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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Иркутская область остаётся регионом с высоким бременем 
туберкулёза с множественной лекарственной устойчивостью и напря-
жённой ситуацией по ВИЧ-инфекции. Для иммунокомпрометированных лиц 
опасность представляет распространение нетуберкулёзных микобакте-
рий (НТМБ), вызывающих микобактериоз лёгких – состояние, имитирующее 
туберкулёз, однако требующее дифференциальной диагностики и иных 
подходов к лечению. Региональные исследования распространения НТМБ 
остаются ограниченными. Низкая разрешающая способность стандарт-
ных микробиологических методик требует поиска молекулярных мишеней 
для видовой идентификации НТМБ.
Цель. Оценка видового разнообразия НТМБ, выделенных от пациентов с подо-
зрением на туберкулёз и микобактериоз лёгких, в Иркутской области.
Методы. Проведён ретроспективный анализ штаммов НТМБ, полученных 
от 63 пациентов, проходивших лечение в ОГБУЗ «Иркутская областная клини-
ческая туберкулёзная больница» в период с 2018 по 2024 гг. Видовая идентифи-
кация НТМБ выполнена для 50 изолятов секвенированием фрагментов гена 23S 
рРНК и groEL2 с последующим филогенетическим анализом.
Результаты. Среди изученных штаммов доминируют представители My-
cobacterium avium complex (MAC, 65,9 %), включая M. avium (53,7 %) и M.  intra-
cellulare (12,2 %). Совместный анализ фрагмента гена 23S рРНК и groEL2 обес
печил разделение видов внутри MAC-комплекса, идентификацию широкого 
спектра медленно- и быстрорастущих НТМБ (M. paragordonae, M. abscessus, 
M.  fortuitum, M. holsaticum и M. farcinogenes, M. senegalense), а также немико-
бактериальных патогенов (Nocardia farcinica, Streptococcus oralis, Staphylococ-
cus epidermidis, Actinomadura sp.).
Заключение. В динамике охарактеризован таксономический спектр выделен-
ных НТМБ в Иркутской области. Секвенирование генов 23S рРНК и groEL2 позво-
ляет преодолеть проблему идентификации НТМБ.

Ключевые слова: нетуберкулёзные микобактерии, Иркутская область, Myco-
bacterium avium complex, groEL2, 23S рРНК, секвенирование, молекулярная диа-
гностика
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ABSTRACT

Background. The Irkutsk Region remains a region with a high burden of multi-
drug-resistant tuberculosis and a challenging epidemiological situation regarding 
HIV infection. For immunocompromised individuals, the spread of nontuberculous 
mycobacteria (NTMB) poses a significant threat, as they cause pulmonary mycobacte-
riosis – a condition that mimics tuberculosis but requires differential diagnosis and dis-
tinct treatment approaches. Regional studies on NTMB prevalence remain limited. Giv-
en the low resolution of standard microbiological techniques, the search for molecular 
targets for NTMB species identification is essential.
Aim. To evaluate the species diversity of NTMB isolated from patients with suspected 
pulmonary tuberculosis and mycobacteriosis in the Irkutsk Region.
Materials and methods. A retrospective analysis was performed on NTMB strains ob-
tained from 63 patients treated at the Irkutsk Regional Clinical Tuberculosis Hospital be-
tween 2018 and 2024. Species identification was performed for 50 isolates using sequenc-
ing of the 23S rRNA and groEL2 genes fragments, followed by phylogenetic analysis. 
Results. Representatives of the Mycobacterium avium complex (MAC) dominate among 
the studied strains (65.9%), including M. avium (53.7%) and M. intracellulare (12.2%). 
Joint analysis of the 23S rRNA and groEL2 gene fragments ensured the differentia-
tion of species within the MAC, as well as the identification of a wide range of slowly 
and rapidly growing NTMB (M. paragordonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. holsati-
cum, and M. farcinogenes/M. senegalense) and non-mycobacterial pathogens (Nocar-
dia farcinica, Streptococcus oralis, Staphylococcus epidermidis, Actinomadura sp.).
Conclusion. The taxonomic spectrum of NTMB isolated in the Irkutsk Region was char-
acterized over time. Sequencing of the 23S rRNA and groEL2 genes allows overcoming 
the challenge of NTMB identification.

