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В настоящее время генотипирование микроорганизмов широко используется в расследовании вспышек инфекционных за-
болеваний, осуществлении эпидемиологического надзора за инфекциями, филогенетическом анализе бактериальных пато-
генов. Развитие методов генотипирования особенно актуально для возбудителей особо опасных инфекций, таких как чума, 
холера, сибирская язва, бруцеллез, туляремия, сап и мелиоидоз, вследствие их высокой патогенности и контагиозности.  
В данном обзоре приведена характеристика различных методов генотипирования с указанием их преимуществ и недо-
статков. Проанализирована частота использования методов генотипирования по годам и в зависимости от вида воз-
будителя.
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Currently genotyping of microorganisms is widely used in the investigation of outbreaks of infectious diseases, the implementation of 
epidemiological surveillance of infections and phylogenetic analysis of bacterial pathogens. Development of methods for genotyping 
is  particularly topical for pathogens of such highly dangerous infections as plague, cholera, anthrax, brucellosis, tularemia, glanders 
and melioidosis, due to their high pathogenicity and contagiousness. In this overview there is presented the characteristics of different 
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“горизонтального переноса” неродственным микро-
организмам. Плазмидный профиль является важной 
характеристикой штаммов Y. pestis, B. anthracis, V. 
cholerae [4, 5].

Пульс-электрофорез (ПЭФ) – метод фракцио-
нирования крупных молекул ДНк (от 5 тыс. п.н. до  
10 млн. п.н.), полученных после рестрикции хромо-
сом редкощепящей эндонуклеазой с помощью элек-
трофореза в условиях периодически меняющегося 
по направлению (“пульсирующего”) электрического 
поля. ПЭф был и во многих случаях остается зо-
лотым стандартом типирования микроорганизмов, 
так как обладает высокой воспроизводимостью, 
дискриминирующей способностью, результаты ти-
пирования хорошо согласуются с эпидемиологи-
ческими данными, картины ДНк-паттернов легко 
интерпретируются. По данным a. Sabat. и соавт. [3] 
наибольшая доля статей по генотипированию посвя-
щена использованию ПЭф (более 2700 в базе дан-
ных pubmed). Широкому распространению метода 
на практике способствовала стандартизация, трак-
тующая родство исследуемых штаммов по количе-
ству отличающихся полос на электрофореграмме, 
предложенная F. tenover и соавт. [6]. Стабильность 
результатов ПЭф при соблюдении условий протоко-
ла позволила создать базы данных для большинства 
видов бактерий. Пульс-электрофорез отлично заре-
комендовал себя при расследовании вспышек особо 
опасных инфекционных заболеваний [7], установле-
нии филогенетических связей различных штаммов 
[8]. Часто данный метод используется в качестве 
стандарта генотипирования при разработке новых 
методов [9, 10]. к недостаткам пульс-электрофореза 
можно отнести трудоемкость, продолжительное вре-
мя анализа (3–4 дня), а также возможность резкого 
изменения электрофоретического профиля даже из-
за одной мутации.

Полиморфизм длин рестрикционных фрагментов 
(ПДРФ) основан на обработке тотальной ДНк, выде-
ленной из культуры микроорганизмов, эндонуклеаза-
ми рестрикции, расщепляющими нуклеиновые кис-
лоты в специфических “сайтах узнавания”. образую-
щиеся фрагменты ДНк отличаются по количеству и 
размерам у разных штаммов и анализируются с помо-
щью гель-электрофореза. Данная методика проста в 
выполнении, однако в некоторых случаях получаемые 
картины ДНк-паттернов трудно интерпретировать 
вследствие большого количества рестрикционных 
фрагментов. Поэтому ПДрф сочетают с гибридизаци-
ей с ДНк/рНк-зондами. Самыми распространенны-
ми мишенями для конструирования зондов являются 
рибосомальные гены, также описано использование 
инсерционных последовательностей (IS-элементов) 
[11, 12]. Высокоэффективной оказалась схема типи-
рования на основе ПДрф с использованием зондов, 
комплементарных IS-элементам возбудителя чумы, 
предложенная g. torrea и соавт. [12]. однако рибо-
типирование в последние годы применяется редко в 
связи с высокой трудоемкостью проведения анализа. 

