
91

Инфекция и иммунитет
2023, Т. 13, № 1, с. 91–99

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2023, vol. 13, no. 1, pp. 91–99

Статья доступна по лицензии Creative Commons Attribution 4.0
The article can be used under the Creative Commons Attribution 4.0 License

Оригинальные статьиOriginal articles

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ДЕТЕКЦИЯ 

И ФИЛОГЕОГРАФИЯ ГИПЕРВИРУЛЕНТНОГО 

СУБТИПА MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 

BEIJING 14717-15

И.В. Мокроусов1, А.А. Вязовая1, М.В. Бадлеева2, А.А. Герасимова1, 

О.Б. Белопольская3, А.Э. Машарский3, И.В. Костюкова4, С.Н. Жданова5, 

Р.С. Мударисова1, И. Авадэний1,6, Н.С. Соловьева6, Д.А. Найзабаева7,8, 

Ю.А. Скиба7, В.Ю. Журавлев6, О.А. Пасечник9, О.Б. Огарков5

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБОУ ВО Бурятский государственный университет имени Доржи Банзарова, г. Улан-Удэ, Республика Бурятия, Россия
3 РЦ «Центр Биобанк» — Научный парк Санкт-Петербургского государственного университета, Санкт-Петербург, Россия 
4 БУЗОО Клинический противотуберкулезный диспансер, г. Омск, Россия
5  ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия
6 ФГБУ Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт фтизиопульмонологии, Санкт-Петербург, Россия
7 Филиал Национального центра биотехнологии в г. Алматы, г. Алматы, Казахстан
8 Казахский национальный университет им. аль-Фараби, г. Алматы, Казахстан
9 ФГБОУ ВО Омский государственный медицинский университет, г. Омск, Россия

Резюме.   Цель исследования — разработка метода для выявления штаммов Mycobacterium tuberculosis, относя-

щихся к высоколетальному, гипервирулентному и мультирезистентному кластеру Beijing 14717-15 и его приме-

нение для скрининга ретроспективных коллекций M. tuberculosis из различных регионов России. Изученная 

коллекция включала образцы ДНК M. tuberculosis, собранные в результате популяционных исследований. 

Сполиготипирование и генотипирование 24 локусов вариабельного числа тандемных повторов проводили 

по стандартным протоколам. Филогенетический анализ проводили на основе данных полногеномного сек-

венирования. Полиморфизм в геномной позиции 2423040 A > G, специфический для кластера Beijing 14717-15 

(согласно номенклатуре MIRU-VNTRplus.org), выявляли с использованием метода ПЦР-ПДРФ и рестриктазы 

HhaI. Проведенный биоинформационный и филогенетический анализ данных полногеномного секвениро-

вания 205 штаммов ранней древней сублинии генотипа Beijing M. tuberculosis показал, что штаммы с профилем 

VNTR 14717-15 и близкие ему группировались в монофилетический кластер родственных штаммов, который 

мы определили как Beijing 14717-15-кластер. Среди SNP, специфичных для кластера 14717-15, мы выбрали 

функционально нейтральный SNP в геномной позиции 2423040 A > G (Rv2161c Val33Ala) и разработали метод 

его детекции в формате ПЦР-ПДРФ. Далее этот метод был применен для скрининга коллекций ДНК из реги-

онов Европейской и Азиатской частей России и стран Азии. Результаты демонстрируют присутствие штаммов 
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кластера Beijing 14717-15 только в Азиатской части России с пиком в Бурятии (18%). Таким образом, нами раз-

работан метод детекции гипервирулентного и высоколетального генетического кластера M. tuberculosis Beijing 

14717-15 на основе выявления специфической мутации в гене Rv2161c с помощью ПЦР с последующей HhaI-

рестрикцией продукта ПЦР и электрофорезом в агарозном геле для дискриминации дикого и мутантного ал-

лелей. Преимуществами предлагаемого способа являются быстрота, простая и однозначная интерпретация 

