельних

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 варіантів

MIRU2 0 1 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0,028 2
MIRU4 0 0 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
MIRU10 0 1 3 67 1 0 0 0 0 0 0 0,134 4
MIRU16 0 0 3 69 0 0 0 0 0 0 0 0,081 2
MIRU20 0 0 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
MIRU23 0 0 0 0 0 72 0 0 0 0 0 0 1
MIRU24 0 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
MIRU26 0 0 0 0 3 48 21 0 0 0 0 0,475 3
MIRU27 0 0 1 71 0 0 0 0 0 0 0 0,028 2
MIRU31 0 0 4 0 4 62 2 0 0 0 0 0,255 4
MIRU39 0 1 3 68 0 0 0 0 0 0 0 0,108 3
MIRU40 0 0 3 62 7 0 0 0 0 0 0 0,251 3
ETR-A 0 1 4 3 64 0 0 0 0 0 0 0,208 4
ETR-B 0 0 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
ETR-C 0 4 1 67 0 0 0 0 0 0 0 0,133 3
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(HGDI=0,208). Однак, згідно з
класифікацією Sola [9], лише
локус MIRU26 може вважати-
ся помірно поліморфним. Інші
локуси, індекс Хантера — Гас-
тона для яких не перевищує
0,3, вважаються низько полі-
морфними і не забезпечують
необхідну чутливість для ди-
ференціювання штамів родини
Beijing. Це підтверджується
також відносно невеликою
кількістю (3 або 4) алельних
варіантів у зазначених вище ло-
кусах. Слід підкреслити, що хо-
ча локусу MIRU10 притаманне
певне різноманіття алельних
варіантів (1, 2, 3 або 4 повто-
ри у локусі), він мав незадо-
вільну дискримінаційну здат-
ність завдяки нерівномірному
розподілу цих алельних варіан-
тів серед досліджуваних шта-
мів. Близько трьох чвертей
(72,2 %) штамів з цієї групи
мали профілі 223325153733423
та 223325153533423, які є ти-
повими для родини Beijing [9;
12].

Інша картина спостерігала-
ся під час аналізу результатів
VNTR-генотипування ізолятів
M. tuberculosis з групи 2 (див.
табл. 3). Більшості локусам
(за винятком MIRU4, MIRU20,

MIRU23, MIRU24, MIRU27 та
ETR-B) притаманний помірний
або високий рівень полімор-
фізму. Мономорфних локусів
не було виявлено. Найбільш
поліморфним виявився локус
MIRU10, який характеризу-
вався як найвищою кількістю
алельних варіантів (кількість
копій у локусі від 1 до 8 та 10
копій, загальна кількість варі-
антів 9), так і найвищим зна-
ченням індексу Хантера — Га-
стона (0,746). Інші локуси з ви-
соким ступенем поліморфізму
(HGDI>0,6) налічували від чо-
тирьох до восьми алельних
варіантів. Локус MIRU26, який
виявився найбільш поліморф-
ним при дослідженні штамів
Beijing, продемонстрував по-
мірну чутливість (HGDI=0,595).
Слід знову підкреслити, що
безпосередній зв ’язок між
кількістю алельних варіантів і
величиною HGDI відсутній:
наприклад, до групи помірно
чутливих локусів увійшли ло-
куси MIRU2 (HGDI=0,409) та
MIRU26 (HGDI=0,595) з різни-
ми кількостями алельних варі-
антів: 2 та 7 відповідно. З іншо-
го боку, локус MIRU23, для
якого було зареєстровано 4 різ-
них алельних варіанти, харак-

теризується слабкою розділь-
ною здатністю (HGDI=0,234) у
зв’язку з нерівномірним розпо-
ділом штамів з різною кіль-
кістю повторів. Взагалі засто-
сування VNTR-типування для
диференціювання штамів гру-
пи 2 дозволило досягти висо-
кої чутливості (HGDI=0,989,
див. табл. 1). Цікаво відміти-
ти, що серед штамів цієї гру-
пи 16 ізолятів (14,5 %) мали
нещодавно ідентифікований
генотип ASU (African-Siberian-
Ural) з наявністю однієї копії у
локусі MIRU26 та 5-10 копій у
локусі MIRU10 [19].

