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Цель исследования: анализ видов и генетических линий туберкулезных микобактерий, выделенных от человека и крупного рогатого скота, 
методом сполиготипирования.
Материалы и методы. Объектом исследования служил биологический материал от крупного рогатого скота, а также работников живот-
новодческих ферм (ежегодно проходивших флюорографическое исследование) и больных туберкулезом пациентов. Для идентификации 
микобактерий использовали метод сполиготипирования. 
Результаты. Представлена оценка вариабельности участков внутри прямых повторов (спейсеров), которые в лабораторной диагности-
ке используются при сполиготипировании микобактерий и идентификации возбудителей туберкулеза. Сопоставление встречаемости 
комбинаций различных спейсеров у анализируемых микобактерий в исследуемом материале, идентифицированных как Mycobacterium 
tuberculosis complex, со сполигопрофилем известных микобактерий устанавливает принадлежность их к конкретной генетической линии. 
Исследованные изоляты изучены микроскопическими, бактериологическими и молекулярно-генетическими (ПЦР) методами. По резуль-
татам сполиготипирования определена их принадлежность к генетическим линиям M. tuberculosis Beijing, LAM и Haarlem. 
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Objective: to analyze the species and genetic families of tuberculous mycobacteria isolated from humans and cattle by spoligotyping.
Subjects and methods. Biological materials collected in the cattle, livestock farmers (who underwent annual fluorographic examinations) 
and tuberculosis patients were studied. To identify mycobacteria, the spoligotyping method was used. 
Results. The article assesses the variability of sites within direct repeats (spacers), which are used in laboratory diagnostics for spoligotyping 
of mycobacteria and identification of tuberculosis pathogens. The frequency of combinations of different spacers in the analyzed mycobacteria in the 
specimens identified as Mycobacterium tuberculosis complex is compared with the spoligotyping profile of known mycobacteria thus establishing 
their belonging to a specific genetic family. The studied isolates were tested by microscopic, bacteriological, and molecular genetic (PCR) methods. 
Based on the results of spoligotyping, it was found out that they belonged to genetic families of M. tuberculosis of Beijing, LAM, and Haarlem. 
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Для диагностики туберкулеза легких у человека 
в Российской Федерации широко применяют рент-
генологическое исследование легких (в качестве 
скрининга) с последующими дополнительными ис-
следованиями для подтверждения диагноза при об-
наружении патологических изменений. При диагно-
стике туберкулеза крупного рогатого скота основным 
критерием выявления инфицированных возбудите-
лем туберкулеза животных является туберкулиновая 
проба [4, 9]. Положительно реагирующих животных 

подвергают санитарному диагностическому убою, 
аутопсийный или патолого-анатомический материал 
направляют на бактериологические исследования 
(микроскопия и посев на питательные среды). Се-
рологические и молекулярно-генетические методы 
диагностики туберкулеза на практике менее распро-
странены, хотя научные исследования в этом направ-
лении ведутся [1, 11].

В научной литературе регулярно появляются 
сообщения о выделении у различных животных 
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и человека нехарактерных для данного вида ми-
кобактерий. У 6-месячного котенка был установ-
лен туберкулез, вызванный M. bovis [2], M. bovis и 
M. avium были выделены у свиней [14, 15], установ-
лена передача M. tuberculosis от человека собаке [13]. 
Последнее время все чаще регистрируются заболе-
вания, вызываемые M. paratuberculosis [3] и други-
ми нетуберкулезными видами микобактерий [5, 7], 
источниками которых могут оказываться не только 
животные, но и почва, вода [6]. Увеличивается чис-
ло случаев микобактериоза человека, вызываемого 
M. avium [10]. Сообщалось также, что М. tuberculosis, 
M. bovis и М. avium обладают генетическими свой-
ствами, которые позволяют им адаптироваться к 
разным хозяевам и вызывать у них развитие забо-
левания [8]. 

Цель исследования: анализ видов и генетических 
линий методом сполиготипирования туберкулез-
ных микобактерий, выделенных от человека и круп-
ного рогатого скота.

