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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ  
МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ И ИХ  

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ВО ФТИЗИАТРИИ
Цель исследования – провести обзор литературы на предмет изучения возможностей и достиже-

ния молекулярно-генетической диагностики туберкулеза в мире и Украине. 
Материалы и методы. Обзор литературных источников. 
Результаты и обсуждение. В основе молекулярно-генетических методов диагностики лежит ме-

тод полимеразной цепной реакции, разновидностей которых очень много. Эти методы диагностики 
позволяют изучить виды и генотипы микобактерий туберкулеза, медикаментозную устойчивость 
микобактерий туберкулеза к противотуберкулезным препаратам. Изучение генотипов микобакте-
рий туберкулеза позволяют исследовать путь передачи туберкулеза, определить повторное инфи-
цирование микобактериями и выявить факторы риска специфического заболевания, что позволяет 
своевременно исследовать контакты и провести химиопрофилактику. 

Выводы. На сегодня в мире, в том числе и Украине, есть значительные достижения в молекулярно-
генетической диагностике туберкулеза. Учитывая эпидемию туберкулеза и темпы роста химиорези-
стентного туберкулеза в Украине, внедрение новейших молекулярно-генетических методов диагно-
стики туберкулеза является важным и необходимым заданием для фтизиатрии.
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Оригінальні дослідження

Туберкулез на сегодня во всем мире является 
одной из главных угроз для здоровья человече-
ства среди инфекционных болезней, и является 
второй по значимости причиной смерти от них [7, 
23, 25, 48]. Со времени провозглашения в Украи-
не эпидемии туберкулеза в 1995 г., которая яв-
ляется одним из разрушительных для человека 
естественных явлений, вопреки всем стараниям 
ее преодолеть, количество больных продолжа-
ет увеличиваться [15, 22]. Украина отнесена в 
группу стран с высоким уровнем заболеваемости 
туберкулезом и занимает второе место после Рос-
сийской Федерации среди стран Центральной и 
Восточной Европы по темпам роста химиорези-
стентного туберкулеза (ХРТБ) и четвертое место 
в мире по его распространенности среди больных 
с новыми случаями заболевания [21, 29]. 

Одними из причин высокого уровня заболе-
ваемости туберкулеза, как чувствительными 
формами, так и химиорезистентными [7, 14, 23], 
является несвоевременное и позднее выявления 
больных активным специфическим процессом, 
что приводит к позднему началу лечения. Сво-
евременная идентификация штаммов микобак-
терий туберкулеза (МБТ), их резистентности к 
противотуберкулезным препаратам и немедлен-
ное начало лечения данной категории больных 
предупреждают распространение резистентных 
МБТ, дальнейшее нарастания степени резистент-
ности и прогрессирования процесса. Отсутствие 

такой информации или ее позднее получение 
значительно снижают эффективность лечения 
больных ХРТБ. 

Основным методом диагностики туберкуле-
за является исследование мокроты на выявле-
ние МБТ [9]. Самым простым и не затратным 
методом является бактериоскопия мокроты. 
Но недостатками этого метода являются: невоз-
можно дифференцировать МТБ М. tuberculosis 
complex от нетуберкулезных микобактерий; при 
незначительном количестве МТБ в мокроте ме-
тод не эффективен (необходимо содержание в 1 
мл мокроты, как минимум, 5000-10000 МБТ) 
[10]. Культивирование МБТ проводится на твер-
дой (яичная среда Левенштейн-Йенсен) и жид-
кой (метод BACTEC) средах, агаре (Middlebrook 
7H10 и 7H10). Для определения теста медика-
ментозной чувствительности МБТ к противоту-
беркулезным препаратам используются твердые 
и жидкие среды, при которых скорость роста 
культуры и выявления медикаментозной чув-
ствительности разная (1–3 месяца и 14–21 суток, 
соответственно). При этом метод BACTEC позво-
ляет идентифицировать М. tuberculosis complex. 
Чувствительность культуральных методов (чис-
ло МБТ) – как минимум 100 в 1 мл. 

Поэтому, на сегодня актуальными являются 
молекулярно-генетические методы диагностики 
туберкулеза, что позволяет не только рано и сво-
евременно диагностировать активный специфи-
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ческий процесс, но и назначить необходимое сво-
евременное и адекватное лечение. 

Цель исследования – провести обзор литера-
туры на предмет изучения возможностей и до-
стижения молекулярно-генетической диагно-
стики туберкулеза в мире и Украине. 