У даному дослідженні впер-
ше на матеріалі штамів, які
циркулюють на території Півд-
ня України, було проведено
порівняння двох сучасних ме-
тодів генотипування M. tuber-
culosis: споліготипування та
VNTR-генотипування. За да-
ними літератури, ці методи є
досить ефективними і спе-
цифічними для диференцію-
вання ізолятів мікобактерій та
дослідження вогнищ туберку-
льозу, але їхня чутливість
може бути недостатньою при
дослідженні популяцій M. tu-
berculosis з вираженою кло-
нальністю та домінуванням

Таблиця 3
Поліморфізм локусів VNTR-MIRU при дослідженні штамів, які не належать до родини Beijing

Кількість повторів у локусі Індекс Кількість
  Локус HGDI алельних

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 варіантів

MIRU2 0 31 79 0 0 0 0 0 0 0 0 0,409 2
MIRU4 1 2 105 0 2 0 0 0 0 0 0 0,089 4
MIRU10 0 1 6 42 34 11 4 7 2 0 3 0,746 9
MIRU16 0 20 28 59 3 0 0 0 0 0 0 0,619 4
MIRU20 0 2 108 0 0 0 0 0 0 0 0 0,036 2
MIRU23 0 0 0 4 0 96 7 3 0 0 0 0,234 4
MIRU24 2 108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,036 2
MIRU26 0 18 1 1 20 65 3 2 0 0 0 0,595 7
MIRU27 0 0 2 108 0 0 0 0 0 0 0 0,036 2
MIRU31 0 0 50 42 4 14 0 0 0 0 0 0,636 4
MIRU39 0 5 91 13 1 0 0 0 0 0 0 0,302 4
MIRU40 0 4 14 42 32 15 1 1 1 0 0 0,740 8
ETR-A 0 4 43 33 27 3 0 0 0 0 0 0,701 5
ETR-B 0 1 109 0 0 0 0 0 0 0 0 0,018 2
ETR-C 0 31 14 54 11 0 0 0 0 0 0 0,659 4
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окремих генетичних родин
[15]. За нашими даними, роз-
повсюдженість штамів родини
Beijing у Південному регіоні Ук-
раїни становить близько 40 %
[20], що потребує застосуван-
ня методів із високою розділь-
ною здатністю. З метою об’-
єктивізації аналізу ефектив-
ність двох методів оцінювала-
ся нами окремо для двох груп
ізолятів: групи Beijing (72 ізоля-
ти) та усі інші генотипи (110 ізо-
лятів). Чутливість і дискримі-
наційна здатність методів ви-
явилися неоднаковими для
різних груп.

Обидва методи продемон-
стрували високу роздільну
здатність при аналізі штамів з
групи 2, до складу якої увійш-
ли різні генетичні родини міко-
бактерій, крім групи Beijing.
Значення індексу Хантера —
Гастона при диференціюванні
ізолятів з цієї гетерогенної гру-
пи як для споліготипування,
так і для VNTR-типування ви-
явилося високим і досить
близьким до встановлених ра-

ніше для інших популяцій міко-
бактерій [9; 14].