Материалы и методы

Исследован биологический материал от круп-
ного рогатого скота (51 корова), положительно ре-
агирующего на введение «ППД туберкулина для 
млекопитающих» из хозяйств Республики Татар-
стан. У них в ходе диагностического забоя прово-
дили отбор проб лимфатических узлов и легких. 
У 62 работников животноводческих ферм (ежегодно 
проходивших флюорографическое обследование), 
имевших контакт с больными животными, взяты 
для исследования смывы из верхних дыхательных 
путей. У 19 пациентов ГАУЗ «Республиканский 
клинический противотуберкулезный диспансер» 
с туберкулезом легких была взята на исследование 
мокрота. 

Подготовка проб для лабораторных исследований 
проводилась по ГОСТ 26072-89. Для подтвержде-
ния диагноза туберкулеза использованы стандарт-
ные бактериологические методы (микроскопия и 
посев на питательную среду) и полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР) (Приказ Министерства здра-
воохранения Российской Федерации от 29 декабря 
2014 года № 951 «Об утверждении методических 
рекомендаций по совершенствованию диагности-
ки и лечения туберкулеза органов дыхания»). Для 
культивирования микобактерий туберкулеза ис-
пользовали среду Левенштейна ‒ Йенсена и среду 
Финна-2.

Для выделения нуклеиновых кислот использова-
ли комплект реагентов для выделения РНК/ДНК из 
клинического материала «ДНК-сорб-В» (ЗАО «Ин-
терЛабСервис») согласно инструкции производи-
теля. ПЦР ставили, используя тест-систему для 
выявления возбудителей туберкулеза M. bovis и 
M. tuberculosis методом ПЦР в режиме реального 
времени «МТБ-КОМ» (ЗАО «ИнтерЛабСервис») 
согласно инструкции производителя. 

Для идентификации микобактерий использовали 
метод сполиготипирования по методике, описанной 
Kamerbeek J. и Zhang J. [12, 17], при этом сполиготи-
пирование M. bovis проводили на биологических ми-
крочипах, а M. tuberculosis – классическим методом.

Результаты исследования

Наличие микобактерий группы M. tuberculosis 
complex было установлено микроскопически, по-
севом на питательные среды и ПЦР (всего в 25 об-
разцах) (табл. 1). 

Как видно из табл. 1, методом микроскопии ми-
кобактерии обнаружены в одном из образцов пато-
логического материала от крупного рогатого скота 
и во всех образцах мокроты больных туберкулезом 
людей. Результаты бактериологического исследова-
ния подтвердили наличие микобактерий в четырех 
образцах патологического материала от крупного 
рогатого скота, во всех образцах мокроты больных 
туберкулезом людей и в двух образцах от работни-
ков животноводческих ферм. 

Кроме бактериологических исследований, при-
надлежность исследуемых изолятов к этиологи-
ческим агентам туберкулеза подтверждена и ПЦР, 
по результатам которой установлено наличие ДНК 
микобактерий туберкулеза (МБТ) в 4 пробах, по-
лученных от крупного рогатого скота, и в 21 про-
бе ‒ от людей (2 пробы от работников животновод-
ческих ферм и 19 проб от больных туберкулезом). 

Образцам с наличием МБТ или ДНК МБТ при-
своили обозначения, указанные в табл. 1.

Далее провели идентификацию их вида и гене-
тической линии, используя сполиготипирование.

Результаты видовой идентификации показали 
принадлежность 21 образца, выделенного от людей 
(рис. А), к виду M. tuberculosis, а 4 образцов, выде-
ленных от крупного рогатого скота (рис. Б), к виду 
M. bovis. 

Рис. Результаты генотипирования Mycobacterium 
tuberculosis complex, выделенных из органов 
животных и мокроты людей. 
А – результат генотипирования образцов от 
человека, Б – результат генотипирования образцов 
от крупного рогатого скота 
Fig. Genotyping results of Mycobacterium tuberculosis complex isolated 
from cattle organs and  human sputum. 
A – the result of genotyping of specimens collected in humans,  
Б – the result of genotyping of specimens collected in cattle
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ДНК подтвердило их принадлежность к виду 
M. tuberculosis.