Результаты и обсуждения 

Молекулярно-генетические (МГ) методы 
диагностики основаны на манипулировании с 
геномными материалами возбудителя с целью 
выявления специфического генетического мате-
риала [25]: 

– участков дезоксирибонуклеиновой кисло-
ты (ДНК) с нуклеотидной последовательностью, 
специфической в отношении данного вида или 
штаммов возбудителя; 

– для анализа специфических последователь-
ностей ДНК в генах, определяющих чувствитель-
ность возбудителя к определённым лекарствен-
ным веществам; 

– для анализа функциональной активности 
определённых генов возбудителя. 

В основе МГ методов диагностики лежит ме-
тод полимеразной цепной реакции (ПЦР), ко-
торый основан на выявлении в геноме возбуди-
теля видоспецифических последовательностей. 
Метод ПЦР обладает высокой специфичностью 
и чувствительностью с разрешающей способ-
ностью менее 10 МБТ в 1 мл диагностического 
материала. А положительный результат одно-
значно указывает на принадлежность МБТ к М. 
tuberculosis complex. 

Разновидности ПЦР [6, 12, 33, 40, 42, 43, 47]: 
1. Вложенная ПЦР (Nested PCR) применяет-

ся для уменьшения числа побочных продуктов 
реакции. Для этого метода используют две пары 
праймеров с проведением двух последователь-
ные реакций. При этом вторая пара праймеров 
амплифицирует участок ДНК внутри продукта 
первой реакции. 

2. Инвертированная ПЦР или обратная ПЦР 
(Inverse PCR) используется при условии, если 
известен лишь небольшой участок внутри нуж-
ной последовательности. Для осуществления 
этого метода проводят ряд разрезаний ДНК ре-
стриктазами с последующим соединением фраг-
ментов (лигирование), и в результате известные 
фрагменты оказываются на обоих концах неиз-
вестного участка. 

3. ПЦР с обратной транскрипцией (Reverse 
Transcription PCR, RT-PCR) используется для 
амплификации, выделения или идентификации 
известной последовательности из библиотеки ри-
бонуклеиновая кислота (РНК). Перед обычной 
ПЦР проводят на матрице мРНК синтез одноце-
почечной молекулы ДНК с помощью ревертазы 
и получают одноцепочечную кДНК, которая ис-
пользуется в качестве матрицы для ПЦР. С по-

мощью этого метода определяют де и когда экс-
прессируются данные гены. 

4. Асимметричная ПЦР (Asymmetric PCR) 
проводится для амплификации преимуществен-
но одной из цепей исходной ДНК. Используется 
в некоторых методиках секвенирования и ги-
бридизационного анализа. Особенностью мето-
да является то, что один из праймеров берется 
в большом избытке. Модификаций этого мето-
да является Linear-After-The-Exponential-PCR 
(LATE-PCR), в котором используются праймеры 
с разной концентрацией. ПЦР проводят при вы-
сокой температуре отжига, тем самым удаётся 
поддержать эффективности реакции на протя-
жении всех циклов. Используется в некоторых 
методиках секвенирования ДНК и гибридизаци-
онного анализа. 

5. Количественная ПЦР или ПЦР в реальном 
времени (Quantitative PCR, Q-PCR). Использует-
ся для непосредственного наблюдения за измере-
нием количества конкретного ПЦР продукта в 
каждом цикле реакции. В этом методе использу-
ют флуоресцентно-меченые праймеры или ДНК-
зонды. Используется флуоресцентный интер-
калирующий краситель Sybr Green I, который 
обеспечивает простой и экономичный вариант 
для детекции и количественного определения 
ПЦР-продуктов [42]. Во фтизиатрии этот метод 
используется для выявления М. tuberculosis 
complex в клиническом материале. По данным 
производителя, специфичность 100% [1, 12]. 

6. Ступенчатая ПЦР (Touchdown PCR). С по-
мощью этого метода уменьшается влияние не-
специфического связывания праймеров. При 
этом праймер частично гибридизуется с ком-
плементарной цепью. Частичная гибридизация 
праймера на геномной ДНК приводит к неспеци-
фической амплификации [40, 43]. 

7. Метод молекулярных колоний или ПЦР в 
геле (PCR Colony). Акриламидный гель полиме-
ризуют со всеми компонентами ПЦР на поверх-
ности и проводят ПЦР. В точках, содержащих 
анализируемую ДНК, происходит амплифика-
ция с образованием молекулярных колоний. 