Введение
Целью генотипирования является внутривидо-

вая дифференциация микроорганизмов на основе 
различий их геномов. к задачам типирования от-
носятся: расследование вспышек инфекционных за-
болеваний природного или техногенного характера, 
мониторинг природных очагов опасных инфекцион-
ных болезней, геномная паспортизация и определе-
ние филогенетических связей штаммов микроорга-
низмов. В настоящее время более 160 видов микро-
организмов считаются патогенными [1]. Наиболее 
пристального внимания заслуживают возбудители 
особо опасных инфекций (оои), потенциальные 
агенты биотерроризма, такие как Yersinia pestis, 
Vibrio cholerae, Bacillus anthracis, Brucella spp., 
Francisella tularensis, Burkholderia pseudomallei, 
Burkholderia mallei [2]. Заболевания, вызываемые 
данными патогенами, как правило, способны к эпи-
демическому распространению с охватом больших 
масс населения и характеризуются крайне тяжелым 
течением с высокой летальностью либо инвалидиза-
цией переболевших.

В случае возникновения вспышек особо опас-
ных инфекций большое значение имеют их своев-
ременная диагностика и типирование патогенных 
биологических агентов для установления источника 
заражения, реализации необходимых мер защиты, 
устранения опасности дальнейшего распростране-
ния инфекции, лечения зараженных людей. Харак-
теристиками оптимального метода типирования 
являются высокая дискриминирующая сила, позво-
ляющая в идеале различать все исследуемые изо-
ляты, а также высокая скорость получения резуль-
тата, воспроизводимость, простота в исполнении, 
интерпретации и низкая себестоимость. к важным 
параметрам относятся возможность сопоставления 
результатов, полученных разными лабораториями, 
наличие общедоступных баз данных и международ-
ной номенклатуры [3].

На сегодняшний день разработано множество 
молекулярно-генетических методов, применяемых 
для изучения эпидемиологической характеристики 
бактериальных изолятов. Методы генотипирования 
можно объединить в следующие группы: 1) методы, 
включающие рестрикцию и электрофорез, 2) мето-
ды, основанные на амплификации вариабельных ло-
кусов, 3) методы, основанные на гибридизации, 4) 
методы, основанные на секвенировании.

1. Методы, включающие рестрикцию и электро-
форез
Плазмидный анализ (ПА) используется в бакте-

риологии уже много лет. В данном методе анали-
зируют картину ДНк-паттернов, полученную при 
электрофорезе интакных плазмид или фрагмен-
тов, образованных после расщепления плазмидной 
ДНк эндонуклеазами рестрикции. Плазмиды как 
мобильные генетические элементы не являются 
стабильной характеристикой бактерий, могут спон-
танно теряться/приобретаться, передаваться путем 
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Упрощение процедуры анализа возможно за счет ис-
пользования автоматической станции для риботипи-
рования, хотя это не гарантирует повышения силы 
дискриминации [13].

Полиморфизм длин амлифицированных фрагмен-
тов (ПДАФ) базируется на расщеплении геномной 
ДНк комбинацией двух рестриктаз, одна из которых 
является частощепящей, а другая – редкощепящей. В 
результате образуется большое количество фрагмен-
тов с “липкими концами”. Затем проводят их лиги-
рование с короткими двухцепочечными фрагментами 
ДНк – адапторами, которые частично комплементар-
ны сайту рестрикции. образованные продукты ам-
плифицируют с помощью праймеров, которые на 5’-
конце содержат последовательность адаптора, а на 3’-
конце – 1-3 дополнительных нуклеотида. Добавление 
этих нуклеотидов необходимо для уменьшения числа 
фрагментов, образующихся в ходе полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦр), что делает интерпретацию ДНк-
паттернов более легкой. Применение капиллярного 
электрофореза с флуоресцентно-меченными прайме-
рами позволяет упростить анализ результатов [14].

Преимуществами ПДАф являются высокая дис-
криминирующая способность, воспроизводимость 
результатов и сопоставимость данных, получен-
ных в разных лабораториях. Данный метод успеш-
но применяется для расследования вспышек особо 
опасных заболеваний, однако эффективность ПДАф 
зависит от выбора адапторов, при недостаточной 
оптимизации он показывает меньшую разрешаю-
щую способность по сравнению с ПЭф [14, 15].  
к недостаткам метода можно отнести трудоемкость 
(анализ занимает около трех дней) и относительно 
высокую себестоимость вследствие необходимости 
использования коммерческих наборов реагентов 
(ферменты, адапторы, праймеры).