Порівняно з даними деяких
закордонних дослідників [9;
21], нами було відмічено дещо
інший ступінь поліморфізму
окремих локусів, а також знай-
дені нові алельні варіанти що,
поза сумнівом, обумовлено ге-
нетичною гетерогенністю попу-
ляцій мікобактерій у різних гео-
графічних зонах, а також особ-
ливостями відбору ізолятів
для дослідження. Так, менш
поліморфними у нашому до-
слідженні виявилися локуси
MIRU26 і MIRU23, а локуси
MIRU16 і ETR-C, навпаки, про-
демонстрували високий сту-
пінь поліморфізму. У локусі
MIRU24 у двох ізолятів нами
було виявлено рідкісний алель
«0» копій, про який було по-
відомлено лише одноразово
для ізоляту, виділеного у США
[21]. Проте результати нашого
дослідження з генотипування
ізолятів, які не належали до
групи Beijing, добре збігаються
з результатами попередніх

досліджень у інших країнах
світу і підтверджують ефек-
тивність застосування обох
методів для диференціюван-
ня достатньо генетично гете-
рогенних популяцій мікроор-
ганізмів. Вищий ступінь полі-
морфізму більшості локусів,
який був зареєстрований у на-
шому дослідженні, порівняно з
даними по деяких регіонах
Росії (Самарська, Ленінград-
ська області) [14; 15; 19], обу-
мовлений, на нашу думку,
включенням у дослідження
російськими вченими ізолятів
мікобактерій, що були виділені
від хворих у в’язницях. Пере-
бування у місцях позбавлення
волі є важливим фактором
швидкої трансмісії генетично
близьких високовірулентних
штамів.

Інші результати були отри-
мані нами при генотипуванні
штамів групи 1, тобто штамів
родини Beijing. Споліготипу-
вання виявилося неефектив-
ним для диференціювання
штамів родини Beijing внаслі-
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Рисунок. Приклад результату аналізу молекулярних мас ПЛР-продуктів та розрахунку кількостей тан-
демних повторів у локусах MIRU2, MIRU4, MIRU10, MIRU16, MIRU23, MIRU 24

Стрілкою позначений стандарт молекулярної маси (50–640 п. н.).
Наявність шести піків свідчить про наявність шести різних за розміром фрагментів ДНК у суміші, що

аналізується. Програмне забезпечення секвенатора автоматично підраховує кількість тандемних повторів у
кожному фрагменті. Кожний пік позначений молекулярною масою фрагмента, назвою локусу MIRU та
кількістю повторів у ньому.
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док недостатньої роздільної
здатності (індекс Хантера —
Гастона 0,173). При цьому 65
(90,3 % усіх штамів родини
Beijing) увійшли до складу ве-
ликого кластера, який виявив-
ся несправжнім і був у по-
дальшому розподілений на
кілька дрібніших груп за допо-
могою методу VNTR.

Значно ефективнішим для
диференціювання штамів все-
редині родини Beijing був ме-
тод VNTR-типування з викори-
станням дванадцяти локусів
MIRU [12] і трьох локусів ETR
[11]. Застосування усіх 15 ло-
кусів у сукупності дозволило
досягти досить високого рівня
диференціювання штамів і ви-
явити 19 різних генотипів все-
редині групи Beijing. При цьо-
му величина індексу Хантера
— Гастона (0,723) була дещо
вищою, ніж при дослідженні
ізолятів Beijing з Росії (0,650),
але нижчою, ніж при дослі-
дженні панелі ізолятів з інших
країн світу [15]. Збільшення
кількості локусів порівняно з ви-
хідною панеллю з п’яти локусів
VNTR дозволило значно підви-
щити чутливість методу [22].

Роздільна здатність різних
локусів VNTR була неоднако-
вою, що збігається з даними
попередніх досліджень [12; 15;
22]. Найбільша чутливість бу-
ла продемонстрована для ло-
кусів MIRU26, MIRU31, MIRU40
ETR-A, що дозволяє рекомен-
дувати їх для подальшого ви-
користання. Два найбільших
кластери всередині групи Bei-
jing були утворені ізолятами з
профілями 223325153733423
(19 ізолятів) та 223325153533423
(33 ізоляти), які притаманні гру-
пі Beijing [9; 12]. Навпаки, локу-
си MIRU4, MIRU20, MIRU23,
MIRU24 та ETR-B виявилися
мономорфними і можуть бути,
на нашу думку, виключені з
набору локусів VNTR при до-
слідженні штамів Beijing.