8. ПЦР с быстрой амплификацией кон-
цов кДНК (Rapid amplification of cDNA ends, 
RACE-PCR). 

9. ПЦР длинных фрагментов (Long-range 
PCR). Модификация ПЦР для амплификации 
протяженных участков ДНК. 

10. ПЦР со случайной амплификацией по-
лиморфной ДНК (Random Amplification of 
Polymorphic DNA (ДНК отпечатков) [RAPD]). 
Используется для различия близких по генети-
ческой последовательности организмы. В этом 
методе обычно используют один праймер неболь-
шого размера, который будет частично компле-
ментарен случайным участкам ДНК исследуе-
мых организмов. Учитывая технологию DNA, 
важность ее проявляется в определении причин 
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реактивации специфического процесса и созда-
нии баз данных генотипом МБТ. 

11. Групп-специфическая ПЦР (group-
specific PCR). Это ПЦР для родственных последо-
вательностях внутри одного или между разными 
видами, используя консервативные праймеры к 
этим последовательностям. 

12. Уникальная ПЦР (unique PCR) – то проти-
воположный методу групп-специфической ПЦР. 
Суть метода состоит в подборе праймеров для ам-
плификации только конкретной последователь-
ности среди родственных последовательностей. 

13. ПЦР с использованием горячего старта 
(Hot-start PCR) – это модификация ПЦР с ис-
пользованием ДНК-полимеразы. При этом, по-
лимеразная активность блокируется в момент по-
становки реакции до первой денатурации в ПЦР. 

14. Виртуальная ПЦР (in silico PCR, циф-
ровая ПЦР, электронная ПЦР, е-ПЦР). Это ма-
тематический метод компьютерного анализа 
теоретической ПЦР c использованием списка по-
следовательностей праймеров (или ДНК-зондов) 
для предсказания потенциальной амплифика-
ции ДНК исследуемого генома, хромосомы и др. 

Метод ПЦР предполагает использование спец-
ифических зондов (праймеров) и получение дис-
кретных ДНК-продуктов амплификации отдель-
ных участков геномной ДНК [36, 38, 39, 44]. 

– SSR (https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0
%90%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%
D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9
_%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%BASimple 
Sequence Repeats) – фланкирующие праймеры. 
ПЦР с флангирующими праймерами позволяет 
рассматривать полиморфизм только одного ло-
куса. 

– RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA). В RAPD можно использовать как одиноч-
ный праймер, так и несколько RAPD праймеров. 
Метод универсален для исследований разных ви-
дов, при использовании одних и те же праймеров. 

– ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) – это 
специализированный вариант RAPD метода, 
в котором праймер состоит из микросателлит-
ной последовательности. В методе использует-
ся один или несколько праймеров. Продукты 
ISSR амплификации содержат на флангах ин-
вертированную микросателлитную последова-
тельность праймера. 

– RFLP (Restriction fragment length 
polymorphism, RFLP) или полиморфизм длин ре-
стрикционных фрагментов (ПДРФ). Это метод с 
использованием блот-гибридизации и включает 
в себя: выделение ДНК, получение фрагментов 
рестрикции, их электрофоретическое разделе-
ние, перенос на фильтры с последующей гибри-
дизацией специфических ДНК-зондов с получен-
ными фрагментами ДНК. ПДРФ эффективен при 
картировании генома, маркировании генов мно-
гих биологических и экономически важных при-

знаков. ПДРФ-анализ с зондами, в результате 
высокой вариабельности участков ДНК, позволя-
ет получать мультилокусные спектры с высоким 
разрешением на популяционном уровне. Благо-
даря очень высокому уровню полиморфизма этот 
метод в настоящее время является приоритет-
ным для анализа внутри- и межпопуляционной 
изменчивости и определения генетических рас-
стояний между группами организмов. 

– AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism) представляет собой комбинацию 
между ПДРФ и ПЦР методов. Метод AFLP состо-
ит из нескольких этапов: геномная ДНК одно-
временно рестрицируется двумя рестриктазами 
(EcoRI и MseI), затем рестрицированная геном-
ная ДНК лигируется с адаптором. После этого 
проводится две последовательные ПЦР. 

– SSAP (Sequence Specific Amplification 
Polymorphism) – это модификация метода AFLP, 
для выявления полиморфизма. 

