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Резюме

Актуальность. Впервые описана генетическая неоднородность эпидемического кластера B0/W148, являющегося наиболее 

«успешным» штаммом возбудителя туберкулеза в России и в мире. Цель. Создание эпидемиологической модели распростране-

ния штаммов туберкулеза B0/W148 на территории Сибирского и Дальневосточного федеральных округов (СФО и ДФО) с выяв-

лением генетической взаимосвязи между исследуемыми штаммами и изолятами из западных регионов России. Результаты 

и  обсуждения. Проведено сравнительное исследование распределения однонуклеотидного полиморфизма (SNP) в геномах 

20 штаммов из СФО и ДФО с аналогичными данными от 62 близкородственных штаммов из западных регионов России. На осно-

ве байесовского филогенетического древа построена эпидемиологическая модель возникновения и распространения высоко-

трансмиссивных штаммов M. tuberculosis кластера B0/W148 в России. По результатам моделирования выявлены и охарактери-

зованы Сибирский и Якутский субкластеры B0/W148.
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Abstract

Relevance. The heterogeneity of the epidemic cluster B0/W148 in Russia is described for the first time. Aim of investigation was 

to create an epidemic model of tuberculosis strains B0/W148 spreading in Siberian Federal District (SFD) and Far Eastern Federal 

District (FEFD) and to identify the genetic relationship between the studied strains. Results and discussion. A comparative study 

of single nucleotide polymorphism (SNP) distribution in genomes of 20 strains from the SFD and FEFD and similar data in 62 strains 

from other regions of Russia was carried out. Based on Bayesian phylogenetic analysis was proposed epidemiological model of the 

emergence and spread of highly transmissible strains the B0/W148 cluster of M. tuberculosis in Russia. Siberian and Yakutian 
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Введение
Одной из важнейших проблем общественного 

здравоохранения является туберкулёз (ТБ), от кото-
рого в мире ежегодно умирает почти два миллиона 
человек [1]. Это инфекционное заболевание входит 
в число десяти главных причин смерти во  многих 
развивающихся странах. По данным ВОЗ, на 30 госу-
дарств приходится 87% от всех зарегистрированных 
случаев ТБ, с минимальным уровнем заболеваемо-
сти (по 3%) в Европейском и Американском регио-
нах [1]. Следует отметить, что туберкулез относится 
к социально значимым заболеваниям и во многом 
зависит от экономического развития той или иной 
страны: в регионах с  высоким уровнем дохода на-
селения ежегодно регистрируется менее 10 новых 
случаев на 100  тыс. населения, в большинстве же 
государств с высоким бременем ТБ этот показатель 
составлял 150–400 случаев [1].

 К сожалению, уровень заболеваемости ТБ 
в  Российской Федерации находится на доволь-
но высоком уровне, что особенно характерно для 
субъектов Сибирского (СФО) и Дальневосточного 
федеральных округов (ДФО). В этих регионах по-
казатель общей заболеваемости по туберкулезу 
в  2018 г. сильно варьирует: от минимальных ее 
значений в  Республике Хакасия (44,7 на 100  тыс. 
населения), до максимальных – в Республике Тыва 
(138,4 на 100  тыс. населения) и Чукотском ав-
тономном округе (187,4 на 100  тыс. населения). 
Заболеваемость выше 100  на 100  тыс. населе-
ния сохраняется в  4 из 21 субъекта СФО и ДФО: 
(Республика Тыва, Приморский край, Еврейская 
автономная область, Чукотский автономный 
округ) [2].

Российская Федерация, как и большинство 
стран постсоветского пространства, входит в  чис-
ло регионов с  высоким бременем МЛУ/ШЛУ-ТБ 
(туберкулез с  множественной/ и широкой лекар-
ственной устойчивостью), который во многом опре-
деляет неблагоприятное развитие туберкулезной 
инфекции как на организменном, так и на попу-
ляционном уровнях [3]. При этом в СФО и ДФО за-
болеваемость туберкулезом с  МЛУ-ТБ превышает 
среднероссийский уровень в 1,4–1,7 раза [4].

Понятно, что как заболеваемость, так и распро-
страненность туберкулеза во многом зависит от ее 
этиологического компонента. В этой связи отме-
тим, что популяция возбудителя этого заболевания 
в различных странах мира достаточно гетерогенна 
и представлена разнообразными генетическими 
семействами. На территории России эти семей-
ства представлены преимущественно генотипом 
Beijing [5]. Наибольшее клинико-эпидемиологиче-
ское значение имеет штамм B0/W148, который по-
всеместно встречается на территории Российской 
Федерации и стран бывшего Советского Союза [6]. 
Этот эпидемический клон генотипа Beijing впер-
вые был описан в 1999 г. и обозначен как B0  [7]. 
Обозначение W148 он получил в 2002 г. при иссле-
довании крупной вспышки в Нью-Йорке [8].

