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Цель. Оценка динамики изменения структуры популяции возбудителя туберкулеза в 
Иркутской области на основе сравнительной характеристики генотипов микобактерий 
туберкулеза, полученных от больных из контрастных возрастных групп. Материалы и 
методы. С помощью 24-локусного MIRU-VNTR типирования были охарактеризованы 
588 эпидемически не связанных штаммов микобактерий туберкулеза (МБТ), выделенных 
от 567 больных туберкулезом (ТБ), из которых 160 штаммов принадлежали пациентам из 
контрастных возрастных групп. Из них 59 штаммов были выделены от «молодых» больных 
ТБ, родившихся после 1990 года, и 101 изолят от родившихся до 1955 года включительно. 
Результаты. Две трети выборки образцов МБТ (427/567) принадлежало генотипу Beijing 
с доминированием двух его субтипов, принадлежащих современным эпидемически рас
пространяющимся в мире клональным комплексам СС1 и СС2. Высокий уровень класте
ризации профилей этих вариантов генотипа Beijing у «пожилых» и «молодых» пациентов 
в Иркутской области свидетельствует о наличии стойкого очага инфекции и активной 
трансмиссии на протяжении последних 50 лет.
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Aim. To estimate the dynamics changes in the population structure o f the tuberculosis (ТВ) 
pathogen in the Irkutsk region by comparison of genotypes of M. tuberculosis from patients of 
different age groups. Materials and methods. 588 epidemiologically unrelated strains of M. tuber
culosis isolates from 567 ТВ patients were characterized using 24-locus MIRU-VNTR typing. 160 
strains belonged to patients of different age groups. 59 strains were isolated from the «young» 
people with ТВ who were bom after 1990 and 101 isolates from people who were bom before 1955. 
Results. Two-thirds of the samples (427/567) were genotype Beijing with the dominance of two 
subtypes belonging to the modem epidemic clonal complexes CC1 and CC2. The high level of 
clustering profiles of СС 1 and CC2 genotype Beijing in «older» and «young» patients in the Irkutsk 
region indicates the presence and active transmission of epidemic CC1 and CC2 subtypes over the 
past fifty years.
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В В Е Д Е Н И Е

Широкое распространение в России множественной лекарственной устой
чивости (МЛУ) возбудителя туберкулеза (ТБ) связывают со значительным 
распространением наиболее «успешных» современных клонов генотипа 
Beijing, доминирующего в Северной и Восточной Азии [5, 6, 14]. Кроме по
тенциала антибиотикорезистентности штаммы этого генотипа несут способ
ность усугублять течение ТБ как на уровне инфекционного процесса (изме
нение патологических реакций, развитие внутриорганной и внелегочной 
диссеминации) [8, 9, 12, 17], так и путем активизации эпидемического про
цесса (эпидемические вспышки болезни) [13,16]. Глобальное распространение 
и формирование устойчивых очагов инфекции, вызванных штаммами Beijing, 
ассоциировано с массовыми миграционными волнами и особенностями им
мунного ответа, сформировавшегося у местного населения в процессе адап
тации к разным генетическим вариантам возбудителя ТБ [3,13].

Иркутская область стабильно занимает одно из ведущих мест по заболе
ваемости и распространенности ТБ в Сибирском федеральном округе и в 
Азиатской части России, которая всегда имела более высокий градиент бре
мени туберкулеза по сравнению с Европейской частью страны [2]. Кроме 
того, в Восточносибирском регионе широкомасштабно развивается эпидемия 
ВИЧ-инфекции, обеспечивающая немалый вклад в заболеваемость ТБ [4]. 
Наряду с вышеуказанными проявлениями эпидемиологического неблагопо
лучия по ТБ, Иркутская область является территорией с активными миграци
онными процессами на протяжении всего периода существования Российской 
империи, СССР и последующего периода развития Российской Федерации. 
Поэтому рассматриваемый регион может выступать в качестве модели, где по 
следам прежних экспансий ТБ могут быть отслежены основные динамические 
изменения популяции возбудителя этого заболевания и установлены основные 
тенденции распространения его «современных» вариантов.