– IRAP (Inter Retrotransposone Amplified 
Polymorphism) – ПЦР между праймерами, ком-
плементарными последовательностям двух ря-
дом расположенных LTR ретротранспозона. 
Можно комбинировать праймеры из LTR с дру-
гими праймерами из повторяющейся ДНК. 

– REMAP (Retrotransposone Microsatellite 
Amplified Polymorphism) – ПЦР между прайме-
ром к фрагменту LTR ретротранспозона и прай-
мером из рядом расположенного, простого ми-
кросателлитного повтора (ISSR праймер). 

– RBIP (Retrotransposon-Based Insertion 
Polymorphisms). Метод, основан на использова-
нии праймеров к последовательностям ретро-
транспозонов и выявляющий кодоминантные 
аллельные варианты. Принцип метода основан 
на мультилокусной ПЦР, в которой используют-
ся пара праймеров, фланкирующих участок ДНК 
до ретротранспозиции и праймер к LTR ретро-
транспозона, который встроен в данный участок 
между первыми двумя праймерами. Этот метод 
выявляет полиморфизм только для данного по-
лиморфного локуса. 

– iPBS (inter PBS amplification). Метод осно-
ван на использовании праймеров к PBS (Primer 
Binging Sitehttps://ru.wikipedia.org/wiki/%D0
%90%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D
0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_
%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%BA, участок 
связывания тРНК). Метод используется для вы-
явления полиморфизма между образцами. 

– VNTR (https://ru.wikipedia.org/wiki/%D
0%90%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%
D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_
%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%BAVariable 
Number Tandem Repeat). Метод определения ва-
риабельного числа точных тандемных повторов в 
ДНК МБТ. Тандемные повторы широко распро-
странены в разных геномах и высокополиморф-
ны. Метод основан только на использовании 
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ПЦР и не требует дополнительных манипуля-
ций. С помощью VNTR достигается большая сте-
пень дискриминации штаммов, чем с помощью 
метода ПДРФ [2, 18, 20]. В настоящее время наи-
более быстрым и простым метотод генотипирова-
ния МБТ является MIRU-VNTR (Mycobacterial 
Interspersed Repetitive Units – микобактериаль-
ные рассеянные повторяющиеся элементы). 

– SNP (single nucleotide polymorphisms) или 
однонуклеотидный полиморфизм. Метод исполь-
зуется для отличия последовательности ДНК раз-
мером в один нуклеотид (A, T, G или C) в геноме 
(или в другой сравниваемой последовательности) 
у представителей одного вида или между гомо-
логичными участками гомологичных хромосом 
индивида [36, 44]. SNP-типирование позволя-
ет более точно определять семейство штаммов 
и оценить количественный состав популяции 
штаммов МТБ [5]. 

МГ методы диагностики позволяют изучить 
виды и генотипы МБТ, медикаментозную устой-
чивость МБТ к противотуберкулезным препара-
там. Изучение генотипов МБТ позволяют иссле-
довать путь передачи туберкулеза, определить 
повторное инфицирование микобактериями и 
выявить факторы риска специфического заболе-
вания, что позволяет своевременно исследовать 
контакты и провести химиопрофилактику. 

Особенность генома М. tuberculosis complex 
является большое число повторяющихся по-
следовательностей ДНК [34]. В хромосоме М. 
tuberculosis H37Rv насчитывают до 56 копий 
IS-элементов (insertion sequences – вставочная 
последовательность), которые обеспечивают 
ДНК-полиморфизм МБТ. В составе хромосомы 
различных штаммов МБТ присутствует от 5 до 20 
копий IS6110. Наряду с IS-элементами геном со-
держит несколько типов коротких повторов ну-
клеотидов и прямые повторы DR (Direct Repeat), 
находящиеся в DR-области и разделённые вари-
абельными последовательностями (спейсерами). 
Различия в количестве копий и локализации 
на хромосоме этих генетических элементов ис-
пользуют для дифференциации штаммов МБТ. В 
геноме H37Rv найдены два профага – phiRv1 и 
phiRv2. Определены участки генома (mutT, ogt-
genes), отвечающие за увеличение частоты мута-
ций и адаптацию МБТ. 

Наиболее распространенными семействами 
штаммов МТБ в мире являются Beijing и LAM 
(Latin American Mediterranean) [2, 45, 49]. Но, 
соотношение отдельных генотипов в популяци-
ях МБТ может существенно различаться в раз-
ных регионах мира, что следует учитывать при 
разработке стратегий генотипирования микро-
организма [41]. 

