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Применение молекулярно-генетических 
инструментов для оценки трансграничной 
передачи туберкулеза в Иркутской области

   

   

Резюме

Актуальность. Иркутская область относится к территориям России, неблагополучным по туберкулезу. Ситуация в области усу-

губляется существованием активных туристических и торгово-транспортных контактов с Монголией, которая является страной 

с более высоким бременем ТБ. Цель. Оценить возможность использования клинического материала от больных ТБ для реа-

лизации оперативного мониторинга в системе эпидемиологического анализа трансграничного распространения туберкулеза. 

Материалы и методы. Исследован 161 образец мокроты и операционного материала от впервые выявленных больных ТБ 

с положительным результатом молекулярно-генетического теста в системе GeneXpert MTB/RIF. Методом ПЦР с детекцией 

в реальном времени (ПЦР-РВ) с праймерами и зондами собственного дизайна была проведена идентификация эпидемиче-

ских субтипов генотипа Beijing (субтипы В0/W148, Central Asian, Asian-African 2. Результаты и обсуждение. Использование 

мокроты и операционного материала с положительными результатами молекулярно-генетического теста и микроскопии 

в качестве диагностического образца позволяет обнаружить различия между эпидемическими субтипами генотипа Beijing 

в 92,9% случаев. Частота выявления российских эпидемических субтипов Central Asian (45,1%) и В0/W148 (20,3%) в кли-

нических образцах значимо не отличается от данных по штаммам M. tuberculosis в Иркутской области. «Монгольский» субтип 

Asian-African 2 генотипа Beijing в исследуемой когорте не идентифицирован ни одном случае. Выводы. Полученные результа-

ты свидетельствуют о применимости использованных тестов на клинических образцах как инструмента для экспресс-монито-

ринга в комплексе эпидемиологического надзора трансграничной передачи туберкулеза.

Ключевые слова: эпидемиологический надзор за туберкулезом, эпидемические субтипы, M. tuberculosis, клинический обра-

зец, трансграничный анализ
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 Abstract

Relevance. The Irkutsk region belongs to the territories of Russia unfavorable for tuberculosis. The situation in the region is 

exacerbated by the existence of active tourism and trade and transport contacts with Mongolia, which is a country with a higher 

burden of TB. Aims. To assess the applicability of using subtype-specific PCR tests on clinical samples of TB patients to cross-

border transmission analysis of the M. tuberculosis. Materials and methods. we investigated the cohort of 161 sputum and 

surgical specimens from newly diagnosed TB patients with a positive molecular genetic test (GeneXpert). The epidemic subtypes 

of the Beijing genotype (subtypes B0/W148, Central Asian, Asian-African 2) were identified by the method PCR with real-time 

detection (RT-PCR) with primers and probes of our own design. Results. The use of respiratory and surgical specimens with positive 

results of a molecular genetic test and microscopy makes it possible to differentiate epidemic subtypes of the Beijing genotype 

in 92.9% of cases. The frequency of detection of the Russian epidemic subtypes Central Asian (45.1%) and B0/W148 (20.3%) 

in clinical samples does not differ from data strains from the Irkutsk region. The «Mongolian» subtype Asian-African 2 of the Beijing 
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genotype was not identified in the clinical samples in any case. Conclusions. The results indicate the applicability of the used tests 

for rapid monitoring as a stage in the complex of transboundary surveillance of tuberculosis.

Keywords: TB surveillance, epidemic strains, M. tuberculosis, clinical sample, cross-border transmission analysis
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Введение
Внедрение молекулярно­биологических инстру­

ментов для анализа разнообразия M. tuberculosis 
(МБТ) кардинально изменили наши представления 
о возможностях микробиологического мониторин­
га этого патогена для осуществления эффектив­
ного эпидемиологического надзора за туберкуле­
зом (ТБ). Лабораторные методы, которые вошли 
в арсенал молекулярной эпидемиологии туберку­
леза, постоянно расширяются и адаптируются под 
конкретные задачи [1]. Методы, применяемые 
для характеристики изолятов МТБ, развивались 
со времен применения первых инструментов ге­
нотипирования, они служат вспомогательным эле­
ментом к эпидемиологической информации [2,3]. 
Развитие лабораторных методов, изначально ге­
нотипических и впоследствии геномных, которые 
применяются для анализа генетических особенно­
стей изолятов, идет параллельно с оптимизацией 
способов отслеживания передачи ТБ. Большой шаг 
в изучении молекулярной эпидемиологии туберку­
леза был сделан, когда, отказавшись от ретроспек­
тивных исследований, была применена стратегия 
проспективного генотипирования для идентифика­
ции кластеров передачи [4]. Этот сдвиг произошел 
благодаря более быстрым инструментам генотипи­
рования ДНК M. tuberculosis из мокроты на основе 
ПЦР в реальном времени [1].

