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Резюме 
В последнее время отмечается активный рост заболеваемости нетуберкулёзными микобактериозами, что опре-
делено не только совершенствованием методов обнаружения нетуберкулёзных микобактерий, но и с достаточно 
высокой осведомлённостью медицинского персонала. Выбор наиболее точного метода идентификации является 
крайне важным в определении тактики лечения пациентов, так как у различных по темпам роста микобактерий 
имеются выраженные различия в устойчивости к антимикробным препаратам. Появление молекулярно-гене-
тических методов исследования позволяет идентифицировать и типировать большинство известных в настоя-
щее время нетуберкулёзных микобактерий, а также определять их лекарственную чувствительность. 
Распространённость микобактериозов, представляющих на сегодняшний день серьёзную проблему как для вра-
чей-клиницистов, так и для специалистов лабораторной службы, требует разработки новой стратегии их мик-
робиологической диагностики. 
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Abstract 
Recently, an active increase in the incidence of non-tuberculous mycobacteriosis has been registered, which is determined 
not only by the improvement of methods for detecting non-tuberculous mycobacteria, but also by a fairly high level of 
awareness of medical personnel. The choice of the most accurate identification method is extremely important in deter-
mining the treatment tactics, since mycobacteria with different growth rates have pronounced differences in resistance to 
antimicrobial drugs. The emergence of molecular genetic research methods makes it possible to identify and type most of 
the currently known non-tuberculous mycobacteria, as well as determine their drug sensitivity. The prevalence of myco-
bacteriosis, which today represents a serious problem for both clinicians and laboratory specialists, requires the devel-
opment of a new strategy for its microbiological diagnostics. 
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В настоящее время активно растёт число па-
циентов, страдающих от инфекций, вызываемых 
нетуберкулёзными микобактериями, что обуслов-
лено увеличением доли иммунокомпрометиро-
ванных пациентов и наличием у них различных 
коморбидных состояний, а также значительным 

усовершенствованием и активным внедрением в 
практику методов идентификации микобактерий. 
Термин «нетуберкулёзные микобактерии» (НТМБ) 
объединяет в себе сапрофитные и потенциально 
патогенные микобактерии, представленные грам-
положительными кислотоустойчивыми неспоро-
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образующими бактериям рода Mycobacterium, по-
стоянно обитающие в окружающей среде и на-
считывающие более 200 видов [1, 2]. В настоящее 
время известно более 150 видов НТМБ, многие из 
которых могут вызывать микобактериозы у чело-
века. Заболевания, вызываемые разными видами 
НТМБ, характеризует сходная с туберкулёзом кли-
нико-рентгенологическая картина поражения 
лёгких, однако схема химиотерапии микобакте-
риозов отличается от таковой при туберкулёзе 
вследствие естественной резистентности НТМБ к 
противотуберкулёзным препаратам [3].  

Впервые информация об атипичных мико-
бактериях, впоследствии получивших название 
нетуберкулёзные, появилась ориентировочно в 
начале XX в. Интерес к данной группе микроорга-
низмов среди микробиологов был ограничен, с 
одной стороны, из-за трудностей с их выделением 
и идентификацией, с другой стороны, из-за от-
сутствия данных об их клиническом значении на 
фоне высокого роста заболеваемости туберкулё-
зом. На сегодняшний день достаточный объём 
данных о патогенетическом действии НТМБ опре-
деляет актуальность проблемы своевременной и 
качественной диагностики микобактериозов [2]. 

При использовании только классических 
микробиологических методов возникает ряд 
проблем, связанных с выделением и идентифи-
кацией НТМБ. Так, выявление и идентификация 
возбудителя до вида в рамках микробиологиче-
ского исследования длительна и осуществляется 
с помощью набора малодоступных и недоста-
точно специфичных биохимических тестов, что 
в сочетании с высокой естественной резистент-
ностью возбудителя приводит к развитию хро-
нических деструктивных поражений лёгких. От-
сутствие простых чувствительных методов 
микробиологической диагностики ограничи-
вает возможности эпидемиологического мони-
торинга микобактериозов, что, в очередной раз, 
подчёркивает острую необходимость использо-
вания современных эффективных молекулярно-
генетических методов исследования для выявле-
ния, видовой идентификации и типирования 
микроорганизмов [4].  

На сегодняшний день идентификация НТМБ, 
проводимая в лабораториях различных стран, 
вышла на качественно новый уровень в связи с 
появлением новейших высокоспецифичных и 
высокоточных методов диагностики, среди кото-
рых важное место занимают молекулярно-гене-
тические методы [2, 5]. 