результатов, возможность выявления контаминации и микст-инфекции, пригодность для производительно-

го анализа больших коллекций штаммов М. tuberculosis.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, полногеномное секвенирование, вирулентность, генотип Beijing, множественная 

лекарственная устойчивость.
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Abstract. Aim. To develop a method for detecting Mycobacterium tuberculosis strains belonging to highly lethal, 

hypervirulent, multidrug-resistant Beijing 14717-15-cluster to be applied to screen for M. tuberculosis retrospective 

collections obtained from various regions of Russia. The collection included M. tuberculosis DNA samples obtained 

during population studies. Spoligotyping and genotyping of 24 variable number tandem repeats loci were performed 

according to standard protocols. Phylogenetic analysis was based on the whole genome sequencing data. Polymorphism 

at the genomic position 2423040 A > G, specific for the Beijing 14717-15 cluster, was detected using PCR-RFLP and 

HhaI restriction enzyme. The bioinformatic and phylogenetic analysis of whole genome sequencing data for 205 strains 

of the early ancient sublineage of the M. tuberculosis Beijing genotype showed that strains with the VNTR 14717-15 profile 

(according to MIRU-VNTRplus.org) and those close to it were grouped into one monophyletic cluster of related strains, 

which we defined as Beijing 14717-15-cluster. Among the SNPs specific for the 14717-15 cluster, we chose a functionally 

neutral SNP at the genomic position 2423040 A > G (Rv2161c Val33Ala) and developed a method for its detection in the 

PCR-RFLP format. Next, we applied this method to screening DNA collections from the regions of the European and 

Asian parts of Russia and Asian countries. The data demonstrate the presence of strains of the Beijing 14717-15 cluster only 

in the Asian region of Russia peaking in Buryatia (18%). We have developed a method for detection of the hypervirulent 

and highly lethal genetic cluster M. tuberculosis Beijing 14717-15 based on detection of the specific mutation in the 

Rv2161c gene using PCR followed by HhaI restriction of the PCR product and agarose gel electrophoresis to discriminate 

between wild-type and mutant alleles. The advantages of the proposed method are the speed, simple and unambiguous 

data interpretation, opportunity to detect contamination and mixed infection, suitability for efficient analysis of large 

collections of M. tuberculosis strains.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, whole genome sequencing, virulence, Beijing genotype, multidrug resistance.

Введение

Патобиология штамма (устойчивость к ан-

тибиотикам, вирулентность, выживаемость, 

иммуногенность) является ключевым фак-

тором формирования структуры популяции 

Mycobacterium tuberculosis, которая, в свою оче-

редь, определяет эпидемическую ситуацию 

по туберкулезу. Клиническая значимость струк-

туры популяции M. tuberculosis состоит в том, 

что отдельные генетические варианты имеют 

большее клиническое и/или эпидемиологи-

ческое значение, чем другие. Вид M. tuberculosis 

включает несколько крупных филогенетичес-

ких линий, и генотип Beijing (основной ком-

понент Восточно-Азиатской линии) является 

одним из наиболее изученных [6, 9, 11]. Генотип 

Beijing разделяют на две ветви или сублинии — 

более гетерогенную предковую/древнюю 

и эволюционно более молодую современную. 

Предыдущие исследования показали связь суб-

линий Beijing с различными патологическими 
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и клиническими проявлениями, которые вли-

яют на трансмиссивность конкретных штаммов 

в человеческих популяциях. В рамках генотипа 

Beijing его древние и современные штаммы раз-

личаются по вирулентности, что также частич-

но зависит от происхождения штамма.

Современная сублиния распространена 

по всему миру и включает несколько хорошо 

известных эпидемических или эндемических 

генетических кластеров штаммов. Напротив, 

штаммы древней сублинии генотипа Beijing 

редко встречаются за пределами Восточной 

Азии. Недавно два генетических кластера этой 

сублинии были обнаружены в азиатской час-

ти России (типы 1071-32 и 14717-15, согласно 

номенклатуре ресурса MIRU-VNTRplus.org), 

и оба были ассоциированы с множественной 

лекарственной устойчивостью (МЛУ) [14]. 

