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Роль и место молекулярно>генетических 
методов в эпидемиологическом анализе 
внутрибольничных инфекций

И.А. Шагинян
Научно�исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, г. Москва, Россия

Внутрибольничные инфекции (ВБИ) являют)
ся одной из актуальных проблем, приобретаю)
щих с каждым годом все большую медицинскую
и социальную значимость. В борьбе с ВБИ од)
ним из существенных звеньев может стать по)
стоянно действующая система мониторинга
эпидемиологической обстановки. Важная роль в
этой системе должна принадлежать микробио)
логической лаборатории, осуществляющей
идентификацию и типирование возбудителей
ВБИ с помощью молекулярно)генетических ме)
тодов. 

В статье представлена значимость использо)
вания молекулярно)генетических методов на
различных этапах исследования ВБИ. Дана ха)
рактеристика молекулярно)генетических мето)
дов исследования. Проанализированы молеку)
лярные маркеры, на основе которых осуществ)

ляется генетическое типирование. Представле)
ны критерии выбора молекулярно)генетических
методов для эпидемиологических исследова)
ний ВБИ, правила интерпретации результатов
типирования, разработанные для возбудителей
ВБИ, оптимальные методы их типирования.
Приведены доказательства, что молекулярно)
генетические методы типирования возбудите)
лей ВБИ представляют собой мощный инстру)
мент госпитальных микробиологов, эпидемио)
логов и клинических врачей в борьбе с ВБИ.
Подчеркивается необходимость создания ре)
ференс)лабораторий генетического типирова)
ния возбудителей ВБИ для более эффективной
борьбы с госпитальными инфекциями. 

Ключевые слова: внутрибольничная инфек)
ция, ДНК, генетические методы, молекулярная
эпидемиология.
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The problem of nosocomial infections remains
the issue of the day and every year its medical and
social significance becomes more and more rele)
vant. Permanently working System for epidemio)
logical monitoring could be one of major elements
in the fight against nosocomial infections. Micro)

biological laboratories that identify and type noso)
comial pathogens using molecular methods should
be at the basis of the work of the System.

The article characterises molecular methods
and their significance surveillance at various stages
of nosocomial infections investigations. Molecular
markers that lies at the basis of genetic typing are
analysed in the paper. The article shows selection
criteria for molecular methods used for nosocomial
infections epidemiological research, as well as the
test results interpretation principles worked out for
nosocomial infection pathogens. Optimal methods
for typing of pathogens are given in the article, that
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serve as a proof that molecular methods is a power)
ful tool of clinical microbiologists, epidemiologists
and physicians in their struggle against nosocomial
infections. The article underlines the necessity of
initiating reference)laboratories for nosocomial

pathogens molecular typing that would make the
fight against nosocomial infections more effective.

Key words: nosocomial infection, DNA, genetic
methods, molecular epidemiology.

Введение

Несмотря на значительный прогресс в различных
областях медицины и здравоохранения, проблема
внутрибольничных инфекций (ВБИ) остается одной
из самых острых. С каждым годом она приобретает
все большую медицинскую и социальную значи�
мость. Во многих странах наблюдается рост заболе�
ваемости ВБИ, что связано с увеличением частоты
оперативных и инвазивных лечебных и диагностиче�
ских процедур (хирургических, терапевтических, би�
опсий, пункций и т. д.), распространением в лечебно�
профилактических учреждениях множественно�ус�
тойчивых штаммов микроорганизмов, изменением
структуры популяции больных [1, 2].

В России проблема ВБИ является такой же ак�
туальной, как и в других странах [3]. Ее актуаль�
ность подтверждается постоянно регистрируемыми
вспышками ВБИ в лечебно�профилактических уч�
реждениях страны, число которых не уменьшается,
а в ряде регионов имеет тенденцию к росту. Поэто�
му на современном этапе требуется оптимизация
мер борьбы с ВБИ и ее профилактики. 

Мерой борьбы с ВБИ может стать постоянно
действующая организационная система монито�
ринга эпидемиологической обстановки, в которой
должны участвовать специалисты различного про�
филя. На основе этой системы должны разрабаты�
ваться мероприятия по предупреждению ВБИ и
контролю за их выполнением. Одной из составляю�
щих такого мониторинга в данной системе является
деятельность микробиологической лаборатории,
основные задачи которой состоят в идентификации
возбудителей ВБИ и их типирование. Решение
этих задач позволяет выявить возбудитель ВБИ,
источник инфекции, раскрыть механизмы появле�
ния и циркуляции госпитальных штаммов. 

Цель настоящей статьи – раскрыть роль и мес�
то современных молекулярно�генетических мето�
дов типирования, которые должны использоваться
в системе эпидемиологического надзора за ВБИ.

Значимость молекулярно>генетических 
методов на различных этапах исследования
внутрибольничной инфекции

Установить роль и место молекулярно�генети�
ческих методов в эпидемиологическом анализе

ВБИ легче всего при анализе этапов исследования
внутрибольничной вспышки. Как видно из данных
табл. 1, на каждом этапе исследования ВБИ роль
микробиологической лаборатории является одной
из определяющих. 

На этапах распознавания и выявления случаев
ВБИ главные задачи состоят в микробиологичес�
ком подтверждении и точной идентификации воз�
будителя. На следующих этапах необходимо его ти�
пирование и использование результатов для харак�
теристики вспышки, то есть для установления ис�
точника и механизмов передачи возбудителей ВБИ
и ее резервуаров.

Наконец, на этапах противоэпидемических меро�
приятий микробиологической лабораторией осуще�
ствляется контроль их эффективности и разрабаты�
вается система раннего предупреждения ВБИ.