Интерес к изучению именно этого этиологиче-
ского агента связан с  тем, что вариант B0/W148 
M. tuberculosis считается наиболее «успешным» 
клоном генотипа Beijing, для которого характер-
ны высокие уровни патогенности, вирулентности 
и способность быстро формировать устойчивость 
к большинству противотуберкулезных препаратов 
[6,9–11]. Однако его распределение в  человече-
ской популяции неоднородно, например, в  России 
этот вариант наиболее часто встречается в Сибири 
(19–22%) и гораздо реже в  европейской части 
России и странах бывшего Советского Союза (7–
13%) [9].

В настоящее время отсутствуют достоверные 
данные о происхождении клона B0/W148, одна-
ко существует гипотеза, предполагающая, что дан-
ный вариант M. tuberculosis возник в Сибири и его 
первичное распространение на европейскую часть 
России произошло в  1960–1980  гг. вследствие 
массовой миграции населения [9].

Цель работы  – создание эпидемической мо-
дели распространения штаммов туберкулеза B0/
W148 на территории СФО и ДФО с  выявлением 
генетической взаимосвязи между исследуемы-
ми штаммами и изолятами из западных регионов 
России.

Материалы и методы 
Штаммы. Выделение геномной ДНК из куль-

тур проводилось с  использованием набора ДНК-
сорб-В (Интерлабсервис, Россия). Определение 
B0/W148 генотипа Beijing осуществлялось со-
гласно ранее предложенному методу [12] и по  ди-
нуклеотидной делеции в  гене kdpD [13]. Для 
полногеномного секвенирования было отобра-
но 20  образцов: Республика Саха (Якутия)  – 6, 
Республика Бурятия – 5, Забайкальский край – 5, 
Иркутская область  – 4. Приготовление библиотек 
выполняли по протоколу Nextera XT в соответствии 
с  рекомендациями производителя (Illumina, США). 
Секвенирование реализовывалось на приборе 
NextSeq 550.

Геномы. Группа сравнения была представлена 
62 геномами, отнесенными нами к эпидемическо-
му клону B0/W148 по наличию специфической ну-
клеотидной замены Rv0003 807G > T, описанной 
Шитиковым Е. А. с  соавт. в  2017 г. [14]. Данные 
геномы находятся в свободном доступе и являются 
частью следующих проектов, зарегистрированных 
в NCIBI: PRJEB2138, PRJNA352769, PRJNA447918.

Биоинформационный анализ. Полученные ко-
роткие прочтения выравнивались относительно 
референсной нуклеотидной последовательности 
при помощи программы BWA [15]. В качестве ре-
ференсной последовательности ДНК был исполь-
зован полный геном Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv-NC_000962. Поиск однонуклеотидных 
полиморфных локусов (SNP calling) произведен 
с применением программы Bcftools. Создание кон-
катентной последовательности было осуществлено 
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с  использованием программы bsatool, качество 
ридов выбрано с  покрытием (coverage) больше 
30. Межгенные регионы, мобильные элементы, 
PE- и PPE-гены и гены лекарственной устойчиво-
сти были исключены из последовательности для 
исключения влияния селективного отбора на  фи-
логенетические модели. Для определения опти-
мальной модели была использована программа 
ModelFinder, которая представлена в  IQ-TREE [16]. 
Филогенетическое дерево было построено с  ис-
пользованием программы Beast2 [17] с  приме-
нением общей реверсивной модели эволюции. 
Оценку лог-файлов Beast проводили с  помощью 
Tracer v1.7.1 [18].

Все параметры, полученные методом Монте- 
Карло по  схеме марковских цепей (MCMC), де-
монстрировали значение эффективного размера 
выборки (ESS) больше 200  [19]. Тестирование 

нуклеотидных последовательностей на  соответ-
ствие определенной модели накопления замен 
выполнялось с  помощью программы IQ-TREE. 
Обнаружено, что наилучшей моделью являет-
ся GTR с  частотной коррекцией встречаемости 
аминокислотных остатков в  последовательно-
сти и четырьмя гамма-категориями (GTR+F+4G) 
[19]. Данная модель была выбрана для расчетов 
с  помощью BEAST для реконструкции филогене-
тических деревьев Байесовским методом с моле-
кулярными часами.