Положение данных кластеров в рамках гло-

бальной филогении генотипа Beijing показано 

на рис. 1. Один из кластеров, обозначенный как 

1071-32, относительно распространен в Омске, 

Сибирь (7%), и встречается спорадически в раз-

ных регионах России с середины 1990-х гг., 

также его единичные изоляты выявлены в Вос-

точной и Южной Европе [15]. Второй клас тер 

14717-15 был обнаружен только в азиатской час-

ти России, где он показал нарастающий гради-

ент от 2,6% в Омске, Западная Сибирь, до 16% 

в Бурятии, Дальний Восток [13].

В мышиной модели штаммы этих класте-

ров проявили противоположные свойства [21]. 

Штамм 396 (14717-15-кластер из Бурятии, Даль-

ний Восток) приводил к очень высокой смерт-

Рисунок 1. Схема эволюции генотипа Beijing Mycobacterium tuberculosis, включая основные 

российские субтипы

Figure 1. Scheme of the evolution of the Beijing Mycobacterium tuberculosis genotype, including the main Russian 
subtypes
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ности, большей потере веса, более высокой 

бактериальной нагрузке и более тяжелой пато-

логии легких. Cравнение с опубликованными 

данными по другим российским эпидемиче-

ским штаммах генотипа Beijing (B0/W148, CAO, 

Central Asian/Russian [1]), показало, что штамм 

396 продемонстрировал наивысшую смерт-

ность, таким образом являясь наиболее леталь-

ным (в мышиной модели) российским штам-

мом M. tuberculosis. При этом ретроспективное 

исследование больных в Омской области пока-

зало, что группа пациентов, инфицированных 

кластером Beijing 14717-15, имела и самую вы-

сокую долю летального исхода по сравнению 

с другими группами [12].

Сейчас становится очевидным, что при 

внед рении персонализированного лечения ту-

беркулеза следует учитывать не только лекар-

ственную устойчивость, но и вирулентность 

штамма M. tuberculosis, что требует разработки 

методов быстрой детекции значимых гиперви-

рулентных геновариантов. Выявление штаммов 

кластера Beijing 14717-15 возможно с использо-

ванием полногеномного секвенирования или 

генотипирования по 24 локусам VNTR с по-

следующим сравнением с базой данных www.

MIRU-VNTRplus.org [13, 14].

Цель исследования — разработка простого 

метода для выявления штаммов M. tuberculosis, 

относящихся к высоколетальному, гиперви-

рулентному и мультирезистентному класте-

ру Beijing 14717-15 и применение метода для 

скрининга ретроспективных коллекций ДНК 

M. tuberculosis из различных регионов России.

Материалы и методы

Изученная коллекция включала образ-

цы ДНК M. tuberculosis, собранные в период 

с 2015 по 2022 гг. в результате популяцион-

ных исследований. Выделение ДНК из куль-

туры М. tuberculosis, выращенной на среде 

Левенштейна–Йенсена, проводили по van 

Embden и соавт. [20] с использованием лизо-

цима, протеиназы К, додецилсульфата натрия 

и цетилтриметиламмонийбромида с последую-

щей экстракцией с использованием смеси фено-

ла, хлороформа и изоамилового спирта (25:24:1), 

центрифугированием, осаждением изопропа-

нолом, промывкой 70% этанолом и растворени-

ем осадка в 30–50 мкл буфера ТЕ х1.

Сполиготипирование проводили по стан-

дартному протоколу с использованием изготов-

ленной в нашей лаборатории мембраны с им-

мобилизованными 43 олигонуклеотидами [5]. 

Генотип Beijing был идентифицирован экспе-

риментально или in silico на основе определения 

делеции RD207 (позиции 3120521–3127920 в ге-

номе H37Rv, NC_000962.3). Генотипирование 

24 локусов MIRU-VNTR проводили по Supply 

и соавт. [19], полученные числовые профили 

сравнивали с ресурсом MIRU-VNTRplus.org.