Таким образом, типирование (“маркировка”)
штаммов возбудителей ВБИ является существен�
ной частью работы лаборатории клинической мик�
робиологии при эпидемиологическом анализе гос�
питальных инфекций. Однако не каждый метод ти�
пирования позволяет объективно и полно решать
те или иные задачи исследования внутрибольнич�
ной вспышки или случая ВБИ. В связи с этим при�
водим их характеристику.

Характеристика методов типирования 
возбудителей внутрибольничных инфекций

Методы типирования ВБИ делят на фено� и ге�
нотипические. 

Фенотипические методы – это методы, с помо�
щью которых определяется характеристика, экс�
прессируемая микроорганизмами. Генотипические
методы представляют собой методы исследования
структуры ДНК.

Основой типирования является положение, суть
которого состоит в том, что клонально родственные
изоляты имеют определенную характеристику, или
признаки, посредством которых они могут быть
дифференцированы от неродственных изолятов.
Изолят в данном понимании – это отдельная коло�
ния, которая происходит от единственной микроб�
ной клетки. Штамм – это набор изолятов, которые
при анализе с помощью любых методов типирова�
ния неотличимы друг от друга, но могут быть диф�
ференцированы от других изолятов. 
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Такие изоляты (штамм) клонально родственны
друг другу. При этом клональность является не аб�
солютным, а относительным понятием, поскольку в
строгом понимании клональными могут быть на�
званы только те изоляты или штаммы, чьи геномы
секвенированы, а их нуклеотидные последователь�
ности полностью идентичны.

Методы типирования оцениваются по несколь�
ким критериям. В соответствии с данными крите�
риями (табл. 2) суммирована характеристика наи�
более распространенных методов. Можно видеть,
что по большинству показателей фенотипические
методы значительно уступают генотипическим.
Это связано с тем, что возможности фенотипичес�
ких методов ограниченны вследствие способности
микроорганизмов изменять экспрессию соответст�
вующих генов. Такие изменения могут происхо�
дить непредсказуемо или в ответ на влияние раз�
личных факторов окружающей среды.

Проблемы, связанные с недостатками фенотипи�
ческих методов типирования, стимулировали разви�
тие методов типирования, основанных на исследова�
нии структуры ДНК. Предназначенные первоначаль�
но только для научных исследований, в настоящее
время генотипические методы начинают занимать
доминирующее место в решении различных проблем
медицинской микробиологии и эпидемиологии.

Молекулярные маркеры, используемые 
в генетическом типировании

Генетическое типирование основано на выявле�
нии различий структуры ДНК интересующей ис�
следователя выборки штаммов. Эти различия тес�
тируются с помощью различных молекулярных
маркеров. Наиболее распространенные из них мож�
но разделить на 6 групп (табл. 3).

К  п е р в о й  группе маркеров относятся нук�
леотидные последовательности, являющиеся спе�
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Таблица 1. Роль микробиологической лаборатории на различных этапах исследования вспышки
внутрибольничной инфекции
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цифическими сайтами для эндонуклеаз рестрик�
ции. К данным методам относятся старые классиче�
ские методы – исследование полиморфизма длины
рестрикционных фрагментов (ПДРФ) хромосом�
ной и плазмидной ДНК, саузерн�блоттинг, пульс�
электрофорез (ПЭ), а также ряд методов ПЦР�ти�
пирования – ПЦР�ПДРФ, AFLP�ПЦР. 

Данные методы основаны на том, что локализа�
ция сайтов распознавания эндонуклеаз рестрикции
может быть полиморфной от штамма к штамму. Та�
ким образом, термин ПДРФ отражает полиморф�
ную природу локализации сайтов распознавания
эндонуклеаз рестрикции.

Первым и до настоящего времени наиболее рас�
пространенным среди генотипических методов ис�
следования, основанным на определении ПДРФ
ДНК, остается плазмидный анализ. При длительном
использовании плазмидного анализа в исследова�
нии ВБИ выявлено два основных недостатка дан�
ного метода. 

В о � п е р в ы х , плазмиды могут теряться как
спонтанно, так и легко приобретаться штаммом хо�
зяина, и в таких случаях эпидемиологически родст�
венные изоляты могут иметь различные плазмид�
ные профили [4, 5, 6]. 

В о � в т о р ы х , многие клинические изоляты
способны терять плазмиды, в связи с чем они стано�

вятся нетипируемыми при использовании плаз�
мидного анализа [4]. 

Однако, несмотря на указанные недостатки, плаз�
мидный анализ остается полезным и эффективным
методом, прежде всего при оценке изолятов, получа�
емых в ограниченный отрезок времени в определен�
ном месте, например во время острой вспышки ин�
фекции в больнице или в одном из ее отделений. 

ПЭ хромосомной ДНК [7, 8] считается “золотым
стандартом” типирования многих видов патоген�
ных микроорганизмов. Результаты исследований
показали высокую разрешающую силу ПЭ, а в ряде
случаев – его преимущество в сравнении с боль�
шинством фено� и генотипических методов. 

С помощью компьютеризированной системы
сканирования гелей и разработки программ стало
возможным создание банка данных профилей ПЭ
для всех микроорганизмов. Данная способность от�
ражена в недавнем послании к президенту США,
касающемся инициативы по безопасности пищевых
продуктов. В нем предложено передавать информа�
цию о фингерпринтинге ДНК возбудителей пище�
вых инфекций в FoodNet сайты, получаемые с по�
мощью ПЭ в целях установления источника инфек�
ции и создания электронной сети для быстрого
сравнения фингерпринтов [9].

В середине 80�х и в начале 90�х годов много по�
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Таблица 2. Характеристики методов типирования возбудителей внутрибольничных инфекций
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лезной информации о генетической структуре по�
пуляций возбудителей инфекций получено с помо�
щью рестрикционного анализа хромосомной ДНК
возбудителей и его варианта – саузерн�блот анали�
за [10], в котором для облегчения учета в качестве
маркера используются зонды [11]. 