Иркутская область относится к территориям Рос­
сии, где показатели заболеваемости, распростра­
ненности и смертности (соответственно 74,0 182,3 
и 12,3 на 100 тыс. населения в 2019 г.) свидетель­
ствуют о сохранении эпидемиологического небла­
гополучия [5]. Кроме того, этот регион имеет актив­
ный туристический и торгово­транспортный обмен 
с Монголией, которая является страной с более вы­
соким бременем ТБ (заболеваемость в 2019 г. со­
ставляла 110,0 на 100 тыс. населения) [6].

Изоляты доминирующего генотипа Beijing вы­
являются в двух третях образцов культур, получен­
ных из материала от больных ТБ, как на террито­
рии России, так и в Монголии [7]. Тем не менее, 
на уровне субгенотипирования клинические рос­
сийские и монгольские варианты МБТ имеют отли­
чия и относятся к различным кластерам современ­
ных представителей Beijing [8]. Нами разработаны 
и апробированы на коллекциях штаммов МБТ те­
сты, основанные на выявлении однонуклеотидных 

полиморфизмов (SNPs), которые характерны для 
двух основных российских эпидемических субти­
пов и одного монгольского субтипа доминирую­
щего генотипа Beijing [9]. Клинические образцы 
подобными методами ранее не исследовались. 
Использование эффективных тестов обнаруже­
ния эпидемических вариантов МБТ из диагно­
стического материала больных ТБ до получения 
культуры предоставляют новые подходы для опе­
ративного эпидемиологического анализа, что 
и определяет актуальность настоящего иссле­
дования. Иркутская область была определена 
в качестве модельного объекта потенциальной 
трансграничной передачи туберкулеза между 
Монголией и Россией.

Цель – оценить возможность использования 
клинического материала от больных ТБ для реали­
зации оперативного мониторинга в системе эпиде­
миологического анализа трансграничного распро­
странения туберкулеза.

Материалы и методы
Исследован 161 клинический образец (74 об­

разца мокроты и 87 операционных материалов) 
от взрослых (20–45 лет) пациентов Иркутской 
областной клинической туберкулезной больни­
цы с впервые выявленным туберкулезом легких, 
у которых был получен положительный результат 
в системе GeneXpert MTB/RIF. Образцы отбирали 
с ноября 2017 г. по октябрь 2018 г.; и в настоя­
щем исследовании они представляли собой остат­
ки материала, который был взят для рутинного 
исследования в клинической и бактериологиче­
ской лабораториях туберкулезной больницы. Про­
токолы исследования были одобрены Комитетом 
по этике ФГБНУ Научного центра проблем здоро­
вья семьи и репродукции человека (Выписка 2.1 
от 03.04.2017).

ДНК M. tuberculosis экстрагировали из 500 мкл 
клинических образцов после инактивации 
в 500 мкл 1% смеси N­acetyl­N,N,N­trimethyl 
ammonium bromide (CTAB) в 50% изопропаноле, 
как описано ранее [10]. Перед выделением пробы 
центрифугировали, ДНК выделяли из осадка набо­
ром ДНК­сорб B (Интерлабсервис, Россия) согласно 
протоколу производителя. Для выявления эпидеми­
ческих субтипов генотипа Beijing использовали ПЦР 
с детекцией в реальном времени с праймерами 
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и зондами собственного дизайна. Российский эпи­
демический субтип В0/W148 идентифицировали 
по наличию специфической делеции в kdpD гене 
[11], субтип Central Asian – по SNP в гене pks17 
в позиции 1887060, монгольский эпидемический 
кластер Beijing Asian­African 2 – по SNP в гене 
fadE17 [12]. Принадлежность к генотипу Beijing 
определяли по наличию делеций в RD 105 и 207 
[13,14]. Идентифицироваными образцами счи­
тали те, на которые были получены положитель­
ные результаты всех трех используемых тестов. 
Частично идентифицированными считали образ­
цы при отсутствии положительных результатов 
по одному из набора тестов. К неидентифициро­
ванным относили образцы, не имевшие положи­
тельных результатов ни в одном из всех исполь­
зованных тестов ни по одному из каналов учета 
в ПЦР­РВ. 

