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Современные молекулярные технологии, по-
зволяющие весьма детально изучать геном и ДНК 
современных микобактерий (производя их свое- 
образную геномную «паспортизацию»), с такой 
же эффективностью применимы для исследова-
ний микобактериальной ДНК, обнаруживаемой в 
ископаемом (палеонтологическом и археологиче-
ском) материале, и это дает возможность изучать 
эволюцию возбудителя туберкулеза на уровне, со-
вершенно недоступном ранее. Сочетание молеку-
лярных, филогенетических и филогеографических 
методик позволяет моделировать предков совре-
менной микобактерии туберкулеза (МБТ), чтобы 
лучше понимать своеобразие и отличия древних 
и современных штаммов, особенности древних и 
современных эпидемических вспышек туберкулеза, 
сущность процессов, приведших к современному 
разнообразию МБТ.

Молекулы ДНК в определенных условиях могут 
сохраняться в останках людей и животных тысячи 
и миллионы лет. Сохранность, фрагментация и их 
деградация зависят от условий нахождения, особен-
но вредны световые, влажностные и температурные 
колебания. Исследования на древней ДНК человека 
показали, что наилучшие образцы для получения 
амплификабельной ДНК – это ископаемые кости 
и зубы, а мумифицированные ткани – довольно 
скудный ее источник.

Анализ древней ДНК сталкивается с двумя глав-
ными проблемами. Во-первых, последовательности 
состоят из смеси эндогенных и различных экзо-
генных слоев, в основном современных микроб-

ных контаминантов. Во-вторых, высокая частота 
ошибочных нуклеотидных включений может на-
блюдаться как результат тяжелых посмертных по-
вреждений ДНК. Такие искаженные посмертные 
паттерны играют важную роль в проверке подлин-
ности древних последовательностей и отличии их 
от современных контаминантов. Для этого разрабо-
таны пользовательские пакеты карты повреждения 
(map Damage и map Damage 2,0), которые иденти-
фицируют такие паттерны от наборов секвениро-
вания последовательностей контаминантов. Они 
регулируют наборы данных и совместимы с широ-
ким диапазоном ДНК-библиотек [22]. Кроме ДНК, 
некоторые липидные факторы, обусловливающие 
вирулентность МБТ, могут неплохо сохраняться 
в мумифицированных телах. Их изучение также 
позволяет подтверждать диагноз ископаемого ту-
беркулеза.

Филогенетический анализ МБТ базируется на 
предположении, что в ходе эволюции они претер-
певают изменения, приспосабливаясь к условиям 
внешней среды, и эти изменения, в том числе и 
филогенетически значимых фрагментов генома, 
являются функцией времени. Определив скорость 
этих изменений (путем расчета коэффициента си-
нонимических и несинонимических нуклеотидных 
замен), а их можно уподобить своеобразным «ге-
номным часам», по ним можно проследить исто-
рию возникновения, видообразования, диверси-
фикации микобактерий туберкулезного комплекса 
(МБТК). Точность эволюционных исследований 
повышается пропорционально возрасту ископае-

ОБЗОР



60

Туберкулёз и болезни лёгких, Том 96, № 8, 2018

мых образцов ДНК и изучению большего количе-
ства их локусов.

На сегодняшний день самыми древними в мире 
достоверными образцами считаются: из человече-
ских останков – ДНК из неолитического захороне-
ния деревни Atlit-Yam в восточном Средиземномо-
рье – 9 000 лет [20], а из трупов животных – ДНК 
плейстоценского бизона, погибшего 17 000 лет тому 
назад в пещере-ловушке в Северной Америке [29]. 
На территории России самые древние образцы ДНК 
были обнаружены в костях людей из захоронения 
Аймырлаг на Юге Сибири, которым 4 000 лет [33]. 
Возраст сохранившихся останков погибших от ту-
беркулеза людей и животных оценивают с помощью 
радиокарбонового метода, сохранившихся письмен-
ных источников или сопутствующих предметов ма-
териальной культуры.