Результаты и обсуждение
Филогенетический анализ исследуемых гено-

мов M. tuberculosis B0/W148 позволил разделить 
их на  три самостоятельные эволюционно дискрет-
ные группы, обозначенные как кластеры A, B и C 
(рис. 1).

Рисунок 1. Байесовское филогенетическое дeрево 82 геномов M. tuberculosis генотипа Beijing B0/W148, 
построенное по 1628 вариабельным нуклеотидным позициям
Figure 1. Bayesian phylogenetic tree of 82 genomes of M. tuberculosis of the Beijing B0/W148 genotype, constructed 
from 1628 variable nucleotide positions
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Представленный на  рисунке кластер А состоит 
из штаммов, выделенных на  территории Сибири 
и Дальнего Востока (Иркутская область, Республика 
Бурятия, Чита, Республика Саха (Якутия)), нукле-
отидные последовательности которых были полу-
чены в  ходе настоящего исследования. Кластер 
В преимущественно состоит из штаммов, выде-
ленных на  территории Самарской и  Московской 
областей, а кластер С представлен штаммами 
из Самарской области и Санкт-Петербурга. Следует 
отметить, что характер формирования кластеров 
на  филогенетическом древе соответствует регио-
нам циркуляции возбудителя, что позволяет выска-
зать предположение об изолированном характере 
эволюции эпидемического клона В0/W148 на  от-
дельно взятых территориях.

В процессе биоинформационного анализа 
среди всех исследуемых геномов выявлено нали-
чие уникальных молекулярных маркеров у группы 
штаммов, входящих в  кластер А (сибирский): два 
однонуклеотидных полиморфизма (SNP), карти-
рованных в  межгенных регионах (3846707A > C, 
3846704A > G). Интересно, что внутри впервые об-
наруженного сибирского кластера В0/W148 (кла-
стер первого порядка) наблюдается формирование 
еще более мелких субкластеров (кластеры второго 
порядка), то есть штаммы, циркулирующие на  тер-
ритории Якутии, из кластера В0/W148 имеют свои 
уникальные SNP (Rv1700 1925823 242T > G).

На сегодняшний день в  России и  странах быв-
шего Советского Союза наблюдается сложная 
эпидемиологическая ситуация по  туберкулез-
ной инфекции, которая, не в  последнюю очередь, 
связана с  доминирующим положением генотипа 
Beijing M. tuberculosis на  рассматриваемых тер-
риториях и  способностью его отдельных субтипов 
значимо чаще формировать лекарственную устой-
чивость к противотуберкулезным препаратам.

Необходимо отметить, что B0/W148, как часть 
генотипа Beijing, играет ключевую роль в развитии 

лекарственной устойчивости эпидемии туберкуле-
за в  России. Кроме этого, данный эпидемический 
клон является уникальным объектом исследова-
ния, так как носит эндемичный характер для России 
и стран бывшего Советского Союза, что исключает 
завозные случаи и дает возможность оценить про-
цессы распространения туберкулезной инфекции 
на обширных территориях.

Выявление уникальных кластеров эпидемиче-
ского клона B0/W148 на  территориях сопредель-
ных регионов (Иркутская область, Республика 
Бурятия, Чита, Республика Саха (Якутия)) с  харак-
терными специфическими молекулярными мар-
керами может свидетельствовать о локальном 
характере распространения патогена на  рассма-
триваемых территориях. Поскольку туберкулез яв-
ляется инфекцией с отложенным началом болезни, 
можно предположить, что характер его экспансии 
в  человеческой популяции будет иметь медлен-
ный («ползучий») характер. Таким образом, выяв-
ление на  территориях четырех административных 
субъектов общей площадью более 4,5 млн кв. км 
единого субтипа (кластер А) B0/W148 может быть 
признаком «древнего» характера его происхожде-
ния. В пользу этой гипотезы говорит тот факт, что 
штаммы из  группы сравнения, находящиеся в  от-
носительной близости (Самарская область, Москва 
и  Санкт-Петербург), имеют признаки кластериза-
ции соответственно региону их циркуляции.

Выявленный нами территориально-ассоции-
рованный характер распространения B0/W148 
расширяет возможности его молекулярно-эпиде-
миологического картирования и  позволяет более 
широко использовать в  эпидемиологическом над-
зоре при расследовании неблагоприятно развития 
эпидемиологической ситуации при туберкулезе, 
когда требуется раздельное выявление завозных 
и местных случаев инфекции.
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