В саузерн�блоте типирование осуществляется
как бы по двум молекулярным маркерам: по сайтам
рестрикции эндонуклеаз и по присутствию в рест�
рицированных фрагментах специфических нуклео�
тидных последовательностей, тестируемых с помо�
щью зондов. 

Наиболее распространенным вариантом сау�
зерн�блот анализа является риботипирование [4, 12,
13], в котором в качестве зондов выступают нукле�
отидные последовательности генов 16S и 23S rРНК
и гипервариабельные нуклеотидные последова�
тельности, рассеянные по геному многих патоген�
ных видов бактерий [14]. 

С накоплением данных установлено, что рибо�
типирование характеризуется умеренной разреша�
ющей силой, в то время как разрешающая сила
ПДРФ�саузерн�блоттинга при использовании в ка�
честве зонда гипервариабельных последовательно�
стей сопоставима с ПЭ. 

Подобно ПЭ, анализ ПДРФ�саузерн�блоттинга
может осуществляться с помощью компьютеризи�
рованной системы сканирования гелей и программ
банка данных ПДРФ профилей. Саузерн�блот при
использовании в качестве зонда IS 6110 является
определяющим среди всех методов типирования
возбудителя туберкулеза [15]. 

В начале 90�х годов для типирования патоген�
ных микроорганизмов были разработаны и стали
широко использоваться два варианта ПЦР, принци�
пы которых подробно рассмотрены в 1994–1995 гг. в
обзорах A. van Belkum [16], И.А. Шагиняна и
А.Л. Гинцбурга [17]. 

В первом варианте ПЦР�ПДРФ амплифициру�
ется генетический локус (ген или специфическая
нуклеотидная последовательность) с помощью
специфических праймеров. Далее продукт ампли�
фикации анализируется после расщепления эндо�
нуклеазами рестрикции аналогично рестрикцион�
ному анализу. При оптимальном выборе ампли�
фицируемого гена или нуклеотидной последова�
тельности этот метод характеризуется высокой
разрешающей силой. Примерами таких продуктов
амплификации могут служить ген ureC H. pylori
[18, 20], ген коагулазы у S. aureus [16], katG ген у
M. tuberculosis [21].

ПЦР�ПДРФ может быть методом выбора для
типирования ряда возбудителей вирусных инфек�
ций. Некоторые из них способны вызывать вспыш�
ки ВБИ. Например, данный метод широко исполь�
зуется в эпидемиологических исследованиях ин�
фекции, вызванной вирусом гепатита С (HCV). 

F. Davidson et al. [22] разработали простой метод
определения генотипа на основе анализа ПДРФ 5′
нетранслируемой области генома HCV, позволив�
шего авторам дифференцировать вирусные штам�
мы на 9 групп. С помощью ПЦР�ПДРФ изучено 
географическое распространение различных гено�
типов вируса гепатита С.
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Таблица 3. Молекулярные маркеры, используемые для типирования патогенных микроорганизмов
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Ко  в т о р о й  группе молекулярных маркеров,
используемых для типирования, относятся IS�эле�
менты и повторяющиеся нуклеотидные последова�
тельности, которые рассеяны по геному. Их распо�
ложение в хромосоме может варьировать от штам�
ма к штамму. К методам типирования на основе
ПЦР, в которых амплифицируются повторяющие�
ся последовательности, относятся Rep�ПЦР и
RAPD�ПЦР.

В разработанной J. Versalovic и другими иссле�
дователями Rep�ПЦР [23, 24] амплифицируются
повторяющиеся (repetitive) нуклеотидные последо�
вательности, рассеянные по геномной ДНК [25, 26].
Для типирования используются две основные по�
следовательности повторяющихся элементов – по�
вторяющиеся экстрагенные палиндромные элемен�
ты (ПЭПЭ) и внутригенные постоянные последо�
вательности (ВПП). Оба варианта имеют хорошую
разрешающую силу на штаммовом уровне, в связи с
чем Rep�ПЦР становится наиболее широко исполь�
зуемым методом ДНК�типирования. 

Показано, что Rep�ПЦР имеет большую разре�
шающую силу, чем мультилокусный энзимэлектро�
форез (МЭЭ). В ряде исследований показано, что
метод Rep�ПЦР фактически сопоставим по разре�
шающей силе с ПЭ [27]. Rep�ПЦР можно стандар�
тизовать, что позволяет осуществлять сравнитель�
ный анализ штаммов, выделенных в различных ла�
бораториях.

ПП�ПЦР или ПЦР с использованием произ�
вольных праймеров (RAPD) отнесена нами к  т р е�
т ь е й  группе молекулярных маркеров или “слу�
чайных” повторов, и основана на использовании ко�
ротких произвольных олигонуклеотидных прайме�
ров длиной 9–10 нп, которые гибридизуются с
ДНК�мишенью при низкой температуре отжига. В
данном варианте ПЦР�типирования короткие
праймеры и низкая температура отжига использу�
ются для инициации амплификации нуклеотидных
последовательностей в различных областях генома
[17, 28, 29, 30].

К  ч е т в е р т о й  группе молекулярных марке�
ров нами отнесены маркеры, основанные на кон�
формационных изменениях однонитевой ДНК,
когда в тестируемой нуклеотидной последователь�
ности наблюдаются точковые мутации. Эти точко�
вые мутации способны изменять конформацию в
однонитевых ДНК, которую можно тестировать в
электрофорезе по различной подвижности конфор�
мационно отличающихся однонитевых ДНК. 

Два метода – ПЦР�SSCP (single stranded confor�
mational polymorphism) и CFLP�ПЦР, основанные
на этом принципе, все шире используются для ти�
пирования патогенных микроорганизмов [31, 32].