Исследования по эволюции МБТ носят ком-
плексный характер, в них принимают участие пато-
морфологи, радиологи, микробиологи, молекуляр-
ные биологи, математики, популяционные генетики, 
эволюционные биологи и при необходимости дру-
гие специалисты – историки, этнографы, археологи 
и т. д. и т. п. Многие комплексные исследования 
выполнены интернациональными коллективами 
авторов.

Невзирая на различный тропизм, фенотипы и 
патогенность, МБТК-штаммы высококлональны: 
их нуклеотидные последовательности идентичны в 
99,9%, а 16S rRNA-последовательности между чле-
нами МБТК не различаются вовсе (за исключением 
M. canetti) [11, 13, 18, 21, 31]. Поэтому исследовать 
эволюционную историю таких мономорфных бак-
терий трудно. В связи с этим используется ком-
плексный аналитический подход с применением 
нескольких молекулярных методик (рестрикцион-
ный анализ, различные варианты сполиготипиро-
вания, секвенирование, ПЦР, микрочипы и т. д. и 
т. п.). Так, в исследованиях по эволюции МБТК с их 
помощью изучали IS6110, IS1081, SNP, LPN, TbD1, 
TbD9, полиморфизм GC-повторов в генах белков, 
3R ДНК-гены, pks 15/1, Gyr A, Kat G codоn 463, 
oxy R, mip 40, plc D и др. [1, 3, 5, 9, 12, 13, 18, 21, 24, 
31, 34]. Использование молекулярных методов вку-
пе с другими вспомогательными средствами позво-
лило сделать множество неожиданных открытий и 
кардинально изменить взгляды на историю МБТК, 
приведя к созданию совершенно нового эволюци-
онного сценария.

Последний общий предок у МБТК и М. lepraе 
существовал около 36 млн лет тому назад [9], а пра-
родители современных МБТК появились око-
ло 3 млн лет тому назад на Африканском Роге от 
одного общего предка, который был патогенным 
для обитавших там ранних гоминид [6, 30], пред-
шественников человека. Таким образом, МБТК 
старше возбудителей тифа, чумы и малярии. Они 
появились из ископаемого родового пула гладких 
микобактерий, на которые среди нынешних членов 

МБТК больше всего похожа М. canetti [12]. Ее гены 
домашнего хозяйства мозаичны, и их индивиду-
альные сегменты могут быть обнаружены у других 
членов МБТК. М. canetti до сих пор обладает свой-
ствами, утраченными другими представителями 
этого комплекса, в виде быстрого роста, гладкости 
колоний, меньшей стойкости и вирулентности, та-
ких геномных признаков, как наличие ТbD1 (отсут-
ствующего у современных членов МБТК). Древние 
гладкие бациллы соответствуют «пребутылочным» 
линиям МБТК, принадлежащим к более широкому 
виду, из которого появились современные мико-
бактерии. По данным исследователей, изучавших 
современные гладкие африканские микобактерии, 
некоторые из них значительно отличались от ти-
пичных представителей M. canetti по исследовав-
шимся генетическим параметрам. Исследователи 
предположили, что эти гладкие африканские мико-
бактерии  могут быть сохранившимися потомками 
M. рrototuberculosis [19]. 

Современные члены МТБК ‒ относительно мо-
лодые патогены, клональное потомство родового 
штамма, который подвергся эволюционному пе-
реходу «бутылочного горлышка» около 35 000 лет 
тому назад [18, 21, 31]. Они появились из родового 
пула гладких микобактерий путем развития пре-
имуществ в персистировании и вирулентности. 
Предположительно это могло произойти путем по-
тенциальной комбинации: 1) потери функции гена; 
2) приобретения новых генов путем горизонталь-
ного переноса; 3) межштаммовой рекомбинации 
генных кластеров; 4) фиксации SNP. Однако все 
эти предположения требуют дальнейшего изучения.