Цель настоящего исследования — оценка динамики изменения структуры 
популяции возбудителя туберкулеза в Иркутской области на основе сравни
тельной характеристики генотипов микобактерий туберкулеза, полученные 
от больных из контрастных возрастных групп.

М А Т Е Р И А Л Ы  И М Е Т О Д Ы

В анализ включена выборка из 588 эпидемически не связанных штаммов 
МБТ, выделенных от 567 больных туберкулезом легких из различных районов 
Иркутской области, находившихся на лечении в Иркутской областной кли
нической туберкулезной больнице в 2010 — 2015 гг. Из этой выборки были 
дополнительно отобраны 160 штаммов из контрастных по возрасту групп, 
которые значимо не отличались по национальной принадлежности. Штаммы 
выделены преимущественно от лиц славянской (156 штамма) национальности. 
Большинство штаммов — 111 образцов были выделены от мужчин. Когорту 
«молодых» составляли 59 пациентов, родившихся, начиная с 1990 года, а груп
пу «пожилых» (101) — родившихся до 1955 года включительно.

Экстракцию ДНК штаммов МБТ проводили из инактивированных культур. 
Перед выделением образцы центрифугировали, ДНК выделяли из осадка на
бором ДНК-сорб В (Интерлабсервис, Россия) согласно протоколу произво
дителя. MIRU-VNTR генотипирование проводили по протоколу сайта MIRU- 
VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces;jsessionid=
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89112F274226E781C7B0B0D9118FDD70). С помощью пакета филогенетиче
ских программ сайта осуществляли первичное определение генотипов МБТ. 
Для уточнения распространенности штаммов также использовался ресурс 
открытой базы данных SITVIT (URL: http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/ 
SITVIT_ONLINE/query). Генотипы семейства Beijing дополнительно субти- 
пировались по участкам генома RD105/RD207, как описано ранее [1]. Для 
выявления субтипа B0/W148 генотипа Beijing использован принцип, пред
ложенный в работе [12]. Для обнаружения вставки инвертированного повто
ра IS6110 между генами Rv2664 и Rv2665 использованы праймеры и зонды 
собственного дизайна (табл. 1). ПЦР проводили с детекцией в реальном вре
мени (ПЦР-РВ) на амплификаторе LightCyclerNano (Roche) с использовани
ем всех приведенных в табл. 1. олигонуклеотидов в одной реакции. Праймеры 
и зонды синтезированы НПФ «Синтол», реагенты для ПЦР приобретали в 
компании Интерлабсервис.

Профили штаммов, верифицированные как генотип Beijing вышеуказан
ными методами, по 24 локусам MIRU-VNTR сравнивали с базой данных, 
приведенной в [11]. В качестве рефересных профилей генотипа Beijing ис
пользовали 1550 уникальных MIRU-VNTR паттернов, распределенных по 
семи клональным комплексам (clonal complexes — CCs) [11]. Уровень класте
ризации (clustering rate) оценивали по формуле: CR = (пс-с)/п [19], где пс — 
общее количество кластеризованных штаммов, с — количество кластеров, п 
— общее количество штаммов. При этом кластером считали филогенетичекую 
группу, состоящую из двух или более идентичных по 24 локусам штаммов. Для 
анализа полученных MIRU-VNTR паттернов использовали пакеты программ 
MIRU-VNTRplus. Матрица генетических дистанций между исследуемыми и 
референсными профилями клональных комплексов из базы данных [11] по
лучена с помощью пакета программ сайта MIRU-VNTRplus. Статистическую 
обработку данных проводили в редакторе электронных таблиц MS Excel 7.0 и 
пакетом программ статистического анализа R. Значимость различий между 
параметрами оценивали с помощью непараметрического критерия у2, 
возрастно-половые различия в группах устанавливали с помощью критерия 
Манна-Уитни. Различия считали статистически значимыми при р<0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ

Методом MIRU-VNTR по 24 локусам оценена популяционная структура 
М. tuberculosis в Иркутской области. За период наблюдения наибольшее ко
личество штаммов — 75,3% (427/567) принадлежало к генотипу Beijing. 
Штаммы генотипа LAM обнаружены в 10,2% (58/567) случаев, Т и Ural за
нимали соответственно третье и четвертое место по распространенности —

Табл ица 1. Структура праймеров и зондов для обнаружения вставки инвертированного повтора IS6110 
между генами Rv2664 и Rv2665 М. tuberculosis

На >ааннс Структура олигонуклеотида 
5*->3’ Примечание

WI39F GCGACCCGCCGTCTCCTGA 

Rv2665R TCGGCCGTACGGACGACGAT 

TnsR CGAGGCTGCCTACTACGCTC

Probe 37 (FAM)-TT (C-LNA)CTCTGACAGCAACA(C-LNA)CAGTT- Для индикации штаммов 
(RTQ>> non-B0/W148

Probe 48 (R6G)-AGACTCTCTGATCT(G-LNA)AGAC (C-LNA)TCA- Для индикации штаммов кластера 
(BHQ2) B0/W148
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Т а б л и ц а  2. Генотипы М Б Т , выделенные от больных Т Б  легких в И ркутской области

Генотип ..—^  
(субтип)___ ^

Число кластеров 
по 24-локусному профилю

Общее число
кластеризованных изолятов

Частота
кластеризации, CR

Штаммы 
с МЛУ, %

Показатель Общая
выборка

«Пожи
лые*

«Моло
дые*

Общая
выборка

«Пожи
лые» «Моло

дые»
Общая

выборка
«Пожи

лые»
«Моло

дые»
Общая

выборка
«Пожи

лые»
«Моло

дые»

Beijing 27 6 3 324 44 22 0,70 0,54 0,48 41,5 28,6 23,1
(Beijing СС1) 6 2 2 151 23 12 0,84 0,70 0,67 29,7 16,7 20,0
(Beijing CC2 
(B0/W148)

4 1 1 115 13 10 0,82 0,63 0,64 58,2 42,1 42,9

Другие субтипы 
Beijing

17 3 0 58 8 — 0,34 0,24 — 39,3 33,3 —

Т 1 — — 3 — — 0,08 — — 24,0 25,0 —

Ural 1 1 — 2 2 — 0,05 0,13 — 30,0 12,5 —

LAM 7 - - 18 - - 0,19 - - 36,2 12,5 -
H — — — — — — — — — 33,3 — -
X — — — — — — — — — 16,7 — —

Общий показатель 36 7 3 347 46 22 0,56 0,39 0,36 45,4 24,8 18,9

4,4% (25/567) и 3,5% (20/567) соответственно. Изоляты всех этих семейств 
отличались значительной генетической гетерогенностью. Также большим 
генетическим разнообразием отличались минорные генотипы X, Н, S, Uganda 
и Haarlem — от 3 до 6 изолятов в выборке. В 3,7% случаев были выявлены 
микст-генотипы МБТ. Используемыми методами не были идентифицированы 
2,5% (14/567) штаммов.