Статистическую обработку данных проводили 
в редакторе электронных таблиц MS Excel 14.0 
и GraphPad Prism 7. Критерий χ2 тест был исполь­
зован для обнаружения значимых различий между 
двумя группами. Скорректированные поправкой 
Йейтса значения χ2 и p были рассчитаны с 95% до­
верительным интервалом.

Результаты и обсуждение
В исследуемой группе клинических образцов 

положительные результаты генотипирования МБТ 
получены в 142 из 161 образца (88,2%). Доля 

идентифицированных образцов операционно­
го материала составила 88,5% (77/87), мокро­
ты – 87,8% (65/74). Использование тестов было 
эффективным в 92,9% (79/85) при положитель­
ных результатах микроскопического исследова­
ния мазков и 85,1% (63/76) – при отрицательной 
микроскопии (χ2 = 2,51 p = 0,11). Стратификация 
мокроты и операционного материала по результа­
там микроскопии показала, что наиболее низкая 
частота генотипической идентификации была в мо­
кроте (72,7%) с отрицательным результатом микро­
скопии (рис. 1).

Генотипическая структура МБТ в идентифици­
рованных 142 клинических образцах больных 
Иркутской области свидетельствует о доминирова­
нии генотипа Beijing (74,6% – 106/142) с высокой 
долей присутствия субтипов Central Asian (45,1% – 
64/142) и В0/W148 (20,3% – 29/142). Эти два 
субтипа составили в сумме 88,7% (94/106) гено­
типа Beijing. Другие Beijing субтипы (не относящи­
еся к Central Asian и В0/W148) составляли 8,5% 
(12/147). В одном случае были выявлены оба 
специфических маркера, свидетельствующие о на­
личии смешанной инфекции, вызванной Central 
Asian и В0/W148 субтипами генотипа Beijing МБТ. 
Остальные 36 образцов не имели маркеров эпи­
демических субтипов Beijing, по результатам де­
леционого анализа по RD 105/207 они отнесены 
к nonBeijing. Ни в одном случае в исследуемой 
выборке не было выявлено МБТ с маркером 

Рисунок 1. Общие показатели апробации исследуемых тестов на клинических образцах в зависимости 
от результатов микроскопии мазка (положительная «+», отрицательная «-»)
Figure 1. The results of using tests in positive «+», negative «-» by microscopy of clinical specimens
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монгольского эпидемического кластера Beijing 
Asian­African 2 (табл. 1). Значимых различий в ге­
нотипическом распределении возбудителя ТБ 
из мокроты и операционного материала выявлено 
не было (2 = 6,81 df = 4, p = 0,14).

Для получения точной картины циркуля­
ции возбудителя ТБ среди населения необ­
ходимы универсальные долгосрочные схемы 
генетической идентификации всех штаммов, что 
требует привлечения значительных финансовых 
и кадровых ресурсов. Многие страны с высокой 
распространенностью ТБ, в том числе и Россия, 
могут позволить себе только выборочные молеку­
лярно­эпидемиологические исследования. Вместе 
с тем становятся доступными технологии целевого 
эпидемиологического надзора [15]. Такие подхо­
ды реализуемы в несколько этапов: идентифика­
ция штаммов, ответственных за самые большие 
кластеры в популяции МБТ; полногеномное секве­
нирование для получения более глубоких знаний 
об этих кластерах; разработка ПЦР­тестов и отсле­
живание с их помощью актуальных вариантов МБТ 
на конкретной территории.

Мы реализовали такую модель анализа транс­
граничного распространения туберкулеза в рос­
сийских регионах, граничащих с Монголией. Нами 
были получены ретроспективные молекулярно­
эпидемиологические данные в исследованиях со­
предельных территорий России (Забайкальский 
край, Республика Бурятия, Иркутская область) 
и Монголии [7]. Методом генотипирования 
по MIRU­VNTR 24 локусам были выявлены и оха­
рактеризованы эпидемические кластеры изолятов, 
полученных из культур МБТ [8].