С постепенным ростом и рассеиванием людей 
из Африки по всему миру увеличивалось и разно-
образие МБТК, которые обладают уникальным 
свойством – латентностью (умением долго жить в 
организме хозяина, не вызывая болезнь). Эту ла-
тентность обозначают как персистирование, если 
мы говорим о микробиологическом процессе, или 
инфицирование, если говорим о туберкулезе как ин-
фекции. Латентность (неудачный термин) позволи-
ла МБТК избежать эволюционного тупика. Сегодня 
доказано, что микобактерия может годами прятать-
ся в костном мозге хозяина. Рост вирулентности 
МБТК произошел около 10 000 лет тому назад во 
время неолитического демографического перехода, 
обусловленного появлением сельского хозяйства и 
животноводства, способствовавших скученности 
проживания людей, и был связан с потерей генов 
регуляторных путей [9].

Полногеномное секвенирование древних и совре-
менных штаммов открыло, что МБТК с течением 
времени аккумулировали характерные геномные 
делеции, которые сегодня используются для раз-
личия отдельных видов и линий МБТК. Интересно, 
что большинство идентифицированных делеций 
(хоть они и были обнаружены в изолятах, вызвав-
ших активный туберкулез) слабовредоносны для 
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патогена. Между тем часть из них может предостав-
лять ему даже краткосрочные преимущества: для 
спасения от иммунной системы хозяина, снижения 
микробной нагрузки от его мобильных генетиче-
ских элементов, развития антибиотикорезистент-
ности, укорочения латентности, способствующей 
трансмиссии. Если делеция гена не является жиз-
недеятельной стратегией МБТК в течение долгого 
времени, то, например, важный ген после некоторых 
перерывов мог затем быть сохранен в популяции, 
несмотря на спорадическую позитивно избиратель-
ную делецию [34].

Исследования необратимых делеций на по-
лиморфизм LPN, SNP и прямых повторов для 
расшифровки филогении МБТК [6, 23, 25] уста-
новили, что определяемая при таком подходе по-
следовательная и однонаправленная потеря ДНК 
в репрезентативных штаммах открывает порядок, 
в котором члены МБТК снисходят от их общего 
предка. Сохранившиеся на сегодня представители 
общего пращура МБТК включают родовые и со-
временные штаммы микобактерий. Последние от-
личаются потерей 2-1-kb-фрагмента (называемого 
TbD1) и вызывают большинство текущих случаев 
туберкулеза. Они включают семейство пекинских 
штаммов, которые превалируют в Азии и вызывали 
вспышки [17]. Отдельная линия (отличающаяся 
делецией RD 9) отклонилась от родовой и после-
довательно дала начало M. africanum, M. microti, 
M.  pinipedii, М. caprae, M. bovis. Считается, что 
M. bovis, обладающая наибольшим числом деле-
ций, ‒ наиболее молодой член МБТК, и из этого 
следует, что именно люди передали МБТ домаш-
ним животным, а не наоборот. 

Как уже упоминалось выше, в одной из при-
родных пещер-ловушек Северной Америки были 
обнаружены хорошо сохранившиеся мумифици-
рованные останки плейстоценского бизона, погиб-
шего, по данным радиокарбонового анализа, около 
17 000 лет тому назад. Проведенная ПЦР-амплифи-
кация туберкулезных изменений его костных пяст-
ных образцов выявила фрагменты ДНК, которые 
были также секвенированы и сполиготипированы, 
чтобы определить их взаимоотношения с разны-
ми членами МБТК. Установлено, что ДНК бизона 
совсем не похожа на ДНК современной M. bovis. 
Rothschild B. et al. [29] предполагают, что образец 
ДНК ископаемого бизона может быть репрезента-
тивен предшественнику МБТК или первой группе 
видов, произошедших вскоре после начала видо-
образования. Сполиготипический паттерн изоля-
та бизона оказался ближе к таковым современных 
M. africanum и M. tuberculosis, чем других членов 
МБТК. Этот случай, наравне с описанными слу-
чаями туберкулеза ископаемых большерогой овцы 
и овцебыка, допускает, что туберкулез был пред-
ставлен и широко распространен на Американском 
континенте среди рогатых животных уже не менее 
17 000 лет. Другими словами, возбудители и пути 

заражения туберкулезом диких и домашних живот-
ных могли быть различными.