Воронкова О. В. с соавт. (2011) [5] установили, 
что среди генетически неоднородных штаммов 
МБТ, циркулирующих на территории Томской 
области Российской Федерации (РФ), вызываю-

щих остропрогрессирующий распространенный 
деструктивный туберкулез легких, 19% проявля-
ют множественную лекарственную устойчивость. 
Штаммы семейства Beijing (пекинская группа) 
составляют 27% от общей популяции возбуди-
теля, имеют высокий показатель кластеризации 
(74%), уровень их множественной лекарственной 
устойчивости в 3 раза превышает таковой у «не-
пекинских» штаммов, для которых доля класте-
ризующихся штаммов составляет 11%. 

По данным проведенных молекулярно-
эпидемиологических исследований Ерохина В. 
В. и Черноусовой Л. Н. (2011) [8] с использова-
нием МГ методов диагностики (ПЦР, биочипо-
вая и стриповая технологии) установлено, что 
в Российской Федерации преобладают штаммы 
W-Beijing кластера. Установлено, что особен-
ностью штаммов этого кластера являлась повы-
шенная способность выживать вне зависимости 
от инфицирующей дозы. Изучение транскрип-
ции генов icl и hspX, активирующихся при вну-
триклеточном существовании патогена, пока-
зало повышенную конститутивную экспрессию 
гена hspX у МБТ W-Beijing кластера. Изучение 
мутаций в геноме МБТ показало расширение 
спектра мутаций в генах-мишенях МБТ у боль-
ных с неэффективным лечением. Использование 
МГ методов диагностики позволили в течение 
2–3 дней определять устойчивость МБТ к про-
тивотуберкулезным препаратам и своевременно 
откорректировать режим химиотерапии, что по-
зволило достижению прекращения бактериовы-
деления у 98,6% больных ХРТБ легких через 6 
месяцев лечения. 

Для генотипирования изолятов M.tuberculosis 
complex в настоящее время используются мето-
ды, основанные на разных по природе повторяе-
мых элементах [27]: 

– анализ полиморфизма спейсерных после-
довательностей ДНК (локус DR) – метод сполиго-
типирования (spoligotyping). Это более простой 
метод для скрининга штаммов и предваритель-
ного эпиданализа, исследования непосредствен-
но клинического материала; 

– рассеиваных повторах (Mycobacterial 
interspersed repeat units, MIRU); 

– ETR (Exact tandem repeats) – мишени мето-
да VNTR-типирования вариабельных по количе-
ству тандемных повторов); 

– мобильных элементах ПДРФ с использова-
нием праймера IS6110 (IS6110-ПДРФ). 

Общим свойством этих методов является их 
меньшая стабильность, что делает более досто-
верными конвергентные события, которые могут 
приводить к детекции фальш-идентичных гено-
типов [37]. 

Длительное время стандартом типирования 
M.tuberculosis complex являлся метод IS6110-
ПДРФ [46], который заключается в обнару-
жении в геноме МБТ ряда повторяющихся ну-
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клеотидных последовательностей и анализа 
полиморфизма длин фрагментов рестрикции. 
IS6110 отличаются высокой стабильностью свое-
го расположения, что позволяет точно иденти-
фицировать различные штаммы. 

Чередник Ю. О. с соавт. (2013) [27] указыва-
ют на недостатки метода IS6110-ПДРФ в том, что 
при повышении дискриминантной способности 
ПЦР-типирования возникает необходимость в 
увеличении количества анализируемых локу-
сов, что повышает стоимость анализа и усложня-
ет процедуру ПЦР. 

Исследователями К. В. Белоусова с соавт. 
(2014) [4] проведено сравнительный массивности 
и скорости роста, лекарственной чувствитель-
ности и генотипических особенностей МБТ, вы-
деленных из резецированных участков легких 
и респираторного материал, с использованием 
молекулярно-генетических методов (ПЦР в ре-
жиме реального времени, Биочип, MIRU-VNTR-
генотипирование). Изоляты были генотипирова-
ны с использованием 7 локусов (MIRU10, MIRU26, 
MIRU31, Mtub21, ETRA, UB26, QUB11b). Уста-
новлено, что МБТ, полученные из респираторно-
го материала на этапе хирургического лечения и 
из операционного материала больных туберку-
лезом легких, по изученным клинически значи-
мым биологическим свойствам (массивность и 
скорость роста, лекарственная чувствительность 
и генотипические особенности) одинаковы. При 
этом резецированные участки легких являются 
наиболее информативным материалом, позво-
ляющим получить достоверные сведения о воз-
будителе туберкулеза непосредственно из очага 
туберкулезного поражения. 