Слід підкреслити, що від-
носно вища дискримінаційна
здатність методу VNTR (по-
рівняно зі споліготипуванням)
у вивченні штамів Beijing, яка

була продемонстрована у на-
шому дослідженні, може бути
недостатньою для перспектив-
них досліджень та ідентифі-
кації джерел зараження тубер-
кульозом. За даними I. Mok-
rousov [15], кластери, утворені
VNTR-типуванням за 12 локу-
сами MIRU, можуть бути до-
датково розділені за допомо-
гою методу ПДРФ. З іншого
боку, деякі недоліки й особли-
вості цього методу (вимог-
ливість до обладнання, три-
валість виконання, необхід-
ність напрацювання значної
біомаси мікобактерій та утруд-
нення при комп’ютерній об-
робці результатів) значно об-
межують перспективи його ре-
ального застосування у клі-
нічній мікробіології [4; 5].

 Таким чином, на підставі
порівняння результатів гено-
типування штамів M. tuber-
culosis, що були виділені від
хворих в Одеській області Ук-
раїни, можна зробити висно-
вок про необхідність застосу-
вання поетапної стратегії гено-
типування у зв’язку зі значним
розповсюдженням штамів ро-
дини Beijing, яка, з одного бо-
ку, забезпечить досить опти-
мальну чутливість, з іншого,
буде досить економічною. На
нашу думку, на першому етапі
як метод вибору може бути за-
стосоване споліготипування,
яке дозволить, по-перше, здій-
снити ідентифікацію штамів
родини Beijing, по-друге, про-
вести достатньо ефективне
диференціювання усіх інших
штамів. Диференціювання все-
редині групи Beijing доцільно
проводити з використанням
обмеженої кількості відносно
поліморфних локусів VNTR,
до яких, за нашими результа-
тами, належать локуси MIRU26,
MIRU31, MIRU40 ETR-A. З
метою підвищення дискри-
мінаційної здатності методу
VNTR доцільним є вивчення
поліморфізму інших локусів
VNTR зі збільшенням кількості
локусів до 6–8, що є предме-
том наших подальших дослі-
джень.

Це дослідження фінансува-
лося грантом Chevening Fel-
lowship, що був наданий Бри-
танською Радою (контракт
№ UKE0100129).
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У лабораторії фармакології
і тканинної терапії Інституту
ім. В. П. Філатова розроблена
технологія одержання екстрак-
ту з трави буркуну лікарсько-
го (Патент № 3544, 15.11.2004.
Бюл. № 11). Препарат містить
комплекс біологічно активних
речовин (амінокислоти, пепти-
ди, полісахариди, оксикумари-
ни, біофлавони з Р-вітамінною
залежністю тощо). Особливий
інтерес мають дані, що свід-
чать про високий рівень вмісту
в препараті суми кумаринів.
Встановлено високий рівень

біологічної активності препа-
рату на дріжджовому і парабіо-
тичному тестах. Виявлено ан-
титоксичну дію на стрихніно-
вому тесті. Екстракт буркуну
має антигіпоксичні властивості
при моделюванні у щурів гісто-
токсичної гіпоксії. У дослідах
in vitro встановлено високу ан-
тиагрегаційну активність екст-
ракту буркуну, що практично в
3 рази вище, ніж у препараті
ФІБС [4].

Метою дослідження є ви-
вчення впливу екстракту бур-
куну (ЕБ) у різних дозах на ге-

мостаз експериментальних
тварин при курсовому вве-
денні.

Матеріали та методи
дослідження

Експериментальні дослі-
дження були проведені на 30
кролях породи шиншила, ма-
сою 3,0–4,7 кг, розподілених
на 6 груп: 3 контрольних (по
3 кролі) і 3 піддослідних (по
7 кролів). Показники гемостазу
у тварин вивчали до початку
досліду (вихідний рівень), на
7, 14, 21-й день уведення ЕБ,
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