Из целого набора субтипов доминирующе­
го в России и Монголии генотипа Beijing были 
выбраны два наиболее крупных для российской 
коллекции (B0/W148 и Central Asian), и один 
(Asian­African 2) – в монгольской выборке МБТ. 
Из общедоступных онлайн­ресурсов полногеном­
ных данных были использованы специфические 
однонуклеотидные замены, выступающие марке­
рами для трех субтипов [12,16]. Далее нами были 
разработаны ПЦР­тесты с детекцией в реальном 
времени для идентификации российских эпидеми­
ческих субтипов В0/W148 и Central Asian, а также 
«монгольского» эпидемического субтипа Beijing 
Asian­African 2.

Апробация тестов на изолятах МБТ показала их 
высокую специфичность и чувствительность опре­
деления российских эпидемических субтипов В0/
W148 и Central Asian [9]. При дальнейших исследо­
ваниях российской и монгольской коллекций штам­
мов отмечены значительные различия в частоте 
выявления Beijing субтипов, характерных для каж­
дой страны. Если российский эпидемический суб­
тип В0/W148 и Central Asian суммарно составили 
83,7% (435/754) штаммов генотипа Beijing и 57,7% 
в общей российской выборке, то один «монголь­
ский» субтип Asian­African 2 – соответственно 
79,4% (173/218) и 59,5 % (173/291). Таким об­
разом, для каждой из стран были характерны раз­
ные эпидемические Beijing субтипы, которые могут 
быть использованы для анализа трансграничного 
распространения туберкулеза. Возможная прямая 
передача МБТ между странами была обнаружена 
в единичных случаях, когда штамм «монгольско­
го» субтипа Asian­African 2 (#342­32 тип) выявлен 

Таблица 1. Идентификация эпидемических субтипов генотипа Beijing M. tuberculosis в образцах мокроты и 
операционного материала от впервые выявленных больных Иркутской области
Table 1. Identification of the Beijing subtypes of M. tuberculosis in sputum and surgical specimens of newly TB cases 
patients in the Irkutsk region

Биоматериал/Генотипическая 
характеристика

Biosamples/Genotype features

Мокрота
Sputum

Операционный
Материал

Surgical speciments

Общая выборка
Total sample

Абс.
Abs. % Абс. Abs. % Абс. Abs. %

Beijing: 50 74,6 56 74,7 106 74,6

Субтип Central Asian
Subtype Central Asian 25 37,3 39 52,0 64 45,1

Субтип B0/W148
Subtype B0/W148 19 28,3 10 13,4 29 20,3

Другие Beijing субтипы  
(не Central Asian, не B0/W148) 
other Beijing subtypes  
(non Central Asian, non B0/W148)

5 7,5 7 9,3 12 8,5

Микс (Central Asian+B0/W148)
Mix (Central Asian + B0/W148) 1 1,5 0 0,0 1 0,7

Субтип Asian-African 2
Subtype Asian-African 2 0 0,0 0 0,0 0 0,0

nonBeijing 17 25,4 19 25,3 36 25,4

Всего/Total 67 75 142
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в одном случае в российской коллекции (Иркутская 
область), а субтип Central Asian (#94­32 тип) – 
в трех случаях среди монгольских штаммов [8].

Следующим этапом комплексного эпидемио­
логического анализа стали полученные в насто­
ящем исследовании результаты идентификации 
эпидемических субтипов генотипа Beijing МБТ 
из клинических образцов, взятых от больных ТБ. 
Исследовались в качестве образцов остатки био­
материала из рутинных исследований, при этом 
нам удалось охарактеризовать только 88,2% 
из них с положительным результатом идентифи­
кации в системе GeneXpert MTB/RIF независимо 
от результатов микроскопии мазка. Учитывая, что 
диагностическая чувствительность метода микро­
скопии обычно составляет не более 50%, среди 
всех впервые выявленных больных туберкулезом 
легких [17], отбор образцов только с положитель­
ными результатами может потребовать больших 
временных затрат для получения достаточного 
количества диагностического материала для по­
пуляционных исследований. Поэтому нами была 
предпринята попытка оценки эффективности ис­
пользования позитивных образцов, полученных 
в системе GeneXpert MTB/RIF.