Все современные линии имеют клональную ге-
нетическую структуру, которая ограничивается 
географически и адаптирована к локальным по-
пуляциям хозяев [3]. Это также подтверждается 
всеобъемлющим исследованием, выполненным 
группой под руководством Gagneux [7]. Она изу-
чала геномные особенности 320 штаммов, репре-
зентативных глобальному многообразию МБТК, 
и идентифицировала 34 167 полиморфных сайтов, 
которые использовали для реконструкции фило-
генетических взаимоотношений между ними. По-
лученная филогения совпала с прежней, уже су-
ществующей, основанной на других генетических 
маркерах. При сравнении филогении МБТ с соот-
ветствующим деревом, репрезентативным основ-
ным человеческим гаплогруппам (построенным на 
основании данных 4 955 митохондриальных гено-
мов), авторы наблюдали их поразительное сходство. 
Такие данные подтверждают, что эволюция МБТК 
шла параллельно с эволюцией человеческого хозяи-
на. Возможность того, что характеристики болезни 
могли измениться через какое-то время по мере того, 
как разные МБТК отбирались в разных генетиче-
ских сообществах, может помочь объяснить свежие 
эпидемиологические тренды, ассоциированные с 
увеличившимся рассеиванием Beijing-семейства 
МБТ и уменьшением частоты болезни, вызванной 
другими линиями МБТ. Другие исследования [34] 
показали, что разные географические регионы мира 
имеют различные распределения линий МБТ и что 
в некоторых из них есть главная линия, для которой 
характерно небольшое распространение в других 
местах. Еще несколько исследований нашли взаи-
мосвязи между микобактериальными генотипами 
и фенотипами людей. Так, в космополитических 
мегаполисах передача филогеографических ли-
ний ассоциируется с этническими популяциями 
неслучайно. Например, китаец скорее всего инфи-
цируется и заболеет туберкулезом из-за заражения 
штаммом восточно-азиатской линии, чем микобак-
териями других линий. Это допускает, что в про-
цессе эволюции человека специфические филоге-
ографические линии МБТК адаптировались (или 
коэволюционировали) к отдельным человеческим 
популяциям и что такая совместимость хозяин ‒ 
патоген обнаруживается даже тогда, когда транс-
миссия имеет место за пределами их происхож-
дения. Подобные макро-, микроотношения были 
задокументированы между филогеографической 
линией и типом мутаций, что генерируют штаммы, 
устойчивые к изониазиду (например, katG[S315T] 
или c – t0 – T заменой в inhA промоутере 15). Эти 
данные допускают, что принадлежность к опреде-
ленной линии МБТ влияет на механизм развития 
изониазид-резистентности, которая, в свою очередь, 
действует на бактериальный фитнес и трансмиссию 
изониазид-резистентных штаммов. 
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Следует хотя бы вкратце остановиться на не-
скольких публикациях, описывающих наиболее 
интересные, хорошо исследованные ископаемые 
случаи человеческого туберкулеза. 

В образцах 9 000-летней давности из Восточно-
го Средиземноморья исследовали ДНК от матери 
и дочери из 5 генетических локусов и установили, 
что они имели характеристики, сопоставимые с со-
хранившимися до сих пор генетическими линиями 
микобактерий. При этом у них уже определялась 
делеция TbD1, которая считается характерной для 
современных линий МТБК.

На территории нынешней Германии были иссле-
дованы останки 118 индивидов (из трех мест в Сак-
сонии) примерно 5 000-летней давности на предмет 
туберкулеза костей морфологически, радиологи-
чески и с помощью генотипирования ДНК  [27]. 
У двоих был выявлен туберкулез позвоночника и 
у 22 ‒ туберкулез ребер. Дополнительные молеку-
лярные анализы определили наличие патогенов, 
принадлежащих к МТБК.

Воs К. et al. [5] исследовали три генома МТБК 
тысячелетней давности из скелетов перуанцев. 
Они отличались от известных форм, адаптирован-
ных к человеку, и более всего были схожи с теми, 
что были приспособлены к тюленям и морским 
львам. Эти данные дают основание предполагать, 
что морские млекопитающие могли сыграть свою 
роль в передаче туберкулеза людям через океан 
еще в доколумбовую эру, хотя сегодня современ-
ные американские штаммы МБТ тесно связаны с 
таковыми из Европы.