ПЦР с последующей рестрикцией продуктов 
амплификации (ПЦР-ПДРФ). В отличие от прямого 
ПДрф на первом этапе в данном методе проводят 
амплификацию со специфическими праймерами, 
ограничивающими исследуемый участок ДНк. За-
тем с помощью эндонуклеаз рестрикции фрагмент 
гена расщепляется, а после проведения электрофо-
реза изучаются полученные профили. Это позволяет 
сократить количество анализируемых фрагментов и 
облегчить интерпретацию результата, однако увели-
чивает время проведения анализа. В последние го-
ды данный метод использовался редко. Дискрими-
нирующая сила и воспроизводимость ПЦр-ПДрф 
определяются выбором праймеров и рестриктаз. 
Так, использование данного метода F. Reen [16] 
для возбудителя холеры позволило провести иден-
тификацию, но было неэффективно для внутриви-
довой дифференциации микроорганизма. однако 
схема, предложенная N. Chowdhury [9], позволила 
разделить 94 штамма V. cholerae биовара Эль Тор, 
29 штаммов V. cholerae классического биовара и 54 
штамма V. cholerae о139 на 9, 3 и 6 групп соответ-
ственно, что сравнимо с результатами ПЭф.

2. Методы, основанные на амплификации вариа-
бельных локусов
Мультиплексная ПЦР – молекулярно-биоло-

гический метод, широко используемый в биологи-
ческой и медицинской практике. При использова-
нии в ПЦр в качестве мишеней генов патогенности, 
может быть получена клинически значимая характе-
ристика штаммов. Также данная процедура проста 
в исполнении и легко интерпретируема. В качестве 
ДНк-мишеней часто используются гены «домаш-
него хозяйства», например алгоритм типирования 
возбудителя чумы, предложенный Г.А. Ерошенко 
и соавт. [17], включает определение наличия генов 
жизнеобеспечения (terC, ilvN, inv, glpD, napA, rhaS и 
araC). Другими часто используемыми мишенями в 
ПЦр-типировании являются гены антибиотикорези-
стентности [18], а также гены, кодирующие факто-
ры вирулентности. определение генов токсичности 
и патогенности является важным этапом характери-
стики штаммов V. cholerae, анализируют такие гены, 
как toxR, hlyA, ctxA, zot, ace, tcpA, stn, tox t [19].

Технология mgb-зондов (taqman-minor groove 
binding – модифицированные зонды с повышенной 
температурой отжига) позволяет использовать ПЦр 
для определения однонуклеотидного полиморфизма 
(SNp – single nucleotide polymorphism). С помощью 
данного метода были определены наиболее эффек-
тивные SNp-локусы для типирования микроорга-
низма B. anthracis, геном которого характеризуется 
выраженной консервативностью [20].

DFR-анализ (different region – DFR). Метод ам-
плификации дифференцирующих фрагментов ге-
нома заключается в серии ПЦр с праймерами, 
фланкирующими фрагменты ДНк-мишеней, при-
сутствующих только у определенных штаммов. 
Преимуществами данного метода является легкость 
интерпретации, использование стандартного обору-
дования, быстрота получения результата. Недостат-
ком является необходимость проведения большого 
количества параллельных реакций амплификации, 
поскольку разрешающая сила метода зависит от ко-
личества выбранных локусов.

Схема генотипирования Y. pestis на основе 23 dFR-
локусов, предложенная y. li и соавт. [21], показала, 
что на территории природных очагов китая цирку-
лируют штаммы 32 типов, причем для каждого очага 
характерен свой основной dFR-тип. dFR-анализ еще 
не получил широкого распространения, не разработа-
на единая терминология. Так, алгоритм типирования 
на основе 14 локусов, предложенный K. duangsonk и 
соавт. [22] для возбудителя мелиоидоза, разделивший 
98 изолятов В. pseudomallei на 59 генотипов, назы-
вался Vat-анализ (variable amplicon typing), а схема, 
включающая 19 пар праймеров, подобранных на ре-
гионы дифференциально присутствующие у различ-
ных возбудителей бруцеллеза, отнесена к ПЦр [23].

ПЦР с произвольными праймерами, RAPD (ran-
dom amplified polymorphic DNA). Метод Rapd осно-
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ван на использовании произвольных олигонуклео-
тидных праймеров длиной 9–10 нуклеотидов, кото-
рые отжигаются при низкой температуре на большом 
количестве сайтов в различных областях генома, что 
инициирует амплификацию анонимных последова-
тельностей ДНк разной длины. Rapd-типирование 
– относительно нетрудоемкий и быстрый метод, не 
требующий подбора специфических праймеров, с 
низкой себестоимостью и высокой разрешающей 
способностью.