Изучение штаммов киевской популяции МБТ 
[26, 28] было проведено методом ETR-VNTR (по 
локусам ETR A, B, C, D, E), SNP-типирования 
группоспецифических SNP katG463 та gyrA95 с 
помощью ПДРФ-анализа и делеционного ПЦР-
анализа (делеция TbD1). Установлено, что в 
группе носителей Beijing-штаммов 12,3% были 
представители младшей возрастной группы. 
Выявлена достоверная ассоциация между при-
надлежностью к семейству LAM и хроническим 
течением туберкулез с фиброзно-кавернозной 
формой. На основе полиморфизмов katG463, 
gyrA95 і TbD1, штаммы МБТ разделили на 4 груп-
пы: группа предшественников штаммов (TbD1+, 
katG463 CTG, gyrA95 ACC); современные штам-
мы МБТ: ПГГ-1 (TbD1-, katG463 CTG, gyrA95 
ACC) ПГГ-2 (TbD1-, katG463 CGG, gyrA95 ACC) и 
ПГГ-3 (TbD1-, katG463 CGG, gyrA95 AGC). С уче-
том этой классификации, установили, что наи-
более распространенными были штаммы ПГГ-1 
(56,7 %), из которых 92,6 % составляли штам-
мы семействам Beijing. При этом исследователи 
доказали целесообразность применения более 
одного метода генотипирования с использовани-
ем более стабильных SNP и LSP маркеров. 

Проведенные исследования в Харьковской об-
ласти свидетельствуют о том, что среди изолятов 
штаммы Beijing определялись в 34% случаев, а 
LAM – в 23% [35]. 

В одесской популяции МБТ штамы Beijing 
определялись в 40% [16]. 

В полтавской популяции штаммов МБТ 70% 
принадлежали к генетическому семейству Beijing 
[24]. Анализ изолятов ДНК RIF-устойчивых 
штаммов был проведен методом МАС-ПЦР. Мута-
ции в одном из трех изученных кодонов rpob 526 
или 531 были выявлены в 80%. Установлено, что 
анализ методом МАС-ПЦР гена rpob обеспечивает 
расширенный мутационный анализ кодонов 516 
и 526. Вариант katg 315 – является наиболее ча-
стым в Полтаве и Полтавской области. 

На основе использования ПЦР в режиме ре-
ального времени, Скорняков С.Н. с соавт. (2014) 
[18] предложили схему генотипирования МБТ 
на территории Уральского региона РФ: MIRU-
VNTR-типирование изолятов генотипа Beijing 
проводится c использованием 9 локусов (MIRU26, 
QUB26, Mtub21, Qub11b, MIRU31, MIRU40 
VNTR4120, VNTR3820, VNTR3232), изолятов 
других генотипов (non-Beijing) – 15 локусов 
(Mtub04, ETRC, MIRU04, MIRU40, MIRU10, 
MIRU16, Mtub21, QUB11b, ETRA, Mtub30, 
MIRU26, MIRU31, Mtub39, QUB26, QUB4156) 
и/или сполиготипирования. Авторы указывают 
на то, что предложенная схема позволяет эффек-
тивно и с наименьшими затратами определять 
принадлежность МТБ к наиболее эпидемиологи-
чески значимым генетическим группам в целях 
мониторинга их распространения. 

Задачи МГ методов определения медикамен-
тозной чувствительности или устойчивости МБТ, 
что позволяет назначить своевременно необходи-
мый адекватный режим противотуберкулезной 
химиотерапии и применить меры предупрежде-
ния распространения лекарственно-устойчивого 
туберкулеза. Принципы этих методов сводятся к 
выявлению мутаций в определённых нуклеотид-
ных последовательностях известных генов [19]. 
На сегодня известны гены МБТ, ответственные 
за формирование лекарственной устойчивости 
к изониазиду (katG, inhA, ahpC), рифампицину 
(rpoB), стрептомицину (rrs и rpsL), этамбутолу 
(embB), пиразинамиду (pncA), фторхинолону 
(gyrA) [11]. 