Филогенетический анализ штаммов древней 

сублинии генотипа Beijing на основе данных 

полногеномного секвенирования, полученных 

в нашей лаборатории (депонированы в SRA 

NCBI под номерами проектов PRJNA822891, 

PRJNA489691) или извлеченных из архива ко-

ротких прочтений SRA NCBI, был описан ра-

нее [13]. Пакет Geneious 9.0 (Biomatters Ltd) ис-

пользовали для картирования ридов на геном 

референтного штамма M. tuberculosis H37Rv 

(NC_00962.3). Онлайн-ресурс SAM-TB (https://

samtb.uni-medica.com/index) использовали для 

Рисунок 2. Дендрограмма штаммов древней 

сублинии генотипа Beijing из России и Кореи, 

построенная на основе полногеномых SNP 

с использованием алгоритма максимального 

правдоподобия

Figure 2. Dendrogram of strains of the ancient 
sublineage of the Beijing genotype from Russia 
and Korea, built on the basis of whole genome SNPs 
based on the maximum likelihood algorithm
Примечание. Ветвь, включающая штаммы Beijing 
14717-15-кластера, отмечена звездочкой. Шкала 
показывает количество SNP. Цифры курсивом рядом 
с узлами показывают процент бутстрапа. KR — Корея 
(в номере штамма).
Note. The branch containing strains of the Beijing 14717-
15 cluster is marked with an asterisk. The scale shows 
the number of SNPs. The numbers in italics next to the nodes 
show the bootstrap percentage. KR — Korea (in the strain 
number).
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анализа геномных данных, определения SNP 

и филогенетического анализа. Пакет MEGA7 [7] 

использовали для визуализации дендрограмм.

Полиморфизм в геномной позиции 2423040 

A > G (позиция в гене Rv2161c 98T > C, аминокис-

лотная замена Val(s)33Ala GTG/GCG), специ-

фический для кластера Beijing 14717-15 (рис. 2), 

определяли с использованием метода ПЦР-

ПДРФ и рестриктазы HhaI. В случае данной му-

тации возникает дополнительный сайт рестрик-

ции HhaI (сайт рестрикции GCGC). Длина про-

дукта ПЦР — 150 пн. Размеры рестриктов при 

аллеле дикого типа — 60 и 89 пн, при мутации — 

21, 60 и 68 пн (рис. 3). Для ПЦР использовали 

два праймера GTCCGGCAGCTCTCCACCG 

и TGCAGTTCGTCACCGACCTGACC. ПЦР 

проводили при следующем температурном ре-

жиме: 95°С, 5 мин, 35 циклов 95°С, 40 с, 67°С, 

20 с, 72°С, 20 с; 72°С, 5 мин. Продукт ПЦР об-

рабатывали рестриктазой HhaI (37°С, 2 ч), про-

дукты рестрикции разделяли в 1,4% агарозном 

геле (рис. 3).

Результаты и обсуждение

Проведенный нами биоинформационный 

и филогенетический анализ данных полно-

геномного секвенирования 205 штаммов 

ранней древней сублинии генотипа Beijing 

M. tuberculosis показал, что штаммы из Омска 

и Бурятии с профилем VNTR 14717-15 и близ-

кие ему также группировались в один кластер 

родственных штаммов и на полногеномном 

дереве, который мы определили как Beijing 

14717-15-кластер (рис. 2).

Следует отметить что этот кластер был мо-

нофилетическим, и сравнение его штаммов 

с соседними ветвями на дендрограмме позво-

лило выявить 58 специфических полиморфиз-

мов SNP. Среди SNP, специфичных для кла-

стера 14717-15, мы выбрали функционально 

нейтральный SNP (PAM1 = 9867) в геномной 

позиции 2423040 A > G (Rv2161c Val33Ala) и раз-

работали метод его детекции в формате ПЦР-

ПДРФ. Фактически эволюционная нейтраль-

ность данной замены снижает риск ее селекции 

в процессе эволюции и адаптации и, таким 

образом, делает ее наиболее пригодной в каче-

стве диагностического молекулярного марке-

ра. Данная мутация приводит к появлению до-

полнительного сайта рестрикции HhaI и может 

быть выявлена с помощью анализа HhaI-ПДРФ 

амплифицированной ПЦР-области (рис. 3). 

