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Цель исследования: оценить устойчивость циркуляции генотипа S и S-подобных штаммов M. tuberculosis (МБТ) 
на территории Республики Саха (Якутия) за 12-летний период и провести их филогенетическую идентификацию 
относительно Евро-Американской сублинии L4.4.

Материалы и методы. В период с 2009 по 2022 гг. молекулярно-генетическими методами исследовано 513 штаммов МБТ 
от больных туберкулезом легких. Обнаружено 92 изолята, принадлежащих генотипу S или имевшему S-подобный гене-
тический профиль. Проведено полногеномное секвенирование пяти штаммов генотипа S, циркулировавших на террито-
рии РС (Я) в 2020–2022 гг. Выполнен глобальный филогенетический анализ и определены эволюционные взаимоотношения 
полученных геномов, разработан ПЦР-РВ тест для экспресс-выявления штаммов генотипа S. 
Результаты. Наблюдается устойчивая циркуляция МБТ S и S-подобных генотипов на территории РС (Я), принадлежащих 
Евро-Американской сублинии L4.4, подтип L4.4.1.1. Эволюционная модель подтвердила ранее высказанную нами гипотезу 
о том, что распространение генотипа S среди коренного населения Якутии связано с массовыми контактами с русскими 
переселенцами, начиная с 17 века. 
Заключение. Распространение штаммов МБТ Евро-Американской сублинии L4.4, подтип L4.4.1.1 среди коренного насе-
ления Новой Зеландии, Канады и Якутии в 17–19 веках имеет большое сходство.
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The objective: to assess the stability of circulation of S genotype and S-like strains of M. tuberculosis (MTB) in the Republic  
of Sakha (Yakutia) over a 12-year period and perform their phylogenetic identification relative to the L4.4 Euro-American subline.
Subjects and Methods. Between 2009 and 2022, 513 MTB strains isolated from pulmonary tuberculosis patients were studied 
using molecular genetic methods. 92 isolates belonging to S genotype or having an S-like genetic profile were found. Whole-genome 
sequencing of five strains of S genotype that circulated in the territory of the Republic of Sakha (Yakutia) in 2020-2022 was carried 
out. A global phylogenetic analysis was performed and evolutionary relationship of the obtained genomes was determined, a RT-PCR 
test was developed for the rapid detection of S genotype strains. 
Results. In the territory of the Republic of Sakha (Yakutia), there is a stable circulation of S and S-like MTB genotypes belonging 
to the L4.4 Euro-American subline, the L4.4.1.1 subtype. The evolutionary model has confirmed the previously stated hypothesis 
that the spread of the S genotype among the indigenous population of Yakutia is associated with mass exposure to the Russian 
settlers which started from the beginning of the 17th century. 
Conclusion. Spread of MTB strains of the L4.4 Euro-American subline, L4.4.1.1 subtype, among the indigenous populations  
of New Zealand, Canada and Yakutia in the 17th-19th centuries is very similar. 
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Введение

Несмотря на значительное снижение заболевае-
мости туберкулезом по стране и в Республике Саха 
(Якутия), туберкулез по-прежнему остается одним 
из наиболее распространенных инфекционных за-
болеваний в регионах Крайнего Севера. Проведен-
ное нами ранее исследование генетического раз-
нообразия возбудителя на территории региона [4] 
свидетельствует, что вторым по распространенно-
сти после эпидемического генотипа Beijing [6, 7] 
является эндемичный для РС (Я) генотип S. Вме-
сте с эпидемическими субтипами генотипа Beijing 
генотип S является наиболее важным фактором 
распространенности туберкулеза с множественной 
и широкой лекарственной устойчивостью [1, 2]. 
Генотип S и S-подобные генотипы входят в состав 
наиболее распространенной в мире Евро-Амери-
канской генетической линии M. tuberculisis – L4 
[16]. Представители L4 широко представлены на 
всех обитаемых континентах, а сама генетическая 
линия состоит из 10 отдельных сублиний [19]. Су-
блинии L4.4 [16] широко распространены в неко-
торых частях Азии и Африки, в Новой Зеландии 
и в Канаде. Существует достаточно четкое разде-
лений сублиний L4.4 на генотипы L4.4.1 и L4.4.2. 
Если циркуляция генотипов L4.4.2. однозначно 
ограничена Восточной Азией, то генотип L4.4.1 ге-
ографически представлен гораздо шире – от Юж-
ной Африки и Новой Зеландии до Канады и Ни-
дерландов [16]. Интересно, что в подавляющем 
большинстве случаев M. tuberculosis (МБТ) гено-
типа S из Канады и Новой Зеландии циркулируют 
среди коренного населения и относятся к сублинии 
L4.4.1.1. 

Цель исследования

Оценить устойчивость циркуляции генотипа S 
и S-подобных M. tuberculosis на территории Респу-
блики Саха (Якутия) за 12-летний период и прове-
сти их филогенетическую идентификацию относи-
тельно Евро-Американской сублинии L4.4.