В настоящее время для быстрого детектиро-
вания изолятов, устойчивых к противотуберку-
лезным препаратам, внедряются молекулярно-
генетические методы: ПЦР в реальном времени, 
гибридизация ДНК в формате чипов, секвени-
рование. Основные методы основаны на прямом 
прочитывании (секвенировании) этих последо-
вательностей после амплификации и гибридиза-
ции биотин-меченых фрагментов ДНК, ампли-
фицированных в ходе ПЦР с ДНК-зондами. Оба 
метода проводят с помощью ферментного конъю-



68

ISSN 2072-9367. СУЧАСНI МЕДИЧНI ТЕХНОЛОГІЇ, № 2, 2016

гата (стрептавидин-щелочная фосфатаза) – метод 
LIPA-Rif-TB. 

К МГ методам определения лекарственной 
устойчивости МБТ относятся: 

– тест-система Gene Xpert MTB/RIF – метод 
полуколичественной гнездовой ПЦР в реальном 
времени, проводимой in vitro (с определением 
устойчивости МБТ к рифампицину) [10, 30, 48]; 

– мультиплексная ПЦР и ТБ – Биочип (с 
определением устойчивости МБТ к изониазиду и 
рифампицину); 

– тест-система Genotype® – стриповый метод 
(с определением устойчивости МБТ к изониази-
ду, рифампицину, этамбутолу, фторхинолонам, 
аминогликозидов/ циклических пептидов). 

Тест-системы Genexpert MTB/RIF и Genotype® 
Всемирной организацией здравоохранения рас-
сматриваются как приоритетные. 

В Украине с 2012 года, в комплексе с бакте-
риоскопией мазка мокроты и бактериологиче-
скими методами применяются молекулярно-
генетические тест-системы Genexpert MTB/
RIF и Genotype® [3, 10, 31, 32]. Тест-система 
Genexpert MTB/RIF используется в лаборатори-
ях микробиологической диагностики туберкуле-
за ІІ и ІІІ уровней для быстрого выявления МБТ 
(без идентификации) и определения устойчиво-
сти к рифампицину. Тест-системыаGenotype® 
используется только в лабораториях микробио-
логической диагностики туберкулеза ІІІ уровня 
для диагностики туберкулеза с идентификацией 
МБТ и определением устойчивости к изониази-
ду, рифампицину, этамбутолу, фторхинолонам, 
аминогликозидов/ циклических пептидов [10]. 
МГ исследования проводятся всем больным ту-
беркулезом легких (1, 2 и 3 категорий), не зави-
симо от результатов бактериоскопии, до начала 
лечения [32]. 

Салина Т. Ю. и Морозова Т. И. (2011) [17] про-
водили изучение лекарственной чувствительно-
сти МБТ к изониазиду, рифампицину и фторхи-
нолонам с помощью биологических микрочипов. 
Установлено, что мутации ДНК МБТ в гене kat 
G встречались у 74,4%, в гене inhA – у 39,5%, 
в гене ahpС – у 4,7%. Отмечено расширение 
спектра мутаций в гене rpoB, кодирующих ле-
карственную устойчивость к рифампицину. Не 
получено достоверных различий в спектре гене-
тических мутаций МБТ у пациентов с тяжелы-
ми, прогрессирующими формами туберкулеза по 
сравнению с пациентами с ограниченным и бла-
гоприятно протекающим туберкулезом. 

Исакова Ж. Т. (2009) [11] изучала эффек-
тивность тест-системы «ТБ-Биочип MDR» в 
экспресс-идентификации штаммов МБТ с лекар-
ственной устойчивостью к рифампицину и изо-
ниазиду. Исследование на биочипах заключалось 
в выделении ДНК МБТ, проведении двух после-
довательных мультиплексных ПЦР со специфи-
ческими для IS6110, rpoB, katG, inhA и ahpC 

праймерами, гибридизации продуктов ампли-
фикации второй стадии ПЦР с олигонуклеотид-
ными зондами, установленными в ячейках био-
чипа. Основным преимуществом тест-системы 
«ТБ-Биочип MDR» была возможность выявить 
штаммы МБТ с множественной лекарственной 
устойчивостью в течение двух дней, что позво-
лило быстро подобрать эффективный режим хи-
миотерапии. 

Лаврова О. И. с соавт. (2014) [13] проводили 
изучение МГ метода определения резистент-
ности МБТ HRM (high resolution melting curve 
analysis), который основан на проведении ам-
плификации фрагментов ДНК с последующим 
анализом их кривых плавления с высоким раз-
решением. Установлено, что метод HRM-анализ 
позволяет выявлять все мутации в интересую-
щих фрагментах генов, различать ДНК мутант-
ного и дикого типов в их смеси, не имеет конта-
минационной опасности. 