Key-words: nontuberculous mycobacteria, Irkutsk region, Mycobacterium avium com-
plex, groEL2, 23S rRNA, sequencing, molecular diagnostics
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ОБОСНОВАНИЕ
Нетуберкулёзные микобактерии (НТМБ) представ-

ляют собой разнообразную группу условно-патоген-
ных микроорганизмов окружающей среды, которые 
всё чаще становятся угрозой здоровью, вызывая забо-
левания преимущественно среди пациентов с ослаб
ленным иммунитетом, хроническими заболевания-
ми, сопутствующими инфекциями или возрастными 
изменениями. На фоне повсеместного улучшения 
эпидемиологической ситуации по туберкулёзу, забо-
леваемость и распространённость микобактериозами 
во всём мире увеличивается [1, 2].

В настоящее время описано около 200 видов НТМБ, 
постоянно находящихся в окружающей среде, включая 
естественные (водоёмы, почва, растения) и антропо-
генные экосистемы (системы водоснабжения, меди-
цинское оборудование). Приблизительно 140 видов 
являются патогенными для человека и животных, око-
ло 50 видов являются возбудителями микобактериозов 
[3]. В отличие от облигатных патогенов, НТМБ могут 
длительное время существовать вне организма хозяи
на. Их способность выживать в различных условиях, 
в том числе экстремальных, делает их устойчивыми 
ко множеству внешних факторов. В зависимости от ско-
рости роста НТМБ делят на медленнорастущие (основ-
ные виды – М.  avium, M.  intracellulare, М.  scrofulaceum, 
М.  kansasii, М.  simiae, M.  marinum) и быстрорастущие 
(M.  abscessus, М.  smegmatis, М.  gordonae, М.  fortuitum, 
М.  parafortuitum, М.  chelonae, М.  vaccae). Такое разноо-
бразие НТМБ представляет собой серьёзное препят-
ствие на пути эффективной диагностики.

Микобактериоз — это общий термин группы ин-
фекционных заболеваний, вызываемых бактериями 
рода Mycobacterium. Спектр клинических проявлений 
микобактериозов весьма широк и определяется видом 
микобактерий, механизмом заражения и иммунным 
статусом. При этом клинические проявления микобак-
териозов часто схожи с туберкулёзом, что затрудняет 
их диагностику.

В последние десятилетия наблюдается неуклон-
ный рост числа описанных видов НТМБ, что связано 
как с улучшением методов диагностики, так и с их гене-
тическим разнообразием, которое создаёт значитель-
ные трудности для точной видовой идентификации. 
При этом отсутствуют полноценные исследования ви-
дового разнообразия НТМБ, циркулирующих в окру-
жающей среде и в прослойке лиц с иммунной недо-
статочностью, особенно в азиатской части России. 
При наличии эпидемического уровня распростране-
ния ВИЧ-инфекции [4], разрешенные для диагностики 
коммерческие тесты могут оказаться недостаточно 
специфичными и не охватывать весь видовой спектр 
возбудителей микобактериозов. Традиционные микро-
биологические методы зачастую оказываются недо-
статочно эффективными, однако ранняя диагностика 
и своевременное лечение имеют критическое значе-
ние. Всё это обосновывает разработку современных 
молекулярно-генетических подходов для дифферен-
циальной диагностики микобактериозов.

Ранее проведённые масштабные исследования 
возбудителей микобактериозов свидетельствуют о на-
личии определённых географических особенностей 
видового разнообразия НТМБ, выделяемых от людей 
[5–8]. Однако, информация о заболеваемости и ре-
зультатах лечения НТМБ инфекций в стране остаётся 
ограниченной, а территории азиатской части России 
со значительным количеством людей с ослабленным 
иммунитетом вследствие ВИЧ-инфекции оказались 
малоизученными.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Оценка видового разнообразия НТМБ, выделенных 
из клинического материала пациентов ОГБУЗ «Иркут-
ская областная клиническая туберкулёзная больница» 
с подозрением на туберкулёз и микобактериоз, с при-
менением секвенирования генов 23S рРНК и groEL2.