Метод был оптимизирован с использованием 

ДНК изолятов с имевшейся информацией по их 

полным геномам, у которых в данной пози-

ции был или аллель дикого типа, или мутант-

ный аллель. Длина продукта ПЦР составляет 

150 п.н. Поскольку в данном участке гена при-

сутствует дополнительный инвариантый сайт 

HhaI, размеры фрагментов рестрикции состав-

ляют 60 и 89 п.н. в случае аллеля дикого типа 

и 60, 21, 68 п.н. в случае мутации (рис. 3), верх-

ний фрагмент хорошо различим при агарозном 

гель-электрофорезе даже при небольшом вре-

мени электрофореза и малой длине геля, что 

удобно практически.

Анализ ПЦР-ПДРФ был дополнительно 

применен к изолятам генотипа Beijing, которые 

представляли разные сублинии Beijing и имели 

разные профили VNTR. Все изоляты были ра-

нее генотипированы методом мультилокусного 

VNTR-анализа, позволяющим точно опреде-

лить принадлежность штамма к тому или ино-

му VNTR-кластеру, в том числе к кластеру 14717-

15. Эти валидационные коллекции включали 

изоляты из России, Центральной и Восточной 

Азии. Анализ ПЦР-ПДРФ корректно отнес все 

изоляты с известным профилем VNTR 14717-15 

и родственными профилями к кластеру Beijing 

14717-15. Метод имеет 100% чувствительность 

и 100% специфичность для обнаружения дан-

ного кластера.

Далее мы применили метод ПЦР-ПДРФ для 

скрининга всех имеющихся коллекций ДНК 

из регионов Европейской и Азиатской частей 

России и стран Азии. Эти коллекции были 

из Восточной Сибири и Дальнего Востока (реги-

оны с различной долей штаммов Beijing и Beijing 

Рисунок 3. HhaI ПЦР-ПДРФ детекция замены 

в геномной позиции 2423040 A > G (Rv2161c 

Val(s)33Ala)

Figure 3. HhaI PCR-RFLP detection of substitution at 
genomic position 2423040 A > G (Rv2161c Val(s)33Ala)
Примечание. Дорожки 1–5 — Beijing 14717-15-кластер. 
Дорожки 6–7 — другие генотипы. М — маркер 
молекулярных весов 100 bp ladder (GE Healthcare).
Note. Lanes 1–5 — Beijing 14717-15-cluster. Lanes 6–7 — 
other genotypes. M, 100 bp ladder molecular weight marker 
(GE Healthcare).
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14717-15 [24]), из Омской области Западной Си-

бири (регион с небольшим, но постоянным при-

сутствием штаммов Beijing 14717-15 в локальной 

популяции [14]), из Китая, Вьетнама и Японии 

(страны с достаточно высокой долей штаммов 

древних сублиний генотипа Beijing [18, 22, 23]). 

Результаты по всем проверенным коллекциям 

приведены в таблице и демонстрируют четкий 

пик кластера 14717-15 в Бурятии.

Дополнительно мы рассмотрели географи-

ческое распространение основных российских 

кластеров современной сублинии генотипа 

Beijing (B0/W148 и Central Asian/Russian) и двух 

основных кластеров древней сублинии, вклю-

чая Beijing 14717-15-кластер, на основании на-

ших и ранее опубликованных данных [2, 3, 16, 

17, 24] (рис. 4). Это сравнение показывает доми-

нирование кластеров современной сублинии 

генотипа Beijing и относительно более широкое 

распространение кластера Beijing 1071-32 (древ-

няя сублиния), хотя и в небольшой доле, за ис-

ключением Омской области (рис. 4).