Из генотипов Beijing самыми распространенными в рассматриваемой вы
борке были штаммы СС1 (167/427). Этот субтип имел все проявления лекар
ственной устойчивости от сохраненной чувствительности до широкой лекар
ственной устойчивости (ШЛУ) без значимых отличий от других пред
ставителей Beijing и non Beijing. Наряду с этим разнообразие профилей 
MIRU-VNTR 24 штаммов субтипа Beijing СС1 свидетельствует о накоплении 
большого резервуара инфекции в течение определенного времени его суще
ствования и, вероятно, активной роли миграционной трансмиссии инфекта 
из других территорий. Эту гипотезу подтверждает обнаружение идентичного 
профиля Beijing СС1 (244233352644425153353823) у 70,6% (122/172) штаммов 
этого варианта, что может быть связано с активностью очага инфекции в ре
гионе. В группе СС1 в 11 случаях были обнаружены специфические для ВО/ 
W148 инсерции инвертированной IS6110, в большинстве случаев (7/11) нес
шие МЛУ или ШЛУ.

Субтип Beijing СС2 (113/134) в популяции МБТ Иркутской области пред
ставлял в основном варианты, также отвечающие классификации B0/W148 по 
наличию специфической инвертированной инсерции IS 6110 [12], за исклю
чением только двух обнаруженных нами случаев несовпадения систематиза
ции B0/W148 и СС2 (2/113). Среди доминирующих вариантов генотипа Beijing 
было выявлено значимое преобладание МЛУ и ШЛУ только у штаммов Beijing 
MIT17 (67/134) — второго по частоте встречаемости варианта по сравнению 
с другими генотипами (%2=3,182 р=0,03). При этом Beijing СС2 non B0/W148 
в трети случаев имел также МЛУ и ШЛУ (3/8).

Следующий этап анализа включал в себя сравнительное изучение 160 изо
лятов, полученных от больных разных поколений из Иркутской области 
(табл. 2). С этой целью путем MIRU-VNTR генотипирования по 24 локусам и 
классификации паттернов по клональным комплексам из работы [11] проана
лизирована структура популяции М.tuberculosis и определено сходство срав-
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ниваемых структур. Исследование показало, что высокотрансмиссивные 
субтипы, представленные клональными группами СС1 и СС2, несущие анти- 
биотикорезистентность, одинаково часто проявлены (х2= 1,056; р=0,152) у 
больных из контрастных по возрасту групп. Не обнаружено различий в часто
те выявления клона B0/W148 у пациентов из сравниваемых групп (х2=0,021; 
р=0,442). Единственным значимым отличием (%2=3,0; р<0,05) выборки «по
жилых» от «молодых» было наличие других (неэпидемических) субтипов ге
нотипа Beijing, в то время как у рожденных после 1990 г. встречались только 
высокоэпидемические СС1 и СС2 субтипы (табл. 2).

О Б С У Ж Д Е Н И Е

Оценка глобального распространения штаммов генотипа Beijing на терри
тории Евразии позволила сформулировать ряд концепций о вероятной исто
рии его экспансии на территорию России и стран, входивших в СССР [3,13]. 
Ранее представленная нами гипотеза на основе модели взрывообразного рас
пространения штаммов этого генотипа в XX веке, связанного с их заносом с 
территории Китая [3,15], согласуется с полученными нами данными по СС1 
кластеру. Однако отсутствие субтипа B0/W148 генотипа Beijing в Китае [13] 
предполагает другой сценарий появления его в России. В качестве возможно
го источника данного варианта возбудителя ТБ рассматривается территория 
Западной Сибири [13], откуда с волнами послевоенной миграции он мог рас
пространиться по территории СССР, а в постсоветское время — в другие ре
гионы мира. Для доказательства предполагаемой истории экспансии субтипа 
B0/W148 генотипа Beijing было осуществлено M IR U -VN TR reH oranH poBaH H e 
по 24 локусам штаммов МБТ, циркулирующих на территории Иркутской об
ласти, а также в контрастных по возрасту группах больных ТБ (до 25 лет и 
после 55).