МЕТОДЫ

В ретроспективное когортное исследование вклю-
чены штаммы НТМБ, полученные от 63 пациентов 
с подозрением на туберкулёз и микобактериоз лёгких, 
проходивших лечение и диагностику в ИОКТБ в пери-
од 2018–2024  гг. Социально-демографические данные 
были доступны для 68,3 % (43/63) пациентов. Средний 
возраст пациентов составил 41 [36; 50] год (мужчи-
ны – 62,8 %, женщины – 37,2 %). Информация о ВИЧ-ин-
фекции была доступна для 22,2  % пациентов (14/63), 
из них 8 человек (12,7 % от общей выборки) имели по-
ложительный ВИЧ-статус. Ввиду малого числа наблю-
дений с известным статусом статистическое сравне-
ние групп ВИЧ‑положительных и ВИЧ‑отрицательных 
пациентов не проводилось. Исследование одобрено 
Этическим комитетом ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ (протокол № 4 
от 16.11.2020) и выполнено с информированного согла-
сия пациентов.

Из биологического материала пациентов (мокрота, 
кровь, промывные воды бронхов, оперативный мате-
риал) были выделены клинические изоляты микобак-
терий как описано ранее Ждановой С.Н. с соавторами 
[9]. Отбор клинического материала и первичную иден-
тификацию культур проводили в соответствии с при-
казом МЗ РФ №  951 от 29 декабря 2014  г. сотрудники 
ИОКТБ. Бактериальные культуры выращивали на плот-
ной среде Левенштейна–Йенсена при температуре 
+37°С в течение 3 месяцев. Для инактивации использо-
вали 50 % изопропанол с 1 % цетилтриметиламмония 
бромида (CTAB). Чистые культуры хранили в виде му-
зейной коллекции при температуре -80°С. Экстракцию 
ДНК из 100  мкл бактериальной суспензии выполняли 
фенол-хлороформным методом с предварительной об-
работкой реагентами набора «РИБО-преп» (AmpliSens, 
Россия).

Молекулярно-генетическую идентификацию куль-
тур проводили в два этапа. На первом этапе выполняли 
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скрининг коллекции методом ПЦР в реальном времени 
с использованием разработанной ранее тест-системы 
на консервативный локус гена groEL2 (Rv0440), кото-
рая позволяет дифференцировать представителей 
комплекса M. tuberculosis от НТМБ или штаммов, не не-
сущих специфических маркеров рода Mycobacterium 
[10]. На втором этапе осуществляли видовую иден-
тификацию штаммов путём секвенирования одного 
из следующих генетических маркеров: фрагментов 
рибосомального оперона 16S–ITS–23S (с использова-
нием праймеров 27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, 
1087R 5’-GAYYRGTGAGCTRTTACGC-3’ – фрагмент 1, 
2490R 5’-GACATCGAGGTGCCAAAC-3’ – фрагмент 2) 
(рис. 1) либо фрагмента гена groEL2 (с использованием 
праймеров TB11 5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3’ и TB12 
5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’). 

Продукты амплификации очищали с использова-
нием набора ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Thermo 
Fisher Scientific, США) согласно протоколу произво-
дителя. Секвенирование по Сэнгеру проводили с ис-
пользованием наборов BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, США) и Bril-
liantDye™ Terminator (v3.1) Cycle Sequencing Kit (Nim-
agen, Нидерланды) на генетическом анализаторе «НА-
НОФОР 05» (Синтол, Россия) в ЦКП «Центр разработки 
прогрессивных персонализированных технологий 
здоровья» ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ.