В 1994 г. во время ремонта Доминиканской церк-
ви в венгерском городе Вац  случайно было открыто 
большое захоронение в запечатанных холодных (с 
температурой до 10°С), сухих криптах 265 священ-
ников и богатых католиков, похороненных в них с 
1731 по 1838 г. Семьдесят процентов тел было му-
мифицировано естественным образом, при этом 
сохранились не только кости, но и мягкие ткани. 
Сохранившиеся архивы дали возможность точно 
определить возраст и семейную принадлежность 
умерших, профессии. У части из них были описаны 
предсмертные симптомы. Двадцати семи мумиям 
были сделаны рентгенограммы, на которых опреде-
лялись обызвествленные поражения легких, харак-
терные для туберкулеза. После этого международ-
ные команды исследователей [14, 15] приступили 
к комплексному изучению этих останков, которое 
продолжалось больше 20 лет. Сначала было прове-
дено исследование на ДНК МБТ 168 погребенных, 
у 93 из них получен положительный результат. В ча-
сти случаев сохранность ДНК МБТ была отличной, 
что позволило ее генотипировать и секвенировать. 
Таким образом, представилась возможность срав-
нить эти археологические ДНК с ДНК современных 
МБТ-изолятов, то есть изучить прошлую эпиде-
миологию туберкулезной инфекции и расширить 
временные рамки для изучения изменений в мо-

лекулярных фингерпринтах, чтобы лучше понять 
эволюцию МБТ. 

Троим членам одной семьи, погребенным в этой 
Доминиканской церкви (матери 55 лет и двум доче-
рям 28 лет и 14 лет), проведен молекулярный анализ 
ДНК, включая исследование IS6110, GyrA, katG, 
oxyR, mip 40, plc D. Штаммы в их мумифицирован-
ных останках были идентифицированы как МБТ. 
Сполиготипирование разделило их на два штаммо-
вых типа, то есть три члена изученной семьи были 
инфицированы двумя различными штаммами МБТ. 
В сравнении со штаммом матери у обеих дочерей 
определялись МБТ с одноточечной мутацией и од-
ной делецией (потерей спейсера 31). При сравнении 
влияния заданного размера на выход ампликона 
была показана четкая разница между ДНК XVIII в. 
и современной.

Также 14 геномных последовательностей, пред-
ставляющих 12 отдельных (различных) генотипов, 
из Доминиканской церкви проанализировали с по-
мощью метагеномикса. Все они принадлежали к чет-
вертой линии МБТ. Основываясь на исследованиях 
[4, 8] геномных последовательностей, выделено шесть 
основных филогенетических линий для МБТК, ассо-
циированных с туберкулезом человека. Четыре ли-
нии относятся к M. tuberculosis, а две ‒ к M. africanum. 
Анализ геномных данных позволяет вычислить эво-
люционные дистанции. Установлено, что на уров-
не геномов отличия между линиями составляют в 
среднем 2000 SNPs, что эквивалентно, к примеру, 
эволюционной дистанции между M.  tuberculosis и 
M. bovis  [16], а разнообразие мировой популяции 
МБТ в целом выше, чем разнообразие всех осталь-
ных представителей комплекса при сравнении друг с 
другом (без учета M. canettii). Байесовская филогене-
тическая датировка, основанная на образцах с хорошо 
задокументированными датами, отнесла наиболее 
ранних предков этой линии в поздний романский 
период (между железным веком и концом антично-
сти). Во всех 14 исторических геномах обнаружена 
делеция 7 пары оснований в pks 5/1-гене, характерная 
для евроамериканской линии МБТ. Филогенетиче-
ский анализ показал, что в XVIII в. в Венгрии цир-
кулировало по крайней мере 12 различных штаммов 
МБТ. Проведенное авторами глубокое исследование 
исторических генотипов 4-й линии филогении под-
тверждает непрерывность штаммовых линий на про-
тяжении более двух столетий. 