К сожалению, еще нет достаточных данных о ти�
пировании патогенных микроорганизмов с помо�
щью метода ПЦР�SSCP, чтобы оценить его разре�
шающую силу и воспроизводимость. Однако при
оптимизации условий, в частности при правильном
подборе праймеров, условий электрофореза (тем�
пература, концентрации геля и др.), который осу�
ществляется, как и в ПП�ПЦР, методом проб и
ошибок ПЦР�SSCP позволяет обеспечить высокий
уровень выявления мутаций в большом количестве
неохарактеризованных образцов. 

Таким образом, ПЦР�SSCP может быть мето�
дом выбора в эпидемиологических исследованиях
при необходимости анализа больших выборок
штаммов патогенных микроорганизмов. 

Метод ПЦР�типирования с использованием
термостабильной эндонуклеазы – кливазы I 
(К�ПЦР), впервые описанный в 1996 г. [32], – явля�
ется более сложным и характеризуется рядом недо�
статков (трудность интерпретации получаемых
профилей, неудовлетворительная межлаборатор�
ная воспроизводимость метода), в связи с чем пока
остается за пределами практических лабораторий.

В настоящее время для ряда научных исследова�
ний существует необходимость исследовать пато�
генные штаммы, находящиеся в различном физио�
логическом состоянии, например в обычной или не�
культивируемой форме, при изучении влияния ка�
кого�либо химического соединения на экспрессию
генов патогенности, устойчивости, выявлении гене�
тических отличий штаммов, вызывающих разные
формы инфекции (острая или персистирующая),
циркулирующих в окружающей и больничной сре�
де, и т. д. 

Один из оптимальных подходов – получение
“молекулярных портретов”. Это позволяет устано�
вить генетические отличия у сравниваемой пары
штаммов и не сходные (отличные) фрагменты да�
лее выделять, клонировать и устанавливать их роль
в изучаемом явлении. Такой молекулярный маркер
назван нами экспрессирующимися генами.

Секвенирование последовательностей, ампли�
фицируемых в ПЦР, объединяет все методы типи�
рования. Рассмотренные методы основаны на раз�
личиях структуры ДНК. В связи с этим кажется ве�
роятным, что лучшим методом типирования явля�
ется секвенирование. Однако это далеко не так, не�
смотря на значительное упрощение и автоматиза�
цию в последние годы методики секвенирования. 

Прежде всего следует помнить, что данным ме�
тодом анализируется только очень малая часть хро�
мосомы микроорганизма. В отличие от методов ПЭ,
Rep�ПЦР или ПП�ПЦР с помощью данного метода
тестируется только незначительный участок хро�
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мосомы, который потенциально может варьировать
у штаммов бактерий. В связи с этим такая малая
часть анализируемой ДНК должна отвечать не�
скольким критериям, чтобы ее можно было исполь�
зовать для дифференциации штаммов.

В о � п е р в ы х,  структура тестируемого гена
или участка ДНК должна представлять собой вари�
абельную последовательность, фланкированную
консервативными участками. Это позволяет прово�
дить амплификацию последовательности с помо�
щью ПЦР и типировать всех представителей вида. 

В о � в т о р ы х,  вариабельность внутри выбран�
ного гена или последовательности должна быть в
такой степени значимой, чтобы типировать различ�
ные штаммы определенного вида. И, наконец, вы�
бранная для исследования последовательность не
должна горизонтально передаваться в другие штам�
мы вида.

К сожалению, нуклетиодных последовательнос�
тей, отвечающих приведенным критериям, среди
бактерий не так уж и много. Наиболее часто ис�
пользуемые для идентификации нового вида мик�
роорганизмов гены 16S рРНК дают незначитель�
ную вариацию у штаммов определенного вида, а
эффективность использования для типирования
межгенной области между генами 16S и 23S рРНК
варьирует от вида к виду [30]. 

Таким образом, метод секвенирования может
стать “золотым стандартом” типирования патоген�
ных микроорганизмов только после того, как для
каждого вида возбудителей ВБИ будут идентифи�
цированы видоспецифические генетические локу�
сы, обеспечивающие с высокой разрешающей си�
лой дифференциацию штаммов. Возможно, мы бу�
дем знать такие последовательности в 2010 г. К это�
му времени, как полагают, будут секвенированы
полные геномы более чем у 100 видов патогенных
микроорганизмов.

В отличие от бактерий для типирования вирусов
ДНК секвенирование может считаться "золотым
стандартом". Секвенирование ДНК характеризует�
ся значительно большей разрешающей силой для
определения генотипов HCV по сравнению с дру�
гими методами. Оно является единственным мето�
дом, с помощью которого могут быть выявлены му�
тации лекарственной устойчивости HCV [33]. 

Участки ДНК, используемые для генетического
типирования вирусов и выявления мутаций лекар�
ственной устойчивости, являются короткими и хо�
рошо охарактеризованными последовательностя�
ми, отвечающими критериям, предъявляемым ме�
тодиками секвенирования нуклеиновых кислот.

В настоящее время разрабатываются техноло�
гии на основе одновременного секвенирования не�

скольких генов, что увеличивает разрешающую си�
лу таких методов и, следовательно, позволяет полу�
чать значительно более объективные и достоверные
результаты. И хотя данные технологии еще не�
сколько лет будут за пределами доступности прак�
тических микробиологических лабораторий, их бу�
дущее чрезвычайно привлекательно.

Критерии выбора молекулярно>генетиче>
ских методов для эпидемиологических 
исследований

Среди многочисленных генотипических мето�
дов типирования возбудителей инфекций (см.
табл. 2), казалось бы, не составляет большого труда
выбрать наиболее совершенный метод для эпиде�
миологических исследований ВБИ. Из данных
табл. 2 видно, что такие методы, как ПЦР�ПДРФ,
ПП�ПЦР, ПЭ и плазмидный анализ легко выпол�
нимы, характеризуются хорошей воспроизводимос�
тью и достаточной разрешающей силой. При этом
ПЭ превосходит упомянутые методы по большин�
ству показателей. Однако стоимость оборудования,
как и стоимость одного исследования, превышает
стоимость совокупного оборудования, используе�
мого в ПЦР�ПДРФ, ПП�ПЦР и плазмидном анали�
зе. Это обстоятельство может препятствовать их
внедрению в арсенал лабораторий клинической 
микробиологии. 