Анализ и редактирование первичных нуклеотид-
ных последовательностей проводили в программе 
BioEdit v. 7.2.5. Видовую принадлежность штаммов 
определяли выравниванием на референсные после-
довательности с использованием алгоритма BLAST 
базы данных GenBank (NCBI, США). Множественное 
выравнивание нуклеотидных последовательностей 
выполняли с помощью MAFFT (v.7.526) (параметры ad-
justdirection, auto). Неинформативные участки удаля-
ли с использованием TrimAl (v.1.5) (параметры gt 0.8, 
cons  60). Филогенетический анализ проводили мето-
дом максимального правдоподобия в IQTREE (v.3.1.1). 
Оптимальные эволюционные модели определяли с по-
мощью ModelFinder (критерий BIC). Поддержку ветвей 
оценивали ультрабыстрым бутстрэпом (1000 реплик) 

с оптимизацией bnni. На деревьях указывали значения 
поддержки ≥ 75 % (параметр minsup 0.75), масштабная 
линейка соответствует числу замен на сайт. Визуализа-
ция выполнена в iTOL.

Статистическую обработку данных выполняли 
в программе GraphPad Prism v. 8.0.1. Достоверность 
различий оценивали с помощью критерия ꭓ2 Пирсона 
с поправкой Йейтса. Различия считали статистически 
значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Таксономическая структура и общая характе‑
ристика выборки

Из 63 проанализированных архивных образцов, 
имевших спорный статус при первичной микробиоло-
гической диагностике, методами молекулярно-генети-
ческого анализа были верифицированы 50 изолятов 
(79,4  %). В 13 случаях идентификация не удалась, что, 
вероятно, обусловлено естественной деградацией ДНК 
при длительном хранении или низком исходном титре 
бактериальных клеток в биоматериале.

На этапе скрининга методом ПЦР в реальном вре-
мени по гену groEL2 4 штамма (7,4  %) были отнесены 
к комплексу M.  tuberculosis. В структуре микроорга-
низмов, идентифицированных с помощью секвениро-
вания по Сэнгеру, преобладали НТМБ – 41 изолят. Ещё 
5 образцов принадлежали к иным таксономическим 
группам: Nocardia farcinica, Actinomadura sp., Streptococ-
cus oralis, Staphylococcus epidermidis. Для ряда образцов 
результаты секвенирования выбранных локусов не по-
зволили провести дискриминацию между близкород-
ственными таксонами (подробные данные представле-
ны в табл. 1).

Группа НТМБ была представлена преимущественно 
медленнорастущими видами (85,4  %), среди которых 
доминировали представители M. avium complex (MAC): 
M.  avium (53,7  %) и M.  intracellulare (12,2  %). Опреде-
лённый интерес представлял изолят 24-5382 M. avium, 
выделенный из казеозного материала хирургически 
иссечённого туберкулёзного очага. Получение куль-
туры из стерильного локуса с высокой долей вероят-
ности исключает случайную контаминацию образца 
микробиотой верхних дыхательных путей. Среди мед-
леннорастущих видов НТМБ встречался также M. para-
gordonae (4,9 %).

Быстрорастущие виды встречались в 5,7 раз реже 
(14,6  %), среди них доминировал M.  abscessus (7,3  %). 
В единичных случаях выявлялись быстрорастущие 
M. fortuitum, M. holsaticum и близкородственные M. far-
cinogenes/M.  senegalense. При рассмотрении много-
летней динамики отмечено увеличение доли бы-
строрастущих НТМБ с 9,1  % в 2018–2019  гг. до 21,1  % 
в период 2020–2024  гг. Тем не менее, выявленная 
тенденция не достигла статистической значимости 
(ꭓ2 с поправкой Йейтса равен 0,41, p = 0,5), что указы-
вает на необходимость расширения выборки для под-
тверждения данного тренда.

РИС. 1. 
Схема рибосомального оперона 16S–ITS–23S с указанием прай-
меров и фрагментов гена 23S рРНК, использованных для видо-
вой идентификации методом секвенирования по Сэнгеру
FIG. 1. 
Scheme of the 16S–ITS–23S ribosomal operon showing the prim-
ers and 23S rRNA gene fragments used for species identification 
by Sanger sequencing
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Номер 
штамма

Генетический 
маркер

Длина 
ампликона, п.н.