Материалы и методы

Настоящее исследование одобрено Этическим 
комитетом ФГБНУ «Научный центр проблем здо-
ровья семьи и репродукции человека». В анализ 
включена выборка из 513 эпидемически не связан-
ных культур МБТ. Критерии включения в выбор-
ку исследования образцов культур, полученных 
от больных с подтвержденным диагнозом туберку-
леза легких, описаны ранее [5]. В анализ включены 
собранные случайным образом изоляты МБТ от па-

циентов, проходивших стационарный курс лечения 
в ГБУ РС (Я) НПЦ «Фтизиатрия» в 2009–2011, 
2014 и 2022 гг. В выборку вошли преимущественно 
впервые выявленные случаи туберкулеза легких. 
Изолятов, выделенных от лиц якутской нацио-
нальности, было 260 образцов, от иных националь-
ностей – 253. Большинство образцов (347) были 
выделены от мужчин. Средний возраст больных 
на момент забора материала составил 38,9 лет. 

Экстракцию ДНК МБТ проводили из убитых 
культур, как описано ранее [3]. MIRU-VNTR ге-
нотипирование проводили по протоколу сайта 
MIRUVNTRplus [15]. Генотипы семейства S допол-
нительно верифицировались по однонуклеотидно-
му полиморфизму, описанному Homolka S. et al. [10] 
в гене Rv0557 (позиция 648992) с помощью специ-
ально разработанного ПЦР теста в реальном 
времени (ПЦР-РВ) с  TaqMan зондами (табл.1). 
Преобладание флуоресценции по FAM каналу 
свидетельствовало о наличии генотипа S, флуорес-
ценция по каналу R6G свидетельствовала об ином 
генотипе возбудителя туберкулеза.

В табл. 1. приведены разработанные структуры 
праймеров и зондов. ПЦР-РВ с праймерами (ЗАО 
Евроген) и TaqMan зондами (ООО Синтол) прово-
дили в течение 45 циклов с реактивами AmpliTaq 
Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems) в при-
сутствии 1х раствора энхансера из того же набора 
на амплификаторе CFX-96 (Biorad). Режим ампли-
фикации 95° – 10 мин, активация полимеразы; 95° – 
15 сек; 60° – 15 сек; 72° – 15 сек.

Полногеномное секвенирование 5 культур гено-
типа S выполнено на базе ЦКП «Центр разработки 
прогрессивных персонализированных технологий 
здоровья» ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ на генетическом 
анализаторе NextSeq 550 (Illumina). 

Геномы M.tuberculosis, использованные для фи-
логенетического анализа, получены из списка гено-

Таблица 1. Структуры праймеров и TaqMan зондов 
для ПЦР-РВ, разработанные для индикации мутаций 
в позиции 648992 гена Rv0557
Table 1. Structures of primers and TaqMan probes for RT-PCR designed  
to indicate mutations at position 648992 of the Rv0557 gene 

Название Последовательность 5’-3’ Позиция  
в геноме H37Rv

Темпе-
ратура 
отжига

S557F GCATTCCGATGACAGCACG 648939-648957

60° C

S557R GATTCCATTGTCGCTGTGGA 649016-649035

S557C
R6G- 

GGTTCCGCCACTTGCATCG 
(C-LNA)CT –BHQ1

648972-648993

S557G
FAM- 

GGTTCCGCCACTTGCATCG 
(G-LNA)CT –BHQ1
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мов сублинии L4.4 [16]. Короткие прочтения были 
сопоставлены с эталонным геномом M.tuberculosis 
H37Rv (NC_000962) [11] с использованием про-
граммы Burrows-Wheeler Aligner [12]. Поиск одно-
нуклеотидных полиморфизмов (SNP) выполняли 
с помощью программы SAMtools [13]. Файлы фор-
мата vcf аннотированы программой BSATool [18]. 
Филогенетическая реконструкция произведена 
программой IQ-TREE 2 [14] с использованием 115  
геномов сублиний L4.4.1.1, L4.4.1.2 и L4.4.2. из раз-
ных стран, взятых из работы Mulholland C.V. et al. 
[16]. Устойчивость филогенетического древа про-
веряли бутстрэп (bootstrap) анализом с 1000 ите-
раций. Значимым уровнем bootstrap считали порог 
в 70% [9]. Значимость различий между параметра-
ми оценивали с помощью непараметрического кри-
терия χ2. Различия считали статистически значи-
мыми при р<0,05. 

