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Резюме. В работе представлены данные по частоте встречаемости генотипа Beijing у па-

циентов с легочной формой туберкулеза. Найдены специфичные генетические маркер, которые 

могут быть использованы в экспресс-генотипировании M. tuberculosis в клинической практике. 
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Resume. In work data are submitted on the frequency of occurrence of a genotype of Beijing at 

patients with a pulmonary form of tuberculosis. Are found specific genetic a markers which can be used in 

express genotyping of M. tuberculosis in clinical practice. 
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Актуальность. В настоящее время туберкулез остается одной из наиболее зна-

чимых проблем здравоохранения во всем мире. Туберкулез является одной из 10 ве-

дущих причин смерти от инфекционной патологии в мире. В 2015 году туберкулезом 

заболели 10,4 миллиона человек, и 1,8 миллиона человек (в том числе 0,4 миллиона 

человек с ВИЧ) умерли от этой болезни. В РБ заболеваемость туберкулезом  в 2015 

году составила 32,9 на 100 000 населения, а смертность от него 4,1 на 100 000 населе-

ния.  Также проблема туберкулеза актуальна с экономической точки зрения. Высокие 

показатели  ШЛУ и МЛУ туберкулеза могут быть связаны с распространением опре-

деленного эпидемического генотипа МБТ. Расшифровка структуры генотипов МБТ, 

циркулирующих в нашей стране, в соседних и в мире может создать предпосылки к 

разработке специфических противоэпидемических мероприятий.  

Актуальность исследования генотипов обусловлена отсутствием внедренных в 

практику отечественного здравоохранения  методик генотипирования микобактерий 

туберкулеза, а также ограниченными данными о геномном полиморфизме штаммов 

M. tuberculosis в Республике Беларусь. 

Цель: изучить генетическую структуру циркулирующих в Республике Бела-

русь M. tuberculosis (МБТ) для выявления причин роста лекарственно-резистентного 

туберкулеза среди пациентов. 

Задачи: 

1. Определить частоту встречаемости МБТ генотипа Beijing у пациентов с ту-

беркулезом. 

2. Произвести поиск генетических сигнатур эпидемически значимых геноти-

пов, которые можно использовать в экспресс-генотипировании МБТ в клинической 

практике. 

Материал и методы. Были изучены клинические изоляты 48 микобактерий, из 

них 45 принадлежало M. tuberculosis, полученных от впервые выявленных и ранее 

леченых пациентов, больных туберкулезом легких из разных областей РБ и 5 принад-

лежало микобактериям другой этиологии. Использован молекулярно-генетический 
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метод: ПЦР в реальном времени с флюоресцирующими ДНК-зондами для детекции 

генотипа Beijing. 

Экстракцию бактериальной ДНК проводили следующим образом: в 100 мкл 5% 

Chelex-100 в 1хТАЕ буфере вносили полную бактериальную петлю чистой культуры 

микобактерий; инкубировали при 95ОС – 25 минут, клеточный дебрис осаждали уль-

трацентрифугированием (14000 об/мин – 10 мин). 

Исследуемую экстрагированную ДНК в количестве 10 мкл вносили в 40 мкл  

ПЦР-смеси, содержащей из расчета на одну реакцию: а) 10хПЦР буфера − 5 мкл; б) 

25 мМ MgCl2 – 5 мкл; в) раствор нуклеотидов  (200 мкМ) – 5 мкл; г) Taq-полимеразу 

- 2 ед.; д) праймеры  (по 20 пкмоль) и зонд (10 пкмоль) для  генотипа Beijing (BjF 5-

CTCGGCAGCTTCCTCGAT-3, BjR 5-CGAACTCGAGGCTGCCTACTAC-3, зонд – BjTM 

5-R6G-ACGCCAGAGACCAGCCGCCGGCT-BHQ1-3); е) праймеры (по 20 пкмоль) и 

зонд (10 пкмоль) для  микобактерий не генотипа Beijing (nBjF 5-AAGCATTCCCTTG 

ACAGTCGAA -3, nBjR 5-GGCGCATGACTCGAAAGAAG-3, зонд – nBjTM 5-6FAM-

TCCAAGAGGGTCTTTG-BHQ1-3); ж) деионизованную воду − add 40 мкл.  

Амплификацию осуществляли c использованием следующего режима: 94 С – 

4 мин, 45 циклов (95 С – 30 с, 60 С – 70 с). Детекцию флюоресценции проводили 

после каждой стадии отжига на каналах FAM и R6G.  

Изучен полиморфизм генов KatG, MgtC, Cyp121, VapC31 основных генотипов 

МБТ с помощью методов биоинформационного анализа. Первичная структура генов 

была получена из баз проекта Human Microbiome Project, NCBI, TubList, TBDB, Tbvar.  