Полученные сполиготипы изолятов микобакте-
рий были соотнесены с базой данных SPOTCLAST 
[16], и определена их принадлежность к генетиче-
ской линии, кроме того, идентифицировать споли-
гопрофиль образца можно, используя установлен-
ные нами специфичные сполигопрофили различных 
видов и генетических линий M. tuberculosis complex, 
по ссылке http://vnivi.ru/images/spoligo.xls. Резуль-
таты генотипирования представлены в табл. 2.

Сполиготипирование образцов ДНК, получен-
ных из органов животных, еще раз подтверди-
ло их принадлежность к виду M. bovis, так как 
изоляты микобактерий имели общие для вида 
M. bovis изменения в локусах прямых повторов 
(отсутствие 3-, 9-, 16-го и последних пяти спей-
серов). Все 4 изолята M. bovis генетически от-
личались друг от друга. Возможно, что эти 4 ко-
ровы, содержавшиеся в одном хозяйстве, были 
заражены МБТ от разных источников. Споли-
готипирование полученных от людей образцов 

Источник исследуемого материала Присвоенное пробе 
обозначение

Результат микроскопических 
исследований

Результат посева 
на питательные среды

Результат ПЦР  
(наличие ДНК МБТ)

Крупный рогатый скот cattle-168 - + +

Крупный рогатый скот cattle-201 + + +

Крупный рогатый скот cattle-321 - + +

Крупный рогатый скот cattle-379 - + +

Человек, больной ТБ к-652 + + +

Человек, больной ТБ к-663 + + +

Человек, больной ТБ к-664 + + +

Человек, больной ТБ к-665 + + +

Человек, больной ТБ к-667 + + +

Человек, больной ТБ к-671 + + +

Человек, больной ТБ к-672 + + +

Человек, больной ТБ к-675 + + +

Человек, больной ТБ к-677 + + +

Человек, больной ТБ к-678 + + +

Человек, больной ТБ к-682 + + +

Человек, больной ТБ к-715 + + +

Человек, больной ТБ к-806 + + +

Человек, больной ТБ к-986 + + +

Человек, больной ТБ к-998 + + +

Человек, больной ТБ к-1032 + + +

Человек, больной ТБ к-1040 + + +

Человек, больной ТБ к-6093 + + +

Человек, больной ТБ к-6168 + + +

Человек, работник животноводческих ферм к-6241 - + +

Человек, работник животноводческих ферм к-6567 - + +

Таблица 1. Результаты исследований образцов от человека и крупного рогатого скота
Table 1. Results of testing of specimens collected in humans and cattle

Таблица 2. Видовая принадлежность генетических линий микобактерий в образцах
Table 2. Species and genetic families of mycobacteria found in the specimen

Наименование образца Вид Генетическая линия

cattle-168 Mycobacterium bovis Не идентифицирована

cattle-201 Mycobacterium bovis Не идентифицирована

cattle-321 Mycobacterium bovis Не идентифицирована

cattle-379 Mycobacterium bovis Не идентифицирована

к-652 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-663 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-664 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-665 Mycobacterium tuberculosis Beijing



16

Туберкулёз и болезни лёгких, Том 98, № 3, 2020

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии у них конфликта интересов.
Conflict of Interests. The authors state that they have no conflict of interests.

ЛИТЕРАТУРА

1. Гулюкин А. М., Хисматуллина Н. А., Хаертынов К. С., Шуралев Э. А., Ахма-
деев Р. М., Найманов А. Х., Мукминов М. Н., Валеева А. Р. Использование 
антигенов микобактерий M. bovis BCG-1, M. bovis-8 и M. bovis Valee-88 
для иммуноферментного анализа сывороток крови крупного рогатого 
скота // Труды Всероссийского НИИ экспериментальной ветеринарии 
им. Я. Р. Коваленко. – 2013. – Т. 77. – С. 200-203. 

2. Данко Ю. Ю. Постановка в Миланской клинике диагноза на туберкулез 
у кота, поступившего из Киевского питомника // Иппология и ветери-
нария. – 2016. – № 3 (21). – С. 110-115. 

3. Завгородний А. И., Позмогова С. А., Дзьомбак Д. В., Гирка М. А. Выделение 
M. paratuberculosis из биоматериала от КРС // Ветеринарна медицина. ‒ 
2011. ‒ № 95. ‒ С. 103-104. 