Для возбудителя сапа разработана схема типиро-
вания на основе 6 олигонуклеотидов, позволившая 
разделить 14 исследуемых штаммов на отдельные 
Rapd-типы [24]. ПЦр с произвольными праймера-
ми успешно применена для типирования возбуди-
теля холеры, выявлено значительное генетическое 
разнообразие слабопатогенных штаммов V. cholerae 
различных серогрупп [25].

основным недостатком ПЦр с произвольными 
праймерами является низкая межлабораторная вос-
производимость, так как полученный результат за-
висит от целостности выделенной ДНк, режима и 
условий проведения ПЦр, что проявляется в измене-
нии Rapd-паттернов.

ПЦР с праймерами на IS-элементы и повторяю-
щиеся элементы, rep-PCR. В данном случае ампли-
фикация проводится с праймерами к консенсусной 
последовательности повторяющихся элементов, 
рассеянных по геному. Совокупность амплифици-
рованных последовательностей различной длины, 
заключенных между повторами, анализируется с 
помощью электрофореза. Среди повторяющихся ну-
клеотидных последовательностей можно выделить 
3 группы: экстрагенные повторяющиеся палин-
дромы длиной 35–40 п.н. REp (repetitive extragenic 
palindromes), повторяющиеся межгенные последова-
тельности длиной 124–127 п.н. ERIC (enterobacterial 
repetitive intergenic consensus) и bOX-элементы дли-
ной 154 п.н. энтеробактерий и стрептококков. При 
сравнении методов REp, ERIC и Rapd для типиро-
вания штаммов F. tularensis REp и ERIC продемон-
стрировали меньшую разрешающую силу, однако 
большую воспроизводимость [26]. Анализ использо-
вания данных подходов для типирования V. cholerae 
показал возможность применения ПЦр с праймера-
ми на повторяющиеся элементы для дифференциа-
ции штаммов V. cholerae не о1-й/не о139-й группы, 
а наибольшей дискриминирующей силой обладал 
метод ERIC-ПЦр [27]. Было показано, что при диф-
ференциации Y. pestis с помощью ERIC-ПЦр обра-
зуются группы, сходные с mlVa-профилем, что го-
ворит о возможности использования данного метода 
в эпидемиологическом исследовании чумы [28].

IS-элементы относятся к простым мобильным 
генетическим элементам и используются для типи-
рования многих возбудителей оои. Типирование 
77 штаммов возбудителя чумы и 2 штаммов псев-
дотуберкулеза с использованием праймеров к IS100 
позволило разделить исследуемые микроорганизмы 

на 16 IS-типов [29]. IS-типирование F. tularensis по-
зволило дифференцировать штаммы внутри групп 
aI и aII, однако штаммы группы b принадлежали к 
одному генотипу [30].

Также к типированию на основе ПЦр с прайме-
рами на повторяющиеся элементы можно отнести 
CRISpR-анализ. CRISpR-элементы (CRISpR – clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeats) 
представляют собой короткие палиндромные по-
вторы, регулярно расположенные группами, длиной 
24–48 п.н. CRISpR-типирование возбудителя чумы, 
предложенное y. Cui и соавт. [31], показало зависи-
мость между отдельными типами спейсеров и гео-
графическим происхождением исследуемых штам-
мов. Недостатком метода является необходимость 
секвенирования для выявления незначительных 
различий в последовательностях CRISpR-спейсеров 
[32].

Несмотря на то, что данная группа методов нуж-
дается в стандартизации, в целом ПЦр с праймера-
ми на IS-элементы и повторяющиеся элементы ха-
рактеризуется хорошей воспроизводимостью, раз-
решающей силой, сопоставимой с ПЭф, легкостью 
проведения анализа и быстротой.

Мультилокусный анализ числа вариабельных 
тандемных повторов, MLVA (multiple-locus vari-
able number tandem repeat analysis). Принцип метода 
mlVa заключается в выявлении тандемно располо-
женных повторяющихся последовательностей, чис-
ло повторов которых варьирует у различных штам-
мов. Тандемные повторы (VNtR – variable number 
tandem repeat) в зависимости от размера можно 
разделить на классы: VNtR (более 7 нуклеотидов), 
SSR/StR (simple sequence repeat/short tandem repeat 
2–6 нуклеотидов), SNR (single nucleotide repeat – од-
нонуклеотидные повторы). к mlVa-типированию 
относят использование первых двух типов повто-
ров, определение количества однонуклеотидных 
повторов чаще выделяют в отдельный метод SNR-
анализ. Существует несколько технических испол-
нений анализа тандемных повторов: с использова-
нием электрофореза в агарозном или полиакрила-
мидном геле, а также с применением капиллярного 
гель-электрофореза в автоматических анализаторах. 
Первый подход проще и доступнее [33], однако вто-
рой более точен, особенно при анализе коротких по-
второв (StR) [34]. При использовании различных 
флуоресцентных меток за один запуск на автомати-
ческом анализаторе можно независимо определять 
длину сразу нескольких ампликонов [35]. Секвени-
рование ампликонов дает более точные результаты, 
исключает погрешность, вызванную мутациями 
внутри VNtR-локуса, однако себестоимость анали-
за многократно увеличивается [3, 34].