Одними из наиболее распространённых среди 
лабораторных исследований являются методы ли-
нейного анализа с использованием фрагментов 
ДНК, меченных тем или иным образом, предназна-
ченные для проведения амплификации ДНК и 
последующей гибридизацией на нейлоновых мем-

бранах, так называемых ДНК-стрипах с маркер-
ными олигонуклеотидными зондами. Данные ДНК-
зонды позволяют определять комплементарные 
ему нуклеотидные последовательности [2, 6]. Одна 
из первых диагностических тест-систем с приме-
нением клонированных нуклеотидных последова-
тельностей в качестве молекулярных зондов, поз-
воляющая выявлять микобактерии в клиническом 
материале, разработана И. Г. Мальковым. Видовую 
принадлежность синтезированного фрагмента 
устанавливали, применяя олигонуклеотидные 
зонды, избирательно гибридизующиеся с ДНК 
M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. paratuberculosis 
или M. fortuitum. В 1992 г. опубликованы резуль-
таты по идентификации, выделению, клониро-
ванию и характеристике фрагментов ДНК M. tu-
berculosis, которые могут быть использованы в 
качестве зондов для идентификации M. tubercu-
losis [6]. Метод линейного анализа с использованием 
фрагментов ДНК позволяет идентифицировать ча-
сто встречающие и клинически значимые виды 
НТМБ, исследуя культуру, выросшую как на плот-
ной, так и жидкой питательных средах, максималь-
ное время получения результата — от нескольких 
часов до 2 дней. В более специализированных ла-
бораториях используется молекулярно-генетиче-
ская идентификация микобактерий по гену 16S 
рРНК, который обладает высокой консерватив-
ностью: отличия в последовательности даже на 1% 
(и более) обычно позволяют говорить о видовом 
различии образцов [2, 7, 8].  

Данные, полученные в ходе секвенирования 
последовательности 16S рРНК для каждого вида 
микобактерий, были депонированы в общедо-
ступных базах данных, чтобы помочь как в иден-
тификации известных НТМБ, так и в регистрации 
новых видов. Наряду с этим для идентификации 
видов используется анализ двух гипервариабель-
ных последовательностей в гене 16S рРНК (так 
называемые области A и B). Секвенирование 
области A обычно достаточно для видовой иден-
тификации большинства НТМБ, в то время как 
секвенирование области B используется, когда 
описывается новый вид или вид, который невоз-
можно отличить только на основании области А. 
Например, при идентификации М.  chelonae и 
М. abscessus было определено, что данные пред-
ставители микобактерий отличаются только 
4 п. н., что затрудняет их дифференциацию дан-
ным методом. Некоторые виды с недавней дивер-
генцией могут содержать весьма сходные после-
довательности гена 16S рРНК (например, разница 
между М. szulgai и М. malmoense составляет два 
нуклеотида) [9].  

Наряду с вышеописанными методиками в ре-
шении проблемы видовой дифференциации ми-
кобактерий нашло применение мультилокусное 
секвенирование, позволяющее различать штаммы 
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одного микроорганизма. Данный анализ заклю-
чается в секвенировании определённого набора 
генов [10]. Данный метод позволяет установить у 
каждого штамма специфический «аллельный про-
филь» или сиквенс-тип по выбранным локусам. 
Наряду с преимуществом данного метода по иден-
тификации бактерии до подвида, следует отме-
тить, достаточно сложное внедрение в рутинную 
лабораторную диагностику из-за трудоёмкости и 
высокой стоимости [2].  

В последнее время активно находит отклик 
использование методов, связанных с анализом 
полиморфизма длины рестрикционных фраг-
ментов (PRA method) последовательности гена, 
кодирующего белок теплового шока 65 кДа 
(Hsp65). Данная методика хоть и является отно-
сительно быстрой и позволяет определять мно-
гие виды НТМБ, которые не идентифицируются 
фенотипическими методами, однако, также как 
и MLST, не является актуальной в рутинной прак-
тике медицинских лабораторий [2].  

Все вышеуказанные методы широко исполь-
зуются в специализированных микробиологиче-
ских лабораториях. Однако стоит отметить, что 
при этом на идентификацию требуется большое 
количество времени и средств. Оптимальным ре-
шением данной проблемы является появление 
совершенно новой системы, представленной в 
виде метода матрично-активированной лазерной 
десорбции/ионизации — времяпролётной масс-
спектрометрии, позволяющей ионизировать 
биологические макромолекулы (ДНК, белки, 
пептиды, олигонуклеотиды, липополисахариды 
и др.) в присутствии особого вещества — мат-
рицы — под воздействием лазера.  

Принцип данного метода основан на много-
кратном воздействии импульсов лазера на бак-
териальную клетку, предварительно покрытую 
матрицей, представляющей собой вещество 
(α-циано-4-гидроксикоричная кислота), которое 
способно понижать деструктивные характери-
стики лазерного излучения и повышать после-
дующую ионизацию анализируемого вещества. 
Полученные в ходе воздействия ионизированные 
белки движутся к детектору, который находится 
в анализаторе. Разделение полученных ионов во 
времяпролётном анализаторе осуществляется за 
счёт разной скорости перемещения и обратно 
пропорциональной массе иона.  