Результаты

Среди 513 изолятов МБТ от больных тубер-
кулезом легких обнаружено 92, принадлежащих 
генотипу S или имевшему S-подобный профиль 
при MIRU-VNTR генотипировании по 24 локусам. 
Все 92 культуры при ПЦР-РВ были проверены 
на наличие варианта 648992G в гене Rv0557 [10]. 
Во всех случаях искомый вариант SNP был обна-
ружен. Таким образом, был сформирован массив 
данных из 92 S или S-подобных МБТ, циркули-
ровавших на территории Якутии в 2009–2022 гг. 
Как видно из табл. 2, наблюдаются определенные 
различия в количестве выделяемых изолятов, от-
носящихся к S или S-подобному генотипам, однако 
эти различия незначимы в рамках данной выборки. 
По всей видимости, МБТ S и S-подобных генотипов 
постоянно присутствуют у населения РС(Я) в ко-
личестве около 20% от общего количества изолятов.

На филогенетическом древе (рис. 1) представлены 
5 геномов из Якутии, под номерами 615, 743, 581, 583, 
596 генотипа S и 115 референсных геномов, принад-
лежащим трем сублиниям: L4.4.1.1; L4.4.1.2; L4.4.2. 
Темными полями выделены группа из 5 якутских 
геномов и геномы из Канады и Новой Зеландии, 
относящиеся к сублинии L4.4.1.1 с делецией DS6 
(Quebec) [17]. Большинство внутренних и внешних 
узлов древа имеет дихотомическое ветвление, что со-
ответствует уровню bootstrap поддержки в диапазоне 
70–100% [9, 14]. Биоинформационный анализ гено-
мов из Якутии также обнаружил наличие маркерной 
делеции DS6 (Quebec) [17]. Два российских генома, 

Рис. 1. Филогенетическое ML-древо 
МБТ из Республики Саха (Якутии), 
по данным полногеномного 
секвенирования. Темными полями 
выделена группа 5 геномов из Якутии 
и OTU геномов из Канады и Новой 
Зеландии сублинии L4.4.1.1, являющихся 
носителем делеции DS6 (Quebec) [17]. 
Большинство внутренних и внешних 
узлов древа имеет дихотомическое 
ветвление, что соответствует уровню 
bootstrap поддержки в диапазоне 70–
100% [9, 14] 
Fig. 1 Phylogenetic ML tree of M. tuberculosis 
from the Republic of Sakha (Yakutia), according to 
whole-genome sequencing data. Dark fields highlight 
a group of 5 genomes from Yakutia and OTU genomes 
from Canada and New Zealand of the L4.4.1.1 subline 
which are carriers of the DS6 deletion (Quebec) [17]. 
Most of the internal and external nodes of the tree 
have dichotomous branching which corresponds to the 
bootstrap support level in the range of 70-100% [9, 14]

Таблица 2. Структуры праймеров и TaqMan зондов 
для ПЦР-РВ, разработанные для индикации мутаций 
в позиции 648992 гена Rv0557
Table 2. Detection of the S genotype in the territory of the Republic  
of Sakha (Yakutia) in different years 

Год выделения 
изолята

Количество  
исследованных  

изолятов
Генотип S 
(абс. / %)  (p<0,05)

2022 100 23 / 23,0
NS*

2009–2014 413 69 / 16,7

Примечание: NS* - различия статистически незначимы.  
Note: NS* - differences are statistically insignificant.
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выделенные на европейской части страны и взятые 
из международных баз данных, также принадлежа-
ли к сублинии L 4.4.1.1, однако их OUT (operational 
taxonomic units) устойчиво кластеризовались в кусте 
с южноафриканскими и британскими геномами.

Полученные результаты согласуются с пале-
онтологическими исследованиями, проведенны-
ми на территории Республики Саха (Якутия) [8], 
это исследование однозначно показало наличие 
молекулярного маркера европейских генотипов 
PGG2-SCG-5 и отсутствие в ископаемых костных 
остатках следов ДНК M. bovis или молекулярных 
маркеров азиатских групп МБТ.

Заключение

Проведенное исследование однозначно под-
тверждает устойчивую циркуляцию МБТ S и S-по-
добных генотипов на территории РС(Я) в коли-
честве около 20% от общего количества изолятов. 
Не вызывает сомнений общее клональное проис-

хождение МБТ из Якутии и родственных геномов 
из Новой Зеландии и Канады внутри ветви L4.4.1.1 
(рис.1). Как и в предыдущем исследовании [4], 
по результатам филогенетической реконструкции 
эволюционных событий нами не обнаружено следов 
возможной передачи МБТ генотипа S между корен-
ным населением Якутии и Канады в предыдущие 
3 века. Это тем более удивительно, что с учетом ми-
грации на той и другой территориях в эти времена 
их разделял только Берингов пролив. Другими сло-
вами, проведенное исследование расширяет наше 
представление о глобальном распространении МБТ 
Евро-Американской группы в 17–20 веках. Основ-
ной причиной распространения этих МБТ были 
миграционные процессы жителей европейских 
стран. По всей видимости, этнические особенно-
сти коренного населения Якутии, Новой Зеландии 
и Канады могут являться фактором положительной 
селекции в вопросах распространения возбудите-
ля туберкулеза Евро-Американской сублинии L4.4. 
на северных территориях.
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