На сегодняшний день метод mlVa наиболее 
часто применяется для типирования возбудителей 
оои, показывая высокую дифференцирующую 
способность, а также, что более важно, корреля-
цию образуемых групп с географической и иной 
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приуроченностью [36–38]. Дискриминирующая си-
ла данного метода превосходит пульс-электрофорез 
и многие другие методы, часто позволяя разделить 
практически все исследуемые штаммы на отдельные 
mlVa-типы [39, 40]. SNR-анализ показал наиболь-
шую эффективность при типировании B. anthracis 
за счет высокой мутабельности однонуклеотидных 
повторов [41]. Метод анализа тандемных повторов 
нуждается в стандартизации, и на данном этапе еще 
ведутся работы по выбору наиболее эффективных 
VNtR-локусов [35], также необходимо расширение 
спектра микроорганизмов в базах данных сети ин-
тернет.

Анализ кривых плавления, HRM (high-resolution 
melting analysis), основан на мониторинге в реаль-
ном времени процесса плавления амплифицирован-
ных фрагментов ДНк. При нагревании двухцепочеч-
ная ДНк денатурирует и происходит высвобожде-
ние интеркалирующих красителей, что проявляется 
снижением уровня флюоресценции. hRm-профиль 
зависит от длины и ГЦ-состава ампликонов, и при 
определенных условиях даже однонуклеотидная за-
мена отражается на форме кривой плавления. Бы-
строта и высокая чувствительность данного метода 
объясняют его популярность для выявления SNp 
[42]. Было показано, что hRm также обеспечивает 
быструю, надежную и недорогую идентификацию и 
дифференциацию штаммов рода Brucella, схема из 
семи пар праймеров позволила разделить исследуе-
мые штаммы с 99% точностью по сравнению с клас-
сическими методами [43]. hRm-анализ на основе 
генов β-лактамаз был предложен для молекулярного 
типирования патогенных видов Burkholderia [44]. a. 
Ciammaruconi и соавт. [45] показали, что hRm может 
дополнить mlVa-типирование Y. pestis путем разде-
ления ампликонов с различным числом тандемных 
повторов быстрее и при более низкой стоимости. 
Данный метод широко не используется, посколь-
ку требует тщательной оптимизации праймеров и 
условий, а без стандартизации обмен результатами 
между лабораториями ограничен.

3. Методы, основанные на гибридизации
В данный момент наиболее востребованным ме-

тодом на основе гибридизации является технология 
микроэрреев. ДНк-микроэррей (ДНк-микрочип, 
биочип) представляет собой подложку, на которую 
в виде дискретных точек иммобилизовано большое 
количество ДНк-зондов. Процесс применения био-
чипов включает несколько этапов: обработку образ-
ца, ДНк – ДНк-гибридизацию, детекцию и анализ 
результатов. На основе размера точек ДНк-эрреи 
делятся на микроэрреи (меньше 200 мкм) и макро-
эрреи (более 300 мкм). В качестве зондов в биочи-
пах могут выступать кДНк (такие чипы могут быть 
использованы для сравнительной геномной гибри-
дизации) или олигонуклеотидные зонды (чаще ис-
пользуются для SNp-типирования) [46].

Технология микрочипов дает возможность одно-

временного анализа огромного количества различных 
ДНк-последовательностей, позволяя проводить детек-
цию и дифференциацию нескольких микроорганизмов. 
Например, y. yang и соавт. [4] разработали 2 варианта 
чипов для обнаружения B. anthracis, Y. pestis, Brucella 
spp., F. tularensis, B. pseudomallei: с универсальными 
праймерами к гену 16S ррНк и мультиплексный ва-
риант с видоспецифическими праймерами. Биочипы 
успешно используются для филогенетического анали-
за и SNp-типирования, в работе g. pandya и соавт. [47] 
анализ 40 штаммов F. tularensis различных подвидов, 
проведенный с помощью микроэрреев для секвени-
рования (resequencing array), позволил выбрать SNp с 
наибольшей разрешающей силой.