Выбор клинических образцов в качестве ма­
териала исследования для эпидемиологического 
скрининга определяется также и возможностью 
более полной оценки популяции циркулирующих 
МБТ, учитывая недостаточно высокие показатели 
высеваемости штаммов из биологических мате­
риалов от больных ТБ [17]. По нашему мнению, 
свежие биоматериалы от впервые выявленных 
больных являются наиболее доступными и в целом 
отвечают условиям эпидемиологического скринин­
га. Молекулярно­генетический тест GeneXpert MTB/
RIF проводится в стандартном порядке всем впер­
вые выявленным больным на начальных стадиях 
лечения ТБ согласно нормативным требованиям 
(Приказ МЗ РФ от 29.12.2014 №951 «Об утверж­
дении методических рекомендаций по совершен­
ствованию диагностики и лечения туберкулеза 
органов дыхания»). При таком подходе обеспечива­
ется оптимальность выбора клинического образца 
наряду с получением информации о нем по резуль­
татам других диагностических исследований (ми­
кроскопии, тест на выявление ДНК микобактерий 
туберкулеза с определением устойчивости к ри­
фампицину, посевов на жидкую и плотную среды). 
Обязательность проведения испытания в системе 
GeneXpert MTB/RIF с получением быстрого резуль­
тата (2 часа) при его чувствительности (70%) и спец­
ифичности (99%) (Приказ МЗ РФ от 29.12.2014 
№951), позволяет целенаправленно отобрать све­
жие положительные образцы и использовать их 
для оперативного эпидемиологического анализа, 
что и было продемонстрировано в настоящем ис­
следовании. При этом «отрицательная» микроско­
пия играла решающую роль в получении полного 
набора результатов генотипирования только для 

образцов мокроты. В целом эффективность ПЦР­
РВ тестов на выявление эпидемических субтипов 
генотипа Beijing (B0/W148, Central Asian, Asian­
African 2) составляла 88,2%, а при «положитель­
ных» образцах – 92,9%. Таким образом, несмотря 
на высокую чувствительность молекулярно­гене­
тического теста GeneXpert MTB/RIF, следует учи­
тывать при сборе диагностического материала 
условие обнаружения МБТ, особенно в случае ис­
следования мокроты.

Подобный подход для быстрого получения 
оперативных данных был уже неоднократно ис­
пользован для идентификации МБТ различными 
методами. В молекулярно­эпидемиологических 
исследованиях были оценены возможности ге­
нотипирования M. tuberculosis непосредственно 
из свежих и замороженных клинических образцов 
с использованием стандартизированного метода 
типирования MIRU­VNTR по 12 и 24 локусам, уста­
новленного для культур МБТ [18–20]. Результаты 
ясно показывают, что мультилокусное типирование 
успешно может быть выполнено непосредственно 
на свежих клинических образцах с высокими по­
казателями положительной микроскопии и на на­
чальных стадиях лечения. Такие образцы не часто 
встречаются во фтизиатрической лабораторной 
практике, особенно при коинфекции ВИЧ­ТБ. При 
условии высокой бактериальной нагрузки, выяв­
ленной методом микроскопии мазка, в исследова­
нии Alonso М., et al. проводилась очистка геномной 
ДНК M. tuberculosis на колонках, что, возможно, 
также способствовало высокому уровню иденти­
фикации [19]. В условиях ограниченных ресурсов 
такая очистка продуктов ПЦР не является частью 
обычного рабочего процесса даже для типирова­
ния культивируемых изолятов. Кроме того, типи­
рование MIRU­VNTR по 12 и 24 локусам требует 
определенного уровня квалификации специалиста 
и высоких трудозатрат, что ограничивает широкую 
применимость метода для повсеместного молеку­
лярно­эпидемиологического анализа.

Генотипическая структура МБТ в изучаемом кли­
ническом материале не отличалась от данных, по­
лученных в выборочных исследованиях изолятов. 
Результаты исследования согласуются с представ­
лениями о широкой циркуляции генотипа Beijing 
в Иркутской области с превалированием субтипа 
Central Asian (45,1%), а также высокими уровня­
ми распространения субтипа В0/W148 (20,3%) 
по сравнению с соседними территориями 
Восточной Сибири и Дальнего Востока [22,23].