Гипотеза, положенная в основу исследования, состоит в том, что момент 
заноса и недавнего эпидемического распространения наиболее «успешных» 
вариантов генотипа Beijing на изучаемой территории может быть отслежен 
путем сравнения структуры популяции штаммов МБТ в разных поколениях 
больных ТБ. Принимая во внимание концепцию о подавляющем заражении 
МБТ в детском возрасте, особенно на территориях с высоким бременем ТБ 
[10], выборка генотипов «пожилых» людей, в целом, отражает генетическое 
разнообразие возбудителя туберкулеза, сформировавшегося на изучаемой 
территории более пятидесяти лет назад, а штаммы, выделенные от «молодых» 
пациентов, соответствуют текущей эпидемической ситуации [7, 18].

В целом, мы не обнаружили какие-либо кластеры, состоящие исключи
тельно из штаммов, принадлежащих «пожилым» больным ТБ в Иркутской 
области. К тому же, в рассматриваемой популяции МБТ среди «молодых» 
больных не было ожидаемого увеличения частоты субтипа Beijing СС2 (ВО/ 
W148). Уровень его встречаемости не имел значимых различий в когорте «мо
лодых» (11/59) и «пожилых» (24/101) пациентов (х2= 0,31 Г, р=0,288). Частота 
кластеризации штаммов (CR) среди «пожилых» пациентов оказывается до
статочно высокой (CR=0,39), не имеющей значимых отличий от показателя 
«молодых» пациентов (CR=0,36), (х2=0,949; р=0,165). В сравниваемых воз
растных группах, как и в общей выборке, кластеризующиеся штаммы зна
чительно чаще обнаруживались среди субтипов генотипа Beijing (х2=39,6; 
Р<0,01), их CR была наивысшей в общей структуре МБТ —0,70, на этом фоне 
CR штаммов nonBeijing была равна 0,10. Внутри выборки штаммов генотипа
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Beijing среди «молодых» пациентов CR была незначительно ниже (0,48), чем 
среди «пожилых» (0,55).

Такая ситуация может свидетельствовать об устойчивом резервуаре инфек
ции за счет уже сформировавшейся популяции МБТ, отличающейся разноо
бразием циркулирующих вариантов в основном за счет субтипов Beijing, 
среди которых ведущую роль в активной передаче и распространении МЛУ 
играет один из клонов Beijing СС 1. Филогенетический анализ профилей Beijing 
СС1 из Иркутской области в сопоставлении с данными глобальной базы из 
работы [11] позволил установить, что подобные иркутским профили цирку
лируют в Центральной Азии и Европе, где описана МЛУ эпидемия ТБ, вы
званного СС1 штаммами [12,14]. Вместе с тем, присутствующие в глобальной 
базе Beijing российские профили СС1 в большинстве случаев отличаются от 
полученных нами, что может указывать на возникшее разнообразие в про
цессе недавней эволюции этого клона на обширной территории России после 
заноса из Северного Китая и эпидемического распространения его во второй 
половине XX века [3].

Штаммы Beijing B0/W148, также отвечающие классификации СС2 и оди
наково часто встречающиеся у больных ТБ разных поколений, являются 
филогенетически самыми молодыми представителями Beijing. Недавнее рас
пространение штаммов Beijing СС2 (B0/W148) в иркутской популяции под
тверждается низким разнообразием профилей на фоне более высокой класте
ризации по сравнению с Beijing СС1. При этом самый большой кластер с 
идентичными характеристиками MIRU-VNTR 24 имел полное сходство с 
европейским СС2 (244233352644425173353723) — 109/134. Значительно мень
шие по величине два кластера Beijing СС2 из Иркутской области (4/134 и 5/134 
изолятов) отвечали профилям СС2 из Центральной Азии. В совокупности 
полученные данные согласуются с гипотезой массовой трансмиссии B0/W148 
по всей территории бывшего CCCR Отсутствие полностью совпадающих с 
российскими Beijing СС2 представителями в базе Merker М. et al [11] может 
свидетельствовать, как и в случае Beijing СС1, о возникшей вариации, носящей 
незначительный характер и, вместе с тем, давшей самостоятельный очаг ин
фекции на изучаемой территории.
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