к недостаткам ДНк-микрочипов можно отне-
сти трудности по контролю качества гибридизации 
каждой ДНк-мишени, необходимость применения 
сложных статистических алгоритмов и методов нор-
мализации анализа данных [4]. Высокая стоимость 
оборудования и расходных материалов препятству-
ет использованию данной технологии для рутинно-
го генотипирования оои, несмотря на их преиму-
щества.

4. Методы, основанные на секвенировании
Секвенирование – метод, основанный на опреде-

лении нуклеотидной последовательности исследуе-
мого фрагмента генома. Данные секвенирования 
однозначны, легко поддаются интерпретации, метод 
обладает высокой точностью, воспроизводимостью, 
а также универсальностью. однако, несмотря на 
ежегодное снижение себестоимости анализа, цена 
остается все еще достаточно высокой.

Для стандартизации результатов типирования m. 
maiden и соавт. [48] предложили метод мультило-
кусного сиквенс-типирования (mlSt – multilocus 
sequence typing), в котором анализируется 6–14 ге-
нов “домашнего хозяйства”. к настоящему момен-
ту в базах данных (www.mlst.net, www.pubmlst.org) 
представлены результаты mlSt-типирования V. 
cholerae, B. pseudomallei, Yersinia spp. и др. Геноти-
пирование на основе секвенирования генов “домаш-
него хозяйства” наиболее эффективно для эпидеми-
ологического анализа штаммов возбудителя холеры. 
В серии публикаций по типированию возбудителя 
чумы описано использование различных наборов 
генов, как генов «домашнего хозяйства», так и генов 
вирулентности (caf1, lcrV, psaA, pla) [32, 49]. Несмо-
тря на обнаружение определенного полиморфизма, 
в целом метод обладал недостаточной разрешающей 
силой, уступая ПЭф [49]. Для некоторых микроор-
ганизмов метод mlSt оказался малоэффективным. 
У возбудителя сапа было зарегистрировано всего 
лишь два сиквенс-типа (www.mlst.net), а B. anthra-
cis часто образуют единый клональный комплекс со 
штаммами из группы cereus [50].

иногда для анализа достаточно секвенирования 
одного полиморфного гена, такого как ген rpoB воз-
будителя бруцеллеза [51]. однако разрешающая 
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способность метода увеличивается при возрастании 
размера и количества анализируемых фрагментов. 
Для сиквенс-типирования холерных вибрионов с 
успехом используются межгенный спейсер 16S–23S 
ррНк, мобильные генетические элементы и гены 
патогенности [52, 53]. Другой часто анализируемой 
ДНк-мишенью является однонуклеотидный поли-
морфизм [51]. Так, набор канонических SNp был ис-
пользован для филогенетического анализа штаммов 
сибирской язвы из Свердловска [54].

В последние годы помимо увеличения частоты 
использования стандартных протоколов секвениро-
вания, разрабатываются новые методики, например 
пиросеквенирование [55], также все больше публика-
ций посвящено использованию массового параллель-
ного секвенирования (next-generation sequencing) для 
расшифровки последовательности всего микробного 
генома. При этом полногеномное секвенирование все 
чаще не только способствует пониманию механизмов 
патогенности возбудителей или обеспечивает базу 
для развития других методов типирования, но и само-
стоятельно выступает в роли метода генотипирования 
в эпидемиологических и даже судебно-медицинских 
расследованиях [56, 57].

Выбор оптимального метода генотипирования
Для анализа частоты применения различных 

методов генотипирования возбудителей оои и 
определения наиболее актуальных молекулярно-
биологических подходов мы рассматривали ста-
тьи, опубликованные с 1 января 2004 г. по 30 июня 
2013 г., представленные в электронных базах дан-
ных (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, highwire.
stanford.edu/‎, http://elibrary.ru). одним из наиболее 
важных критериев выбора метода генотипирования 
является дискриминирующая сила – способность 
различать бактериальные штаммы одного вида. как 
правило, методы анализа быстро эволюционирую-
щих маркеров, такие как mlVa, hRm, обладают 
большей эффективностью дискриминации, чем те, 
которые опираются на более консервативные марке-
ры, например mlSt. Методы типирования на основе 
анализа всего генома (ПЭф, ПДАф, ПДрф, геном-
ные микроэрреи, полногеномное секвенирование) 
характеризуются большей разрешающей силой, чем 
методы типирования, анализирующие ограничен-
ное количество локусов (риботипирование, ПЦр-
ПДрф, mlSt). Тем не менее дискриминирующая 
способность зависит от многих факторов, таких 
как используемые ферменты и праймеры, условия 
амплификации. Большинство методов генотипиро-
вания характеризуются различной дискриминирую-
щей силой в зависимости от анализируемого вида 
микроорганизма.