Сходство по данным NCBI, номер 
доступа GenBank

Идентифицированный 
вид

18-10346 16S рРНК 542 542/542 (100%), MZ823582.1 Mycobacterium avium

18-14064 groEL2 388 388/388 (100%), KF432645.1 Mycobacterium intracellulare

18-57104 groEL2 372 362/372 (97%), KF432815.1 Mycobacterium intracellulare

19-735 groEL2 387 386/387 (99%), MT025809.1 Mycobacterium avium

19-750(1) groEL2, 23S рРНК 
(фрагмент 2) 474, 327

473/474 (99%), CP031418.1 (groEL2);
325/327 (99%), CP133580.1 (23S рРНК 
(фрагмент 2))

Nocardia farcinica

19-750(2) groEL2 385 384/385 (99%), KF432769.1;
384/385 (99%), KF432742.1

Mycobacterium fortuitum/
Nocardia farcinica

19-590 23S рРНК 
(фрагмент 1, 2) 360, 585 585/585 (100%), CP023627.1 (фрагмент 1);

345/360 (96%), CP130811.1 (фрагмент 2); Mycobacterium tuberculosis

19-5592 groEL2 381 381/381 (100%), KF432615.1 Mycobacterium intracellulare

19-1781 23S рРНК 
(фрагмент 1) 292 289/292 (99%), CP033427.1;

289/292 (99%), AP024264.1
Mycobacterium avium/
Mycobacterium intracellulare

19-2934 groEL2 385 384/385 (99%), KF432724.1 Mycobacterium intracellulare

19-531 groEL2 381 380/381 (99%), KF432724.1 Mycobacterium intracellulare

19-6905 groEL2 379 379/379 (100%), MW523703.1 Mycobacterium avium

19-ф951 groEL2 387 386/387 (99%), KF432581.1 Mycobacterium avium

19-8593 groEL2 380 380/380 (100%), KF432581.1 Mycobacterium avium

19-8914 groEL2 380 380/380 (100%), KF432581.1 Mycobacterium avium

19-762 groEL2 392 390/392 (99%), KF432581.1 Mycobacterium avium

19-4958 groEL2 390 389/390 (99%), KF432581.1 Mycobacterium avium

19-4965 groEL2 388 387/388 (99%), MW523703.1 Mycobacterium avium

19-8839 groEL2 389 388/389 (99%), KF432581.1 Mycobacterium avium

19-ф1174 23S рРНК 
(фрагмент 2) 308 301/308 (98%), CP080998.1 Mycobacterium holsaticum

19-ф1172 23S рРНК 
(фрагмент 1) 546 543/546 (99%), CP060409.1 Mycobacterium fortuitum

19-ф569 23S рРНК 
(фрагмент 1) 457 451/457 (99%), FR720602.1 Streptococcus oralis

19-5035 23S рРНК 
(фрагмент 1) 506 506/506 (100%), CP025546.1 Mycobacterium 

paragordonae

19-11272 23S рРНК 
(фрагмент 2) 577 570/577 (99%), CP033427.1 Mycobacterium avium

19-ф1488 23S рРНК 
(фрагмент 1) 509 503/509 (99%), CP025546.1;

502/509 (99%), CP045092.1

Mycobacterium 
paragordonae/
Mycobacterium riyadhense

19-ф1580 23S рРНК 
(фрагмент 1) 591 587/591 (99%), CP083996.1;

587/591 (99%), CP015272.1
Mycobacterium avium/
Mycobacterium intracellulare

20-414 23S рРНК 
(фрагмент 2) 366 361/366 (99%), CP052955.1 Staphylococcus epidermidis

20-14648 23S рРНК 
(фрагмент 1) 505 501/505 (99%), ON194591.1 Mycobacterium abscessus

20-7830 23S рРНК 
(фрагмент 2) 460 454/460 (99%), CP125773.1 Mycobacterium abscessus

21-3095 23S рРНК 
(фрагмент 1) 484 479/484 (99%), CP083996.1; 