В настоящее время создаются библиотеки ге-
нов МБТ, накопление информации по нуклеино-
вым кислотам, видовой специфичности белков 
МБТ, открытие вставочных элементов в генном 
материале МБТ, что дает возможность проведе-
ния внутривидовой дифференциации штаммов 
МТБ, их полиморфизма [28]. 

Выводы 

На сегодня в мире, в том числе и Украине, 
есть значительные достижения в молекулярно-
генетической диагностике туберкулеза. 

Преимуществами МГ методов диагностики 
туберкулеза являются: 

– скорость диагностики (до 2-х дней); 
– высокая специфичность; 
– высокая чувствительность (от 10 клеток в  

1 мл диагностического материала); 
– положительный результат однозначно ука-

зывает на принадлежность МБТ к М. tuberculosis 
complex (что не требует дополнительной диффе-
ренцировки от нетуберкулезных микобакте-
рий); 

– экспресс-выявление генетических марке-
ров устойчивости M. tuberculosis complex к про-
тивотуберкулезным препаратам. 

Учитывая эпидемию туберкулеза и тем-
пы роста химиорезистентного туберкулеза в 
Украине, внедрение новейших молекулярно-
генетических методов диагностики туберкулеза 
будет способствовать, как повышению эффек-
тивности лечения больных, так и улучшению 
эпидемиологической ситуации касательно это-
го заболевания в стране. 

Необходимо учитывать полученные результа-
ты отечественных исследователей, особенно по 
поводу высокой эффективности метода геноти-
пирования с использованием более стабильных 
SNP и LSP маркеров.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНІ МЕТОДИ ДІАГНОСТИКИ  
ТА ЇХ ВИКОРИСТАННЯ У ФТИЗІАТРІЇ

Мета дослідження – провести огляд літератури на предмет вивчення можливостей і досягнення 
молекулярно-генетичної діагностики туберкульозу в світі та Україні. 

Матеріали та методи. Огляд літературних джерел. 
Результати та обговорення. В основі молекулярно-генетичних методів діагностики лежить метод полі-

меразної ланцюгової реакції, різновидів якої дуже багато. Ці методи діагностики дозволяють вивчити види 
і генотипи мікобактерій туберкульозу, медикаментозну стійкість мікобактерій туберкульозу до протиту-
беркульозних препаратів. Вивчення генотипів мікобактерій туберкульозу дозволяють досліджувати шлях 
передачі туберкульозу, визначити повторне інфікування мікобактеріями і виявити фактори ризику специ-
фічного захворювання, що дозволяє своєчасно досліджувати контакти і провести хіміопрофілактику. 

Висновки. На сьогодні у світі, в тому числі й Україні, є значні досягнення в молекулярно-генетичній 
діагностиці туберкульозу. Враховуючи епідемію туберкульозу і темпи зростання хіміорезистентного 
туберкульозу в Україні, впровадження новітніх молекулярно-генетичних методів діагностики тубер-
кульозу є важливим і необхідним завданням для фтизіатрії. 

Ключові слова: молекулярно-генетичні методи діагностики, туберкульоз.
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MOLECULAR GENETIC METHODS OF DIAGNOSTICS  
AND THEIR USE IN PHTHISIOLOGY

Objective – a review of the literature on the subject of exploring the possibilities and achievements of 
molecular genetic diagnosis of tuberculosis in the world and Ukraine. 

Materials and methods. The study of literature. 
Results and discussion. The basis of molecular-genetic diagnostic methods is the polymerase chain 

reaction, which is a lot of varieties. These diagnostic methods allow to study species and genotypes of 
Mycobacterium tuberculosis, drug resistance of Mycobacterium tuberculosis to anti-TB drugs. The study 
of genotypes of Mycobacterium tuberculosis enable us to investigate transmission of tuberculosis, My-
cobacterium determine the re-infection and to identify risk factors for specific diseases, that allows to 
investigate the contacts and conduct chemoprophylaxis. 

Conclusions. In today’s world, including Ukraine, there are significant advances in molecular genet-
ic diagnosis of tuberculosis. Given the epidemic of tuberculosis and drug-resistant tuberculosis rate of 
growth in Ukraine, the introduction of new molecular genetic methods for diagnosis of tuberculosis is an 
important and necessary task for phthisiology. 

Key words: molecular genetic methods of diagnosis, tuberculosis.