Для микроорганизмов с выраженной клонально-
стью, таких как возбудители сибирской язвы, бру-
целлеза, методы генотипирования на основе анализа 
консервативных маркеров (гены “домашнего хозяй-
ства”, ррНк) неэффективны. Поэтому в большин-

стве публикаций по типированию данных возбуди-
телей описано использование таких маркеров, как 
VNtR, SNR, SNp (рис. 1).

Полиморфность геномов V. cholerae, B. pseudo-
mallei и Y. pestis облегчает типирование данных ми-
кроорганизмов, для них разработано и применяется 
большинство известных методов. Накопленная за 
многие годы информация по типированию с помо-
щью пульс-электрофореза объясняет значительную 
долю публикаций по использованию данного мето-
да для анализа возбудителя холеры.

Анализ распределения публикаций по годам по-
зволил проследить динамику использования различ-
ных методов генотипирования (рис. 2).

Для наглядности результаты по мультилокусному 
анализу числа вариабельных тандемных повторов 
представлены отдельно, поскольку по данному мето-
ду начиная с 2006 г. публиковалось наибольшее коли-
чество статей. Сравнение количества публикаций за 
2010–2012 гг. с аналогичным периодом за 2007–2009 гг.  
показало рост публикационной активности по мето-
дам на основе амплификации вариабельных локу-
сов. В наибольшей степени интерес возрос к группе 
методов, основанных на секвенировании. Универ-
сальность данного подхода, отраженная в примерно 
равных долях публикаций, посвященных его исполь-
зованию у всех исследуемых микроорганизмов (см. 
рис. 1), развитие новых методик секвенирования, 
экспоненциальное снижение себестоимости позволя-
ют предположить, что в будущем данная технология 
выйдет на первое место среди методов типирования.

рис. 1. распределение частоты использования методов гено-
типирования для различных возбудителей оои. общее ко-
личество публикаций по Y. pestis – 36, V. cholerae – 243, B. 
anthracis – 47, Brucella spp. – 85, F. tularensis – 39, Burkholderia 
spp. – 17.
1 – методы, включающие рестрикцию и электрофорез; 2 – методы, осно-
ванные на амплификации вариабельных локусов; 3 – мультилокусный 
анализ вариабельных тандемных повторов; 4 – методы, основанные на 
гибридизации; 5 – методы, основанные на секвенировании.



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И ИНФЕКЦИОННЫЕ БОЛЕЗНИ, № 1, 2014

40

Заключение
В последние годы методы генотипирования пре-

терпели существенные изменения: возрос уровень 
автоматизации, повысилась дискриминирующая си-
ла и пропускная способность, разработаны адекват-
ные средства биоинформатики. Постоянный рост 
баз данных, содержащих последовательности ДНк 
и профили типирования, позволяет проще и быстрее 
проводить сопоставление результатов из разных ла-
бораторий, осуществлять ретроспективный анализ, 
долгосрочный эпидемиологический 
надзор за оои. к сожалению, в на-
стоящее время нет идеального метода 
типирования, каждый подход имеет 
ряд преимуществ и недостатков. Под-
ходящий метод следует выбирать в 
зависимости от цели, если важна ско-
рость анализа, как в случае определе-
ния источника вспышки инфекции, 
предпочтительны методы на основе 
амплификации вариабельных локусов, 
например mlVa, dFR. С целью прове-
дения филогенетического анализа для 
сопоставления результатов с предыду-
щими исследованиями используют 
ПЭф, mlSt. Наибольшей информа-
тивностью обладает метод полно-
геномного секвенирования, однако 
он все еще имеет высокую себестои-
мость, а анализ результатов занимает 
очень длительное время. Таким обра-
зом, на данном этапе развития методов 
генотипирования оптимальным под-

ходом является сочетание методов анализа локусов 
с различной степенью полиморфизма, что обеспечит 
высокую достоверность результатов и точность дис-
криминации бактериальных штаммов.