Выравнивание и филогенетический анализ генов, оценка сходства и различий генов 

проводились с использованием программы MEGA7. 

Результаты и их обсуждение. При проведении ПЦР в реальном времени были 

получены следующие результаты (рисунок): 

1. В случае принадлежности МБТ к генотипу Beijing флюоресценция выше по-

роговой регистрировалась на канале R6G (красный). 

2. В случае принадлежности МБТ к другим генотипам отмечалась флюоресцен-

ция на канале FAM (синий). 

3. В случае микобактерий других видов флюоресценция не регистрировалась. 

 
Рисунок 1 – Результаты ПЦР в реальном времени для идентификации штаммов  генотипа 

Beijing 
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Было установлено, что из 43 культур M. tuberculosis 60,5% приходилось на 

долю генотипа Beijing. Из них 44,2% культур выделяли от пациентов мужского пола, 

16,3% – женского. Из числа обследованных  52% были пациенты не из города Минска, 

у 33% пациентов, проживающих в других регионах (гомельской, гродненской, моги-

левской, витебской областях) культуры относились к генотипу  Beijing, что свиде-

тельствует о повсеместном распространении генотипа  Beijing в РБ. У 26% исследо-

ванных пациентов был впервые выявленный туберкулез, у них частота выделения ге-

нотипа Beijing составляла 11,8%.  

В связи с важностью экспресс детекции генотипов микобактерий с помощью 

нетрудоемких методов, которые можно использовать в клинической лабораторной 

диагностике,  был произведен поиск генетических сигнатур основных генотипов M. 

tuberculosis, которые позволят идентифицировать ключевые генотипы микобактерий. 

При генетическом анализе полиморфизма генов KatG и MgtC не было найдено сигна-

турных мутаций, характерных только для одного генотипа. Однако при анализе гена 

Cyp121 была выявлена сигнатурная мутация, характерная для генотипа Beijing – за-

мена аденина на цитозин в положении 388. Также была выявлена сигнатурная мута-

ция в гене VapC31, характерная для генотипа CAS  – выпадение аденина в положе-

ниях 63 и 64. 

Выводы: 

1. Показано доминирование генотипа Beijing у пациентов с туберкулезом, на 

долю которого приходилось  60,5% всех случаев ТБ, а также распространенность 

этого генотипа по всей территории РБ. 

2. Частота выделения генотипа Beijing среди хронических пациентов была 

выше по сравнению с пациентами с впервые диагностированным туберкулезом - 48,9 

и 11,6% соответственно.  

3. Генотип Beijing приобретает эпидемическое распространение и требует про-

ведения направленных противоэпидемических мероприятий. 

4. Показаны сигнатурные мутации  для генотипа Beijing (A388C в гене Cyp121) 

и для генотипа CAS (A63-, A64- в гене VapC31). 
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Резюме: Методом серийных разведений и модифицированным диско-диффузионным методом опре-

делена антибактериальная активность экстракта H.physodes в сочетании с антибиотиками. Выявлен универ-

сальный синергидный эффект комбинации экстракта H.physodes и аминогликозидов как в отношении ванко-

мицин-чувствительных, так и ванкомицин-резистентных штаммов Enterococcus faecalis. 
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Resume: The antibacterial activity of H.physodes extract in combination with antibiotics was determined by 

serial dilution methods and a modified disc-diffusion method. The universal synergistic effect of combination of 

H.physodes extract with aminoglycosides has been revealed for vancomycin-sensitive and vancomycin-resistant 

strains of Enterococcus faecalis. 
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Актуальность. Важной особенностью энтерококков является высокий уровень 

природной устойчивости к бета-лактамным антибиотикам и аминогликозидам. В по-

следнее десятилетие в условиях госпитальной среды распространяются штаммы ван-

комицин-резистентных энтерококков (VRE) с множественной устойчивостью к анти-

биотикам, способные вызывать тяжелые внутрибольничные инфекции, с трудом под-

дающиеся антибиотикотерапии [1]. Распространение множественной устойчивости к 

антибиотикам среди возбудителей бактериальных инфекций требует поиска соедине-

ний с новыми механизмами противомикробного действия. Лишайники и их много-

численные вторичные метаболиты рассматриваются в качестве перспективных ис-

точников таких соединений. Среди огромного видового разнообразия лишайников 

только относительно небольшое их количество (не более 70-100 видов) было скрини-

ровано на присутствие антимикробных свойств, при этом более чем у половины ис-

следованных видов такие свойства удавалось выявить [2]. Эффективным способом 

преодоления антибиотикорезистентности является сочетанное использование анти-

бактериальных веществ с различными механизмами действия на микробную клетку 

[3]. 