Данные относительно пути перемещения 
иона от источника ионизации до детектора, а 
также времени, затраченного на перемещение, 
позволяют произвести вычисление скорости 
движения иона и отношение массы к заряду для 
каждого иона. Использование чистой культуры 
микроорганизма или его экстрактов в качестве 
исследуемого образца позволяет получить спектр 
характеристик, специфичный для узких таксоно-

мических групп — рода, вида или даже штамма. 
На основе характеристик полученного спектра 
при помощи программных биоинформатических 
инструментов осуществляется идентификация 
исследуемого микроорганизма в чистой культуре 
либо в смешанных культурах.  

Процесс идентификации основан на сравне-
нии полученных масс-спектров с референсными 
спектрами, присутствующими в базах данных. 
При достаточном количестве совпадений дела-
ется вывод о таксономической принадлежности 
исследуемых микроорганизмов к конкретной 
таксономической группе. Результаты идентифи-
кации микроорганизмов с применением настоя-
щих практических рекомендаций не требуют до-
полнительного подтверждения классическими 
биохимическими тестами [11].  

Важным преимуществом данного метода яв-
ляется то, что он обеспечивает высокую произво-
дительность, чувствительность и специфичность, 
а также скорость анализа, требующего меньше 
одной минуты. Однако следует отметить и тот 
факт, что качество диагностики зависит от нали-
чия определённых баз данных, что, в свою оче-
редь, оказывает влияние на стоимость иденти-
фикации. Также на идентификацию могут влиять 
условия культивирования микроорганизмов, ме-
тоды подготовки проб и ряд других факторов [2].  

Определение видовой идентификации играет 
особое значение при выборе клинической так-
тики, позволяя оценить не только НТМБ как 
этиологический фактор в развитии патологиче-
ского процесса, но и сделать адекватный выбор 
антимикробной химиотерапии, в том числе с учё-
том резистентности к антимикробным препара-
там. Несмотря на то, что НТМБ принадлежат к 
роду Mycobаcterium, их отличительной особен-
ностью от микобактерий туберкулёзного ком-
плекса является чувствительность к антимикроб-
ным препаратам. Большинство видов НТМБ 
имеют природную устойчивость как к противо-
туберкулёзным препаратам, так и к препаратам 
других групп.  

На данный момент существует несколько ме-
тодов определения у микобактерий антибиотико-
резистентности, большая часть из которых осно-
вана на культивировании микобактерий на 
плотных или жидких питательных средах с до-
бавлением антимикробных препаратов разных 
концентраций с применением прямого и непря-
мого посева. При первом варианте используют 
две питательные среды для посева, и клиниче-
ский материал, подготовленный соответствую-
щим образом, засевают на среды как содержащие 
определённые концентрации антибактериальных 
препаратов, так и без содержания антибактери-
альных препаратов. При непрямом методе на пи-
тательные среды, которые содержат и не содержат 
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определённые концентрации лекарственных пре-
паратов, засевается суспензия чистой культуры 
микобактерий, выращенной на искусственных 
средах. В международной практике также отме-
чается использование и других методов опреде-
ления чувствительности к антимикробным пре-
паратам: метод пропорций на среде Миддлбрука 
7Н10 или Левенштейна–Йенсена; метод коэффи-
циента резистентности; метод абсолютных кон-
центраций на плотной яичной среде Левен-
штейна–Йенсена; радиометрический метод Bactec 
R460 и др. [2, 12]. Одним из наиболее перспектив-
ных на сегодняшний день методов является метод, 
основанный на двойных серийных микроразве-
дениях препаратов различных групп для опреде-
ления минимальных подавляющих концентраций 
с использованием тест-систем для медленнора-
стущих и быстрорастущих НТМБ [2].  

Заключение 
Рост пациентов, страдающих от инфекций, 

вызываемых нетуберкулёзными микобактериями 
и отсутствие простых чувствительных методов 
микробиологической диагностики ограничивают 

возможности эпидемиологического мониторинга 
микобактериозов. Данный факт подчёркивает не-
обходимость использования современных эф-
фективных молекулярно-генетических методов 
исследования для выявления, видовой иденти-
фикации и типирования микобактерий. Распро-
странённость микобактериозов, представляю-
щих на сегодняшний день серьёзную проблему 
как для врачей-клиницистов, так и для специа-
листов лабораторной службы, требует разра-
ботки новой стратегии их микробиологической 
диагностики, позволяющей быстро детектиро-
вать лекарственную устойчивость к ним, вы-
являть НТМБ и назначать адекватный режим хи-
миотерапии повышая эффективность лечения и 
предотвращая распространение лекарственно-
устойчивых штаммов микобактерий.  

 
Дополнительная информация 
Финансирование. Работа выполнена в рамках 

государственного задания Министерства здраво-
охранения РФ в части проведения НИР по теме «Раз-
работка тест-систем для скрининговой ПЦР-диаг-
ностики, мониторинга течения микобактериозов и 
видовой ПЦР-идентификации микобактерий».
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