Помимо такого важного фактора, как источник
финансирования лаборатории, выбор молекуляр�
но�генетического метода зависит также от квали�
фикации персонала. Перспективным для эпидемио�
логических исследований является ПЦР�SSCP, хо�
тя до настоящего времени, как уже отмечалось, ни
его разрешающая сила, ни воспроизводимость при
типировании патогенных микроорганизмов еще не
установлены.

Методы секвенирования ДНК пока недоступны
для практических лабораторий, так как требуют не
только дорогостоящего оборудования, но и специ�
альных знаний и навыков на этапах выполнения ис�
следования.

Кроме того, нуклеотидное секвенирование, ко�
торое называют “будущим молекулярной эпидемио�
логии”, имеет ряд нерешенных и невыясненных
проблем. 

В о � п е р в ы х,  фактически для любого возбу�
дителя бактериальной природы не идентифициро�
ваны локусы с подходящей вариабельностью по�
следовательности, которые бы выявляли эпидемио�
логически значимый штамм. 

В о � в т о р ы х,  до сих пор неясно, является ли
секвенирование единственного локуса достаточным,
чтобы убедительно дифференцировать штамм [30]. 
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И, наконец,  в � т р е т ь и х,  автоматизированное
секвенирование пока недоступно большинству не
только практических, но и научных учреждений
вследствие значительной стоимости оборудования
(более 80 тыс. долларов США). 

Несомненно, что в ближайшие годы эти пробле�
мы будут решены, стоимость оборудования, кото�
рая постоянно снижается, уменьшится до приемле�
мого уровня. Тогда, вероятно, нуклеотидное секве�
нирование станет “золотым стандартом” в типиро�
вании патогенных микроорганизмов.

Вместе с тем для типирования вирусов ДНК
секвенирование является единственным методом,
удовлетворяющим цели мониторинга генетических
изменений и выявления мутаций лекарственной
устойчивости. 

Один из важнейших критериев, предъявляемых
к молекулярно�генетическим методам типирова�
ния, – способность осуществлять анализ большого
количества образцов. Для лабораторий, проводя�
щих обширные эпидемиологические исследования,
данный критерий может являться определяющим.
В таких случаях наиболее предпочтительными мо�
лекулярно�генетическими методами типирования
могут быть разнообразные тест�системы, основан�
ные на ПЦР, с помощью которых в ограниченный
период можно тестировать сотни изолятов. 

Хранение генетических профилей, то есть созда�
ние базы данных, также является важным критери�
ем выбора метода, особенно в лабораториях круп�
ных стационаров и больниц. В этом отношении
предпочтительны такие методы, как ПЭ, ПЦР�
ПДРФ, Rep�ПЦР и саузерн�блот анализ. 

Резюмируя данный раздел, можно констатиро�
вать, что на выбор метода влияют несколько факто�
ров. Суть основного условия состоит в том, что 
микробиологическая лаборатория должна быть го�
това осуществлять анализ изолятов фактически всех
видов возбудителей, вызывающих ВБИ. В соответ�
ствии с этим выбранный метод должен обеспечивать
тестирование максимального круга возбудителей. 

Используемый метод должен обладать высокой
воспроизводимостью и разрешающей силой, а по�
лучаемые результаты – легко учитываться и интер�
претироваться без привлечения дополнительной
экспертизы. 

Выбор метода должен основываться на данных
литературы, свидетельствующих о его эффективно�
сти при использовании в других лабораториях. 

И, наконец, при выборе молекулярно�генетиче�
ских методов необходимо учитывать стоимость не
только первоначального основного оборудования,
но и дополнительного, а также стоимость реактивов
на проведение постоянных исследований.

Проанализировав современные молекулярно�
генетические методы типирования возбудителей
инфекций и помня о том, что пока нет “золотого
стандарта” для методов типирования, можно прий�
ти к выводу, что оптимальным для лаборатории яв�
ляется внедрение в ее практику как минимум двух
доступных методов. 

Наиболее экономичным вариантом для типиро�
вания возбудителей госпитальных инфекций явля�
ются рестрикционный анализ плазмид (РАП), так
как многие возбудители ВБИ являются плазмидо�
содержащими видами, а также рестрикционный
анализ ампликонов (ПЦР�ПДРФ), получаемых в
ПЦР. При этом оборудование для ПЦР может ис�
пользоваться не только для типирования, но и для
индикации возбудителей инфекций. Может ис�
пользоваться также РАП с комплексе с ПЭ, харак�
теризующимся высокой разрешающей силой и хо�
рошей воспроизводимостью. Однако последний ме�
тод является дорогостоящим.

Интерпретация результатов типирования

Общепринято, что клон – это “один или более
генетически идентичных микроорганизмов, проис�
ходящий от одного общего предшественника” [4].
Однако пока не существует ни одного метода типи�
рования, позволяющего получать данные об иден�
тичности двух полных геномов микроорганизмов.
В связи с этим множество изолятов, представляю�
щих единственный тип по нескольким фено� 
или генотипическим признакам, обозначают как 
“неотличимые”. 

Для методов, характеризующихся высокой раз�
решающей силой, позволяющих постоянно диффе�
ренцировать эпидемиологически не связанные
штаммы, описание “неотличимые” дает убедитель�
ные основания полагать, что сравниваемые изоля�
ты родственны как генетически, так и эпидемиоло�
гически [34].