479/484 (99%), CP015272.1
Mycobacterium avium/
Mycobacterium intracellulare

ТАБЛИЦА 1

РЕЗУЛЬТАТЫ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
ИДЕНТИФИКАЦИИ ИЗОЛЯТОВ С ПОМОЩЬЮ 
СЕКВЕНИРОВАНИЯ 16S–ITS–23S ФРАГМЕНТА 
РИБОСОМАЛЬНОГО ОПЕРОНА ИЛИ ГЕНА groEL2

TABLE 1

RESULTS OF MOLECULAR GENETIC IDENTIFICATION 
OF ISOLATES USING SEQUENCING OF THE 16S–
ITS–23S RIBOSOMAL OPERON FRAGMENT OR THE 
groEL2 GENE
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При возрастной стратификации пациентов (со-
гласно классификации Всемирной организации здра-
воохранения) наиболее многочисленной оказалась 
группа молодого возраста (до 44 лет, n  =  24), одина-
ково представленная пациентами обоих полов. Сре-
ди них наблюдалось максимальное таксономическое 
разнообразие микобактерий: 6 видов НТМБ с количе-
ственным преобладанием представителей MAC (n = 15, 
37,5  % от общего объёма выборки) и двумя случаями 
истинного туберкулёза. В данной группе наблюдались 
также пациенты с немикобактериальными патогенами 
(N. farcinica, S. oralis, Actinomadura sp.). В группу средне-
го возраста (45–59 лет, n = 9) в основном вошли паци-
енты мужского пола, среди которых в подавляющем 
большинстве выявлялись M.  avium (6 случаев). Среди 
пациентов пожилого возраста (старше 60 лет, n = 7), где 

также было больше мужчин, чаще выявлялись M. intra-
cellulare (3 случая).

Молекулярная верификация и сравнительный 
филогенетический анализ

Сравнительный анализ трёх генетических мише-
ней позволил не только верифицировать виды НТМБ, 
имевшие неоднозначный статус при первичном секве-
нировании, но и подтвердить циркуляцию редких 
для региона таксонов. Эффективность дифференциа-
ции варьировала в зависимости от выбранного локуса 
и исследуемой группы микроорганизмов.

Филогенетическая топология древа, реконстру-
ированного по фрагменту 1 (рис.  1) гена 23S рРНК 
(513 п.н.), демонстрировала чёткую дивергенцию меж-
ду кластерами медленнорастущих и быстрорастущих 
НТМБ, разделяющихся в базальном узле с высокой 

ТАБЛИЦА 1 (продолжение) TABLE 1 (continued)

Номер 
штамма

Генетический 
маркер

Длина 
ампликона, п.н.

Сходство по данным NCBI, номер 
доступа GenBank

Идентифицированный 
вид

24-442ф 23S рРНК 
(фрагмент 1) 544 539/544 (99%), CP183427.1;

539/544 (99%), CP080510.1
Mycobacterium farcinogenes/
Mycobacterium senegalense

24-408ф 23S рРНК 
(фрагмент 2) 544 541/544 (99%), CP033427.1 Mycobacterium avium

24-4300 23S рРНК 
(фрагмент 1) 425 422/425 (99%), NG_041979.1; 

422/425 (99%), CP076381.2
Mycobacterium avium/
Mycobacterium intracellulare

24-4259 23S рРНК 
(фрагмент 1) 563 560/563 (99%), CP194528.1 Mycobacterium abscessus

24-5821 23S рРНК 
(фрагмент 1) 550 548/550 (99%), CP018019.2 Mycobacterium avium

24-5717 23S рРНК 
(фрагмент 1, 2) 589, 538 588/589 (99%), CP018019.2 (фрагмент 1);

535/538 (99%), CP033427.1 (фрагмент 2) Mycobacterium avium

24-ф705 23S рРНК 
(фрагмент 1) 571 568/571 (99%), CP015272.1;

568/571 (99%), AP024258.1

Mycobacterium intracellulare/
Mycobacterium 
paraintracellulare

24-809 23S рРНК 
(фрагмент 1) 539 539/539 (100%), NG_041979.1 Mycobacterium avium

24-6423 23S рРНК 
(фрагмент 1) 509 508/509 (99%), NG_041979.1 Mycobacterium avium

24-5997 23S рРНК 
(фрагмент 1, 2) 546, 462 546/546 (100%), CP018019.2 фрагмент 1); 

462/462 (100%), CP033427.1 (фрагмент 2) Mycobacterium avium

24-ф715 23S рРНК 
(фрагмент 1, 2) 524, 298 521/524 (99%), CP191830.1 (фрагмент 1);

264/298 (89%), CP191830.1 (фрагмент 2) Actinomadura sp.