В Британии исследовали ДНК МБТ из археоло-
гических образцов скелетов из Британии и Европы, 
датированных второй половиной XIX в. [26]. Ре-
зультаты исследований дали возможность отнести 
их к группировкам и линиям, распознаваемым у 
сохранившихся МБТ. Другими словами, по край-
ней мере в течение XVIII-XIX вв. в Британии были 
представлены штаммы МБТ, принадлежавшие к 
различным генетическим группам. Все эти публи-
кации подтверждают длительность и своеобразие 
сосуществования людей и МБТ.
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Отдельного упоминания заслуживают описания 
ископаемых случаев множественных (многоштам-
мовых) туберкулезных инфекций, потому что се-
годня на территориях высокого распространения 
туберкулеза ими страдает каждый пятый больной. 
У 5 из 8 исследованных в этом отношении трупов 
из Доминиканской церкви было найдено более 
одного генотипа МБТ, а у одного из них даже три, 
то есть в Европе в XVII в. множественная (много-
штаммовая) туберкулезная инфекция была доволь-
но распространенным явлением. В исследовании 
34 трупов XVIII-XIX вв. из Британии и Европы 
[Muller (2015)] у 1 из них также однозначно была 
выявлена туберкулезная инфекция множественной 
локализации.

Стремительное распространение штаммов Beijing 
вызвало небывалый интерес к его филогении [1, 17]. 
Генотип МБТ Beijing появился на территории совре-
менного Северного Китая более 2 000 лет тому назад. 
Сегодня он состоит из 2 крупных филогенетических 
линий – «древней» и «современной» (с различной 
структурой генома и различным эволюционным 
потенциалом). Они отличаются по структуре ло-
кусов NTF, IS6110, IS1547 и Rv3135 – PPE. Его 
современное генетическое многообразие сформи-
ровалось в результате человеческой миграции из 
Юго-Восточной Азии в другие регионы Евразии и 
на другие континенты. В Россию он первоначально 
проник, по-видимому, во времена монгольского на-
шествия в XIII-XV вв. и в результате длительного 
и тесного сосуществования русских и завоевателей 
закрепился на территории России, в которой се-
годня доминирует тип М2 [1, 17].  Однако наибо-
лее «успешный» современный российский генотип 
Beijing – W 148 (BО). Он широко циркулирует так-
же и на территории постсоветского пространства и 
преобладает среди иммигрантов из бывшего СССР 

в США и Германии. Сейчас происходит «взрывная» 
диссеминация штаммов этого кластера, широко рас-
пространяющаяся по всей России, благодаря его 
особым свойствам.

К л и н и ч е с к и е  о с о б е н н о с т и  и з о л я т о в 
M. tuberculosis генотипа Beijing, по данным [28], сле-
дующие: «ускользание» от БЦЖ вакцины (вакцина 
в меньшей степени защищает от инфицирования 
современными штаммами Beijing – на животных 
моделях); повышенный уровень устойчивости к ан-
тибиотикам (ассоциация штаммов генотипа Beijing 
с множественной лекарственной устойчивостью); 
повышенная вирулентность (быстрое распростра-
нение патогена, уменьшенная выживаемость  – 
на животных моделях); высокая иммуногенность 
(повышенный ответ провоспалительных цитоки-
нов; некроз зараженных макрофагов); адаптация 
(коэволюция) к иммунной системе человека. 

Суммируя все вышеизложенное, следует заклю-
чить, что МБТК появились значительно раньше, 
чем предполагалось ранее, в результате длительной 
коэволюции с их человеческим хозяином, еще до 
«эволюционного сужения» и одомашнивания ско-
та. Представляется, что будущие исследования по 
эволюции МБТК должны основываться на спарен-
ной – человеческой и микобактериальной – полно-
геномной информации, собираемой проспективно. 
Такой интегрированный подход позволит иссле-
довать молекулярные детерминанты коэволюции 
хозяин ‒ патоген при туберкулезе человека. МБТ 
смогли приспособиться к изменяющимся человече-
ским популяциям. Открытие закономерностей этих 
изменений, которые случились в этом взаимодей-
ствии в ходе эволюции, может помочь предсказать 
будущие паттерны болезни и разработать рацио-
нальные стратегии, способные наконец-то разорвать 
это историческое партнерство.
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