Один из подходов, примиряющий биологиче�
скую и инструментальную вариабельность, наблю�
даемую при молекулярном типировании, с необхо�
димостью предоставлять клиницистам и эпидемио�
логам ценную информацию заключается в том, что�
бы связать генетическое родство с различной веро�
ятностью клинического или эпидемиологического
сходства [35]. 

Об изолятах, чьи профили типирования неотли�
чимы, дается информация о том, что они представ�
ляют собой единственный штамм. Среди ряда изо�
лятов обычно определяется наиболее распростра�
ненный (или “модальный”) типовой штамм, кото�
рый считается вспышечным. 

Изоляты, чьи профили типирования отличают�
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ся от этого модального профиля единственным ге�
нетическим событием, оцениваются как близкород�
ственные и, “возможно, представляющими часть
вспышки”. Изоляты, чьи профили отличаются дву�
мя генетическими событиями, считаются, возмож�
но, родственными генетически и, вероятно, принад�
лежащими к части вспышки. Изоляты, отличающи�
еся от модального профиля на 3 и более генетиче�
ских события, считаются генетически отличными и
не являются частью вспышки [34].

Одно генетическое событие, возникающее в 
микроорганизме под воздействием различных ус�
ловий (например, в результате лечения, перехода
возбудителя из одной среды обитания в другую, пе�
редачи в новый сайт тела макроорганизма), может
быть обусловлено инсерциями (вставками), делеци�
ями (выпадениями), перестройками участков хро�
мосомы, а также заменой единственного нуклео�
тидного основания ДНК. 

Такие генетические изменения могут изменять
как сайт рестрикции, локализованный в определен�
ном участке хромосомы, так и не влиять на сайт ре�
стрикции. При изменении сайта рестрикции в слу�
чаях инсерции и делеции будут наблюдаться разли�
чия в позициях 3 рестрикционных фрагментов по
сравнению с “модальным” штаммом. Перестройка
приведет к перемещению сайта рестрикции, что вы�
зовет появление картины, где один из рестрикцион�
ных фрагментов будет обладать большей молеку�
лярной массой, а прилегающий фрагмент – мень�
шей. 

При сравнении с “модальным” штаммом в дан�
ном варианте будут наблюдаться различия в пози�
циях 4 фрагментов рестрикции. Все указанные от�
личия можно тестировать, используя только метод
ПЭ (табл. 4). Учитывая также то обстоятельство,
что с помощью данного метода анализируется око�
ло 90% бактериальной хромосомы (данные, получа�
емые при суммировании рестрикционных фрагмен�
тов размером от 500 до 50 kb), ряд исследователей
предлагает считать ПЭ “золотым стандартом” среди
многочисленных методов генетического типирова�
ния. 

Правомерность этого утверждения мы оставля�
ем на суд читателей, снабдив его дополнительной
информацией о том, что среднее число рестрикци�
онных фрагментов в ПЭ для анализа обычно со�
ставляет 12–15 фрагментов, а такие генетические
события, как инсерции или делеции, способны из�
менять ПДРФ только у около 8% рестрицирован�
ных фрагментов, чтобы исследователь мог наблю�
дать изменения в их электрофоретической подвиж�
ности с помощью ПЭ. Вместе с тем при использова�
нии ПЭ в эпидемиологических исследованиях 

ВБИ необходимо руководствоваться правилом 
F.C. Tenover et al. [8, 34]. 

Изоляты, отличающиеся на 3 и менее позиции
рестрикционных фрагментов, необходимо считать
эпидемиологически родственными и являющимися
субтипами эпидемического штамма. Соответствен�
но изоляты, различающиеся в позициях более чем 3
фрагментов, могут представлять значительно более
сложные эпидемиологические взаимосвязи и долж�
ны исследоваться дополнительными методами, ес�
ли этого требует эпидемиологическая ситуация. 

Следует подчеркнуть, что данное правило рас�
пространяется только на анализ изолятов, цирку�
лирующих в определенной (то есть госпитальной
среде), где различия и сходство исследуются непо�
средственно для выяснения эпидемиологической
ситуации. При сравнении же изолятов, выделенных
в разных регионах и из различных объектов окру�
жающей среды (то есть в глобальном плане), анало�
гичные рестрикционные фрагменты у изолятов раз�
личного происхождения не обязательно будут отра�
жать генетическое родство (идентичность) равно�
значных хромосомных участков.

И, наконец, окончательное решение о том, вклю�
чать ли данные о близкородственных и, возможно,
родственных изолятах в описание эпидемической
вспышки, основывается на интеграции всей инфор�
мации, включающей микробиологические, клини�
ческие и эпидемиологические данные, характеризу�
ющие конкретную ВБИ или ее вспышку.

С помощью эпидемиологического и микробио�
логического мониторинга выявляется вспышка, как
правило, при росте показателей инфекций, вызыва�
емых определенными видами в конкретном стацио�
наре, выделении одного и того же вида микроорга�
низмов у больных или при выявлении изолятов,
имеющих другие биотипы или спектры устойчиво�
сти к антимикробным препаратам при сравнении с
циркулировавшими ранее в больнице штаммами. 

Таким образом, постоянный эпидемиологиче�
ский мониторинг и рутинная лабораторная оценка
изолятов являются практическими эпидемиологи�
ческими инструментами мониторинга, ведущая
роль в котором принадлежит микробиологической
лаборатории. 

Когда наличие внутрибольничной вспышки
подтверждается результатами эпидемиологических
исследований, тогда использование молекулярных
методов типирования должно подтвердить, что изо�
ляты, выделенные в период вспышки, представля�
ют собой единственный штамм, послуживший ее
причиной. В такой последовательности и использу�
ется метод типирования для того, чтобы подтвер�
дить обоснованность клинической или эпидемио�
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логической гипотезы. В длительно продолжающих�
ся вспышках, а также в случаях ВБИ, когда наблю�
дается изменчивость штаммов, выявляемая фено�
типическими методами исследования, желательно
использовать молекулярные методы типирования,
характеризующиеся высокой воспроизводимостью
и разрешающей силой.