Применение ПЦР­теста для идентификации «мон­
голь ско го» субтипа Beijing Asian­African 2 в выбор­
ке клинических образцов от больных Иркутской 
области показало его применимость для анализа 
трансграничного распространения туберкулеза. 
Во всех случаях были определены МБТ, отличные 
от Beijing Asian­African 2, что свидетельствует об от­
сутствии «монгольского» субтипа в исследуемом 
биоматериале. В целом эти факты указывают 
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на сохранение обособленных эпидемических про­
цессов ТБ в России и Монголии.

Параллельное использование трех субтип­
специфических ПЦР­тестов позволило сразу 
охарактеризовать 92% клинических образцов+­ 
и однозначно идентифицировать 65,4% выбор­
ки, выявив субтипы Central Asian и В0/W148. 
Такой уровень идентификации вполне допустим 
при эпидемиологического скрининга, однако это 
не последний шаг в реализации комплексной мо­
дели трансграничного анализа. Мы встретились 
со сложностью первоначальной дифференциации 
МБТ на группы Beijing и non­Beijing в клинических 
образцах. Адаптированные к клинической прак­
тике коммерческие тест­системы (типа «Амплитуб­
Beijing», ООО «Синтол», Россия) имеют достаточно 
высокие требования к количеству ДНК, что отра­
жается на их чувствительности в выявлении МБТ 
в мокроте и операционном материле. Мы ис­
пользовали в качестве альтернативы делеци­
онный анализ по региону различий RD105/207, 
позволяющий также дифференцировать Beijing 
и non­Beijing, его эффективность только 88,2% 
(142/161). При этом следует учитывать, что в ряде 
регионов России генотип Beijing составляет менее 
половины популяции МБТ [21,23] и требуется бо­
лее подробная характеристика локальных выборок 
и более широкий набор субтип­специфических ПЦР 
тестов для отслеживания актуальных для террито­
рий штаммов возбудителя туберкулеза.

Вместе с тем, для полной реализации анализа 
трансграничного распространения туберкулеза важ­
ной является развернутая характеристика штаммов 
с помощью высокодискриминационных методов для 
выявления динамических изменений в структуре по­
пуляции возбудителя. Так, недавно на основе анали­
за полногеномных данных штаммов эпидемического 
успешного варианта Beijing В0/W148 из Сибирского 
и Дальневосточного федеральных округов были 
обнаружены его Сибирский и Якутский субкла­
стеры, для которых уже определены маркерные 

однонуклетидные полиморфизмы с целью последу­
ющей адаптации новых ПЦР к ним [24]. Разработка 
штамм­специфических ПЦР­тестов позволит оценить 
распространённость этих новых субкластеров и, ве­
роятно, включить их в методы анализа трансгранич­
ного распространения туберкулеза на российских 
приграничных территориях.

Заключение
Использование разработанных нами субтип­

специфических ПЦР­тестов в анализе трансгранич­
ного распространения туберкулеза между Россией 
и Монголией показало их применимость. В услови­
ях ограниченных ресурсов использование целевых 
тестов для выявления штаммов, ранее определен­
ных как ответственные за большой процент слу­
чаев туберкулеза, является доступной стратегией. 
Осуществленная нами модель трансграничного 
надзора сочетает в себе высокую дискримина­
ционную способность первоначального анализа 
MIRU­VNTR­24 и полногеномных данных (получение 
целевых маркеров для разработки тестов) с недоро­
гой и простой реализацией инструментов на основе 
ПЦР­РВ. Такая стратегия позволила нам с использо­
ванием трех тестов изучить 65% всех случаев впер­
вые выявленного ТБ в нашей выборке.

Использование мокроты и операционного мате­
риала с положительными результатами молекуляр­
но­генетических тестов и микроскопии в качестве 
диагностического образца позволило идентифи­
цировать эпидемические субтипы в 92,9% из них. 
Такой подход дает возможность упростить экс­
пресс­выявление случаев передачи туберкулеза 
на территориях, где нет систематических программ 
молекулярной эпидемиологии. Недорогой и про­
стой в реализации набор тестов на основе ПЦР­РВ 
разрешает использовать доступные клинические 
образцы еще до получения чистой культуры, что 
значительно упрощает организацию эпидемио­
логического мониторинга, что и было показано 
на модели Иркутской области.
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