24-5382 23S рРНК 
(фрагмент 1) 588 587/588 (99%), CP018019.2 Mycobacterium avium

24-855 23S рРНК 
(фрагмент 1) 579 572/579 (99%), CP018019.2 Mycobacterium avium

24-531 23S рРНК 
(фрагмент 1) 626 626/626 (100%), CP025546.1 Mycobacterium 

paragordonae

24-ф718 23S рРНК 
(фрагмент 1) 525 518/525 (99%), CP018019.2 Mycobacterium avium

24-920 23S рРНК 
(фрагмент 1) 589 588/589 (99%), CP018019.2 Mycobacterium avium

24-978ф 23S рРНК 
(фрагмент 1) 571 571/571 (100%), CP195520.1 Mycobacterium avium
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бутстреп-поддержкой (рис.  2). Локус демонстрирует 
достаточную разрешающую способность для выде-
ления монофилетических ветвей редких представи-
телей быстрорастущих НТМБ, таких как M.  abscessus 
и M. fortuitum. Однако разрешающая способность в от-
ношении ряда других филогенетически близких видов 
быстро- и медленнорастущих НТМБ остаётся ограни-
ченной. Так, M.  farcinogenes и M.  senegalense сформи-
ровали единый кластер без признаков дивергенции. 

Аналогичные затруднения отмечались для пар ви-
дов M.  intracellulare/M.  paraintracellulare и M.  para-
gordonae/M.  riyadhense, а также в группе M.  tubercu-
losis complex, где референсные последовательности 
M. tuberculosis и M. bovis оказались идентичны.

Критическим ограничением данного маркера яв-
ляется отсутствие филогенетического разрешения 
внутри MAC-группы. Штаммы M.  avium и M.  intracel-
lulare, включая референсные последовательности, 

РИС. 2. 
Филогенетическое дерево максимального правдоподобия, 
построенное на основе анализа фрагмента 1 гена 23S рРНК 
(513 п.н.) для штаммов рода Mycobacterium и близких так-
сонов. Реконструкция выполнена с использованием модели 
TPM3u+F+I+G4. Дерево неукоренённое, для ориентации пока-
зан M. adipatum. В узлах указаны значения бутстрэп-поддерж-
ки (≥ 75 %).

FIG. 2. 
Maximum likelihood phylogenetic tree based on the analysis 
of fragment 1 of the 23S rRNA gene (513 bp) for Mycobacterium 
strains and related taxa. Reconstruction was performed using 
the TPM3u+F+I+G4 model. The tree is unrooted; M. adipatum 
is shown for orientation. Bootstrap support values (≥ 75 %) are in-
dicated at the nodes.
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формируют единый недифференцированный кластер, 
что характерно для консервативных участков генов 
рРНК. При этом все клинические образцы MAC-груп-
пы продемонстрировали высокую степень гомологии 
с референсными штаммами из базы данных GenBank.

Использование более протяжённого дистального 
фрагмента 2 (рис. 1) гена 23S рРНК (594 п.н.) позволи-
ло значительно расширить спектр верифицируемых 
таксонов (рис.  3). На филогенетическом древе была 
подтверждена идентификация немикобактериаль-
ных патогенов Actinomadura  sp. и N.  farcinica, а также 
представителей видов M.  abscessus и M.  tuberculosis. 
В отличие от первого изученного фрагмента, данный 
локус обеспечил расхождение ветвей M. avium и M. in-
tracellulare. Также следует отметить изолят 19-ф1174, 
который кластеризовался совместно с референс-
ной последовательностью M.  holsaticum. Значитель-
ные различия в длине ветвей указывают на наличие 
нуклеотидных замен, что может свидетельствовать 
о внутривидовой генетической вариабельности 
регионального штамма.