Ключевой аспект состоит в том, что эпидемио�
логические выводы должны прежде всего основы�
ваться на эпидемиологических данных. Результаты
же использования молекулярных методов типиро�
вания должны подтвердить эти выводы или изме�
нить предварительно выдвинутую гипотезу и на�
править исследование в новое русло. 

Проведенные в последнее десятилетие исследо�
вания показали, что использование методов, обла�
дающих высокой разрешающей силой, может зна�
чительно расширить наши знания вопросов госпи�
тальной инфекции. Общеизвестно, что острые
вспышки ВБИ вызываются единственным штам�
мом и что они отличаются от спорадических случа�
ев заболеваний, не связанных со вспышкой [10, 35,
36, 37]. 

В ряде исследований изолятов, представляю�
щих или острые кластеры, или эндемическую пер�
систенцию, документально показано присутствие
множества различных штаммов одного вида в ле�
чебно�профилактическом учреждении [35, 38, 39].
Эти примеры свидетельствуют о существенной зна�

чимости методов типирования при анализе слож�
ного эпидемического процесса.

Клональность острой инфекции

Выявление различных изолятов одного вида,
выделяемых от больного, может быть использовано
в оценке наличия инфекции. Например, у больного
с искусственным клапаном сердца или цереброспи�
нальным шунтом анализ ряда изолятов S. epider�
midis, выделенных из кровяного русла, показал, что
они принадлежат к единственному штамму [36].
Следовательно, в данной ситуации можно поста�
вить диагноз истинной бактериемии, в то время как
при выявлении различных штаммов можно предпо�
лагать контаминацию исследуемых образцов крови
с кожи больного [5]. 

Молекулярное типирование изолятов S. epider�
midis, выделенных с кожи и глаз больных с острыми
послеоперационными эндофтальмитами, показало,
что наружные ткани больных являются наиболее ча�
стым источником инфицирования. Эти выводы ос�
нованы на предположении, что острые инфекции,
вызываемые единственным видом, возникают вслед�
ствие инвазии и пролиферации одного штамма [40].

Эта гипотеза подтверждена для некоторых ост�
рых инфекций, в частности бактериемических пие�
лонефритов [35]. Наоборот, молекулярный анализ
диссеминированной инфекции при СПИДе, вы�
званной M. avium, показал, что 15–25% больных ин�
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Таблица 4. Интерпретация результатов исследования госпитальных штаммов, полученных 
с помощью пульс$электрофореза

1Желательно генетическое тестирование по другим молекулярным маркерам.
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фицированы двумя различными штаммами [41].
Поликлональная инфекция и колонизация также
продемонстрированы у больных, инфицированных
и колонизированных другими видами бактерий,
включая S. aureus у госпитализированных больных,
P. aeruginosa при кистозном фиброзе и H. pylori при
гастрите [18, 42, 43]. Эти данные свидетельствуют о
том, что у инфекций могут быть различные меха�
низмы их патогенеза и развития.

Примеры молекулярного типирования 
некоторых возбудителей внутрибольничных
инфекций

Рассмотрим использование следующих 4 мето�
дов типирования – РАП, рестрикционный анализ
хромосомной ДНК (РАХ), ПЭ и ПЦР – оптималь�
ных для анализа возбудителей инфекционных бо�
лезней с точки зрения критериев, предъявляемых к
методам типирования. Из числа возбудителей рас�
смотрим лишь те виды, которые чаще всего вызыва�
ют вспышки ВБИ.

S. aureus. Из�за частой связи с госпитальными
вспышками и множественной устойчивости к анти�
биотикам изоляты S. aureus являются предметом
многочисленных эпидемиологических исследова�
ний и тестированы всеми доступными методами ти�
пирования [4, 10, 27, 39]. 

РАП оказался полезным для расшифровки мно�
гих вспышек, а ПЭ показал высокую разрешающую
силу при типировании госпитальных штаммов, осо�
бенно MRSA [30, 39]. 

По нашим данным, для типирования MRSA оп�
тимальными являются саузерн�блот с использова�
нием в качестве зонда гипервариабельных последо�
вательностей ДНК фага М13, ПП�ПЦР типирова�
ние и анализ фрагментов рестрикции коагулазного
гена, амплифицированного в ПЦР возбудителя
[10]. Показано, что вспышки ВБИ, вызываемые
MRSA, обусловлены одним генотипическим вари�
антом, тогда как спорадическая внутрибольничная
заболеваемость вызывается различными генотипи�
ческими вариантами MRSA [14].

Кроме того, установлено, что плазмидный ана�
лиз, в котором исследуется структура внехромо�
сомной ДНК, независимой от генома клетки�хозяи�
на, высокоэффективен при дифференциации вспы�
шечных штаммов от контрольных, но менее эффек�
тивен при выявлении вспышечных штаммов. 

Таким образом, анализ этих данных подтверж�
дает сделанный нами ранее вывод, что в сложных
или неопределенных ситуациях только использо�
вание комбинации методов может предоставить
эпидемиологам наиболее объективную информа�
цию.

Коагулазоотрицательные стафилококки.
Как и в случаях ВБИ, обусловленных S. aureus,
РАП и ПЭ являются достаточно эффективными
методами типирования коагулазоотрицательных
стафилококков. Хотя фенотипическая характерис�
тика говорит о значительных вариациях у изолятов
S. epidermidis, результаты генотипического анализа
свидетельствуют о том, что клинически значимые
штаммы обычно представлены генотипически огра�
ниченным числом вариантов [5]. 