4. Закон РФ от 14 мая 1993 г. № 4979-1 О ветеринарии (с изменениями на 
27.12.2018 г.) // Электронный фонд правовой и нормативно-технической до-
кументации. АО «Кодекс», 2019. URL: http://docs.cntd.ru/document/9004249 

5. Макарова М. В. Нетуберкулезные микобактерии: классификация, эпиде-
миология, патология у людей и животных, лабораторная диагностика // 
Пробл. туб. и болезней легких. – 2007. – Т. 84, № 10. – С. 7-17. 

6. Павлова И. Б., Банникова Д. А. Экологические аспекты существования и 
развития популяций микобактерий // Ветеринарная патология. – 2004. – 
№ 1-2. – С. 65-68. 

REFERENCES

1. Gulyukin А.M., Khismatullina N.А., Khaertynov K.S., Shuralev E.А., 
Аkhmadeev R.M., Naymanov А.Kh., Mukminov M.N., Valeeva А.R. The use 
of mycobacterial antigens M. bovis BCG-1, M. bovis-8 and M. bovis Valee-88 
for enzyme-linked immunosorbent assay of cattle blood serum. Trudy 
Vserossiyskogo NII Eksperimentalnoy Veterinarii Im. Ya.R. Kovalenko, 2013, 
vol. 77, pp. 200-203. (In Russ.) 

2. Danko Yu.Yu. Tuberculosis diagnosed in a Milan clinic in the cat from Kiev 
cattery.  Ippologiya i Veterinariya, 2016, no. 3 (21), pp. 110-115. (In Russ.) 

3. Zavgorodniy А.I., Pozmogova S.А., Dzombak D.V., Girka M.А. Isolation of 
M. paratuberculosis from cattle specimens. Veterinarna Meditsina, 2011, no. 95, 
pp. 103-104. (In Russ.) 

4. RF Law no. 4979-1 as of May 14, 1993 On Veterinary Medicine (with 
amendments as of 27.12.2018). Database of legal, regulatory and technical 
documentation. AO Kodeks Publ., 2019. (In Russ.) Available: http://docs.cntd.
ru/document/9004249 

5. Makarova M.V. Non-tuberculous mycobacteria: classification, epidemiology, 
pathology in humans and animals, laboratory diagnostics. Probl. Tub. i Bolezni 
Legkikh, 2007, vol. 84, no. 10, pp. 7-17. (In Russ.) 

6. Pavlova I.B., Bannikova D.А. Environmental aspects of the existence and 
development of mycobacterial populations. Veterinarnaya Patologiya, 2004, 
no. 1-2, pp. 65-68. (In Russ.) 

Таблица 2. Окончание
Table 2. Ending

Наименование образца Вид Генетическая линия

к-667 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-671 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-672 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-675 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-677 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-678 Mycobacterium tuberculosis Haarlem

к-682 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-715 Mycobacterium tuberculosis Haarlem

к-806 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-986 Mycobacterium tuberculosis LAM

к-998 Mycobacterium tuberculosis LAM

к-1032 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-1040 Mycobacterium tuberculosis Haarlem

к-6093 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-6168 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-6241 Mycobacterium tuberculosis Beijing

к-6567 Mycobacterium tuberculosis Beijing

Результаты показали, что 16 изолятов МБТ от-
носились к группе Beijing, 2 изолята – к латиноа-
мериканской группе LAM и 3 изолята – к европей-
ской группе Haarlem. Работники животноводческих 
ферм (образцы к-6241 и к-6567) после обнаруже-
ния в их смывах из верхних дыхательных путей 
Mycobacterium tuberculosis прошли обследование в 
ГАУЗ «Республиканский клинический противо-
туберкулезный диспансер», где им был поставлен 
диагноз «туберкулез».

Заключение

В наших исследованиях M. bovis идентифициро-
ван лишь у крупного рогатого скота, а M. tuberculosis – 
только у людей, несмотря на то что имеется немало 
сообщений о перекрестном инфицировании людей 
M. bovis и животных M. tuberculosis. Методом спо-
лиготипирования определена принадлежность вы-
деленных у человека микобактерий к генетическим 
линиям M. tuberculosis Beijing, LAM и Haarlem. 
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