Выводы

Клинически значимые штаммы могут воз-

никать среди менее заметных геновариантов, 

и примером может служить недавно обнару-

женный гипервирулентный и высоколеталь-

ный кластер Beijing 14717-15. Нами разработан 

метод его детекции на основе выявления специ-

фической мутации в гене Rv2161c с помощью 

ПЦР с последующей рестрикцией продукта 

ПЦР и электрофорезом в агарозном геле для 

дискриминации дикого и мутантного аллелей. 

Преимуществами предлагаемого способа явля-

ются быстрота, простая и однозначная интер-

претация результатов, возможность выявления 

Таблица. Детекция штаммов Beijing 14717-15 в региональных коллекциях

Table. Detection of strains Beijing 14717-15 in regional collections

Регион РФ или страна

Region of Russia, or country

Всего штаммов*

Total number 
of strains*

Генотип Beijing**

Beijing genotype**

Beijing 14717-15 кластер, количество 
штаммов и процент от всей коллекции

Beijing 14717-15 cluster, number of strains 
and percent of all collection

Вологодская область

Vologda
82 51 0

Мурманская область

Murmansk
67 35 0

Карелия

Karelia
67 36 0

Калининградская область

Kaliningrad
73 46 0

Омская область

Omsk
208 138 4 (2%)

Иркутская область 

Irkutsk
198 143 4 (2%)

Бурятия 

Buryatia
265 180 47 (18%)

Забайкальский край

Zabaykalskyi krai
62 41 5 (8%)

Монголия

Mongolia
143 107 0

Китай

China
113 102 0

Казахстан

Kazakhstan
97 71 0

Япония

Japan
87 87 0

Примечание. *Коллекция из Японии включала только штаммы генотипа Beijing. **Генотип Beijing определяли на основании 
сполиготипирования или VNTR-типирования. Штаммы кластера Beijing 14717-15 определяли на основании разработанного метода детекции 
специфического SNP. Большинство штаммов этого кластера имели профили 14717-15 по 24-локусной схеме MIRU-VNTRplus.org.
Note. *Collection from Japan included only Beijing genotype strains. **The  Beijing genotype was determined based on spoligotyping or VNTR typing. 
The strains of the Beijing 14717-15 cluster were detected based on the developed method for detecting a specific SNP. Most strains of this cluster had 
profiles 14717-15 according MIRU-VNTRplus.org.
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контаминации и микст-инфекции, пригод-

ность для производительного анализа больших 

коллекций штаммов М. tuberculosis.

Следует отметить, что штаммы Beijing 14717-

15 входят в крупную ветвь ранней древней суб-

линии генотипа Beijing с интактным локусом 

RD181 (рис. 1), которая весьма гетерогенна 

и включает штаммы с разнообразными про-

филями по VNTR. В этом смысле выявлен-

ный нами маркер является таковым только для 

специ фического для России кластера Beijing, 

но не всей ветви RD181-intact.

Российские изоляты кластера 14717-15, 

включенные в данное исследование, были вы-

делены от больных в азиатской части России. 

Анализ большего количества штаммов (ге-

номов) из Восточной Азии позволить прове-

сти более надежную реконструкцию эволю-

ционной истории этого клинически значи-

мого геноварианта M. tuberculosis, в то время 

как дальнейшие омиксные исследования да-

дут более информированное понимание его 

патобиологии.

Конфликт интересов

Авторы заявляют об отсутствии у них кон-

фликта интересов

Рисунок 4. Ретроспективный анализ географического распространения штаммов Beijing 14717-15 

и других субтипов Beijing в российских регионах

Figure 4. Retrospective analysis of the geographical distribution of Beijing 14717-15 strains and other Beijing 
subtypes in Russian regions
Примечание. Показан процент в локальной популяции. CAR — Central Asian/Russian.
Note. The percentage in the local population is shown. CAR — Central Asian/Russian.
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