Филогенетический анализ по гену groEL2 подтвер-
дил его высокую ценность для дискриминации видов 

внутри группы MAC, обеспечив наиболее надёжное 
расхождение ветвей M. avium и M. intracellulare (рис. 4). 
Тем не менее, была выявлена специфическая диа-
гностическая «слепая зона» данного генетического 
маркера – локус не обеспечивает разделения между 
видами N. farcinica и M. fortuitum. Из-за данного огра-
ничения оказалось невозможно окончательно опре-
делить видовую принадлежность изолята 19-750(2), 
для которого проводилось секвенирование только 
по гену groEL2. В то же время статус изолята 19-750(1) 
был подтверждён как N. farcinica благодаря дополни-
тельному исследованию фрагмента 2 гена 23S рРНК 
(рис.  3), что подчёркивает необходимость комплекс-
ного использования рибосомальных и белок-кодиру-
ющих мишеней.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что протяжённый дистальный фрагмент 2 гена 23S 
рРНК обладает большей универсальностью для пер-
вичного скрининга широкого спектра НТМБ, в то вре-
мя как ген groEL2 остаётся критически важным ин-
струментом для уточнения структуры MAC-комплекса, 
несмотря на возможную межродовую перекрёстную 
гомологию.

РИС. 3. 
Филогенетическое дерево максимального правдоподобия, 
построенное на основе анализа фрагмента 2 гена 23S рРНК 
(594 п.н.) для штаммов рода Mycobacterium и близких так-
сонов. Реконструкция выполнена с использованием модели 
TPM3u+I+G4. Дерево неукоренённое, для ориентации приве-
дён таксон Actinomadura geliboluensis. В узлах указаны значе-
ния бутстрэп-поддержки (≥ 75 %).

FIG. 3. 
Maximum likelihood phylogenetic tree based on the analysis 
of fragment 2 of the 23S rRNA gene (594 bp) for Mycobacterium 
strains and related taxa. Reconstruction was performed using the 
TPM3u+I+G4 model. The tree is unrooted; Actinomadura gelibol-
uensis is shown for orientation. Bootstrap support values (≥ 75 %) 
are indicated at the nodes.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящее исследование расширяет цикл работ 
по изучению видового разнообразия НТМБ у иммуно-
компрометированных лиц Восточной Сибири [10–13]. 
Достоверная оценка уровня заболеваемости мико-
бактериозами на сегодняшний день затруднена, так 
как данные заболевания не подлежат официальной 
статистической регистрации, а мониторинг осложнён 
дефицитом доступных методов диагностики [8]. Тем 
не менее, исследователи отмечают неуклонный рост 
числа случаев НТМБ как у ВИЧ-инфицированных, так 
и у иммунокомпетентных лиц, связанный с распро-
странением хронических заболеваний лёгких, таких 

как ХОБЛ и муковисцидоз [2]. В развитых странах этот 
процесс сопровождается феноменом «освобождения 
ниши» на фоне снижения заболеваемости туберкулё-
зом [1]. Опасность НТМБ-инфекций обусловлена тяже-
стью клинических проявлений и высокой природной 
устойчивостью возбудителей к большинству проти-
вотуберкулёзных препаратов [14]. При некорректной 
дифференциальной диагностике микобактериоз, вы-
званный MAC или быстрорастущими НТМБ, ведёт к на-
значению неэффективных схем химиотерапии.

До настоящего времени спектр НТМБ в Восточной 
Сибири остаётся малоизученным. Полученные нами 
результаты за период 2018–2024 гг. подтверждают ве-
дущую роль MAC-комплекса в структуре выделенных 

РИС. 4. 
Филогенетическое дерево максимального правдоподобия, по-
строенное на основе анализа гена groEL2 (398 п.н.) для штам-
мов рода Mycobacterium и близких таксонов. Реконструкция 
выполнена с использованием модели TIM2+F+I+G4