Словарь терминов и сокращений
CRISpR (clustered regularly interspaced short palin-

dromic repeats) – короткие палиндромные повторы, 
регулярно расположенные группами

dFR-анализ (different region) – метод амплифика-
ции дифференцирующих фрагментов генома

hRm (high-resolution melting analysis) – анализ 
кривых плавления высокого разрешения

mlSt (multilocus sequence typing) – мультило-
кусное сиквенс-типирование

mlVa (multiple-locus variable number tandem 
repeat analysis) – мультилокусный анализ числа ва-
риабельных тандемных повторов

NgS (next-generation sequencing) – массовое па-
раллельное (полногеномное) секвенирование

Rapd (random amplified polymorphic dNa) – 
ПЦр с произвольными праймерами

Rep-ПЦр – ПЦр с праймерами на повторяющие-
ся элементы генома

SNp (single nucleotide polymorphism) – однону-
клеотидный полиморфизм

SNR (single nucleotide repeat) – однонуклеотид-
ные повторы

VNtR (variable number tandem repeat) – вариа-
бельные тандемные повторы

ПА – плазмидный анализ
ПДАф – полиморфизм длин амплифицирован-

ных фрагментов
ПДрф – полиморфизм длин рестрикционных 

фрагментов
ПЭф – пульс-электрофорез

рис. 2. распределение публикаций, посвященных использо-
ванию различных методов генотипирования, по годам. N – 
количество опубликованных статей, ширина заштрихованно-
го сектора определяет число публикаций.
1 – методы, включающие рестрикцию и электрофорез; 2 – методы, осно-
ванные на амплификации вариабельных локусов; 3 – мультилокусный 
анализ вариабельных тандемных повторов; 4 – методы, основанные на 
гибридизации; 5 – методы, основанные на секвенировании.

Т а б л и ц а  2
Сравнение методов генотипирования возбудителей особо опасных инфекций

Метод
Дискрими-
нирующая 

сила

Воспро-
изводи-
мость

Простота 
проведения 

анализа

Легкость 
интерпре-

тации

Ско-
рость 

анализа

Экономи-
ческая до-
ступность

ПА + + + + + + + + + + + + + +

ПЭф + + + + + + + / + + + + + + +

ПДрф + + + + + + + + + + + + + +

ПЦр-ПДрф + + + + + + + + + / + + + + + + +

ПДАф + + + + + + + + + + + + +

dFR + + + + + + + + + + + + + + + + +

Rapd + + + + + + + + + + + + + +

Rep-pCR + + + + + + + + + / + + + + + + + + +

mlVa + + + + + + + + + + + + + + +

hRm + + + + + + + + + + + + + + + +

Биочипы + + + + + + + / + + + + + + +

mlSt + + + + + + + + + + +

NgS + + + + + + + + + + +

П р и м е ч а н и е . "+" – низкая, "++" – умеренная, "+++" – высокая.
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дерматобиаз у роССийСКого туриСта, поСетившего аргентину и 
бразилию
описание случая и обзор литературы
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Описан случай дерматобиаза у туриста, посетившего Бразилию и Аргентину. Заражение произошло во время экс-
курсии на водопады Игуасу. Отмечены проблемы в диагностике тропических кожных миазов и методы лечения. 
Определены факторы риска инфицирования личинками Dermatobia hominis и объективные проблемы в профилактике 
дерматобиаза.
к л ю ч е в ы е  с л о в а :  дерматобиаз; глубокий кожный миаз; Dermatobia hominis; турист; Аргентина; Бразилия; водопады 
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dERmatObIaSIS IN a RuSSIaN tOuRISt tRaVEllEd tO aRgENtINE aNd bRaZIl 
a CaSE aNd REVIEW OF thE lItERatuRE
1 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University , 119121, Moscow, Russian Federation;
2Infectious clinical hospital N1, 119121, Moscow, Russian Federation;
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A case of  furuncular myiasis is presented  as a 65-year-old man  travelled to Iguaçu Falls  in Brazil and Argentine. Furuncle-
like lesions were observed on the top of his right shoulder blade and he complained of crawling sensations  within his shoulder 
blade. Two invasive larva of botfly, Dermatobia hominis, were extruded from the furuncular lesion of the patient. This condition 
is endemic to the forested areas of Mexico, Central and South America. Because of widespread travel, furuncular myiasis has 
become more common in European countries. Awareness of cutaneous myiasis for clinicians should be considered for a patient 
who has a furuncular lesion and has recently returned from a botfly-endemic area. Misdiagnosis and mismanagement can 
occur owing to limited awareness of the condition outside endemic areas.
K e y  w o r d s :  furuncular myiasis; tourist; botfly; Dermatobia hominis; Russia; Brazil; Argentine; Iguaçu Falls.

Для корреспонденции: Бронштейн Александр Маркович, 127015 Москва, ул. Писцовая, 10; ГкБ № 24, отделение гельминтологии, 
e-mail: bronstein@mail.ru