Так, идентичные риботипы выявлены среди
клинически значимых штаммов разных регионов.
При исследовании изолятов, выделенных из крови
новорожденных, лечившихся в палатах интенсив�
ной терапии, установлена эндемическая персистен�
ция идентичных генотипов с помощью ПЭ [36].
Эти факты дают основание полагать, что опреде�
ленные линии или генотипы S. aureus могут иметь
значительно большую патогенность, возможно,
связанную с такими факторами вирулентности, как
поверхностные адгезины [36].

Энтерококки. ПЭ и ПЦР�типирование с ис�
пользованием произвольных праймеров представ�
ляются методом выбора для анализа бактерий рода
Enterococcus [38, 44, 48].

E. coli и другие представители семейства
Enterobacteriaceae. ПЭ наиболее эффективный
метод дифференциации изолятов E. coli. Соответст�
венно он обладает большей разрешающей силой,
чем МЭЭ или риботипирование [35]. Это показано
при типировании изолятов, выделенных от боль�
ных пиелонефритами, а несколько позднее – при
анализе 160 изолятов, выделенных из крови боль�
ных в Массачусетсе и Калифорнии (США) и Най�
роби (Кения) [45]. Хотя имеется значительно мень�
ше данных о типировании других представителей
семейства Enterobacteriaceae, однако показано, что
ПЭ высокоэффективен при дифференциации изо�
лятов видов родов Klebsiella и Enterobacter [37]. 

Анализ продуктов Rep�ПЦР при типировании
представителей семейства Enterobacteriaceae пока�
зал, что данный метод сопоставим по разрешающей
силе с МЭЭ [24]. При исследовании механизмов
формирования эпидемиологически значимых
штаммов K. pneumoniae в отделении новорожден�
ных в Научном центре акушерства, гинекологии и
перинатологии РАМН нами было показано, что на�
иболее репрезентавными методами решения этой
задачи является плазмидный анализ в сочетании с
двумя вариантами саузерн�блот гибридизации –
риботипирования и исследования ПДРФ с помо�
щью зонда ДНК фага М13 [47].

Серотипирование остается основной характери�
стикой в типировании изолятов бактерий рода
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Salmonella и, как показано, хорошо коррелирует с
различными генетическими линиями [4]. Диффе�
ренциация изолятов одного серотипа остается за�
труднительной. Возможно, это обстоятельство от�
ражает ограниченность генетического разнообра�
зия. 

Недавно было показано, что использование в ка�
честве зонда IS200, видоспецифического мультико�
пийного IS�элемента, выявляемого в хромосоме
бактерий рода Salmonella, позволяет дифференци�
ровать штаммы одного серотипа и фаготипа [46]. 

Удовлетворительные результаты нами получе�
ны и при использовании ПП�ПЦР типирования
для анализа фенотипически идентичных изолятов
S. enteritidis, выделенных в ограниченный период в
одном из отделений 1�й инфекционной больницы
Москвы.

Первоначальное предположение о внутриболь�
ничной вспышке после генетического типирования
не подтвердилось, так как штамм, выделенный от
предполагаемого источника, сотрудника пищебло�
ка, без клинических проявлений сальмонеллеза,
оказался генотипически отличным от штаммов
S. enteritidis, выделенных от больных сальмонелле�
зом, поступивших от больницу из разных районов
Москвы. Высказано предположение, что, возмож�
но, в Москве циркулирует штамм S. enteritidis опре�
деленного генотипа, способный вызвать острую ки�
шечную инфекцию.

Виды рода Pseudomonas и другие грамотрицаI
тельные аэробы. ПЭ высокоэффективен при ана�
лизе изолятов P. aeruginosa, B. cepacia и видов рода
Acinetobacter [42, 43]. Эффективными, по нашим
данным, являются варианты ПЦР типирования с
использованием произвольных праймеров и ампли�
фикация интерспейсерной области рРНК генов
P. aeruginosa и B. cepacia. 

Микобактерии туберкулеза. С увеличением
числа случаев туберкулеза, связанных со СПИДом,
и распространением вспышек, вызванных множест�
венно�устойчивыми штаммами, типирование 

M. tuberculosis стало чрезвычайно актуальным. Со�
временный метод выбора типирования микобакте�
рий – это саузерн�блот, в котором анализируются
ПДРФ с помощью зонда IS 6110 [15]. Методы, ос�
нованные на ПЦР, могут быть альтернативой дан�
ному подходу. Некоторые варианты этих методов
уже описаны [10].

Заключение

Использование молекулярных методов типиро�
вания возбудителей должно стать мощным под�
спорьем в работе госпитальных эпидемиологов при
реализации программ борьбы с ВБИ, а также вра�
чей при лечении госпитализированных больных. В
будущем молекулярно�генетическое типирование,
вероятно, станет рутинным методом в микробиоло�
гических лабораториях.

В связи с увеличением числа видов микроорга�
низмов, способных вызывать ВБИ, и трудностями
не только их типирования, но и идентификации, да�
леко не каждая микробиологическая лаборатория
больницы или клиники способна корректно иден�
тифицировать и типировать возбудителей ВБИ. 

Поэтому в системе эпидемиологического кон�
троля за ВБИ должны быть созданы референс�ла�
боратории, специалисты которых владели бы со�
временными методами идентификации и диффе�
ренциации возбудителей ВБИ. С учетом рассмот�
ренных положений они должны работать в тесном
взаимодействии с клиницистами и госпитальными
эпидемиологами над решением разнообразных про�
блем ВБИ. 

Кроме того, одной из основных задач таких ре�
ференс�лабораторий должно являться внедрение в
практику новых экономичных методов идентифи�
кации и типирования. При внедрении такой про�
граммы в практику здравоохранения можно будет
надеяться не только на успех в борьбе с ВБИ, но
также и на решение фундаментальных и приклад�
ных проблем микробиологии и эпидемиологии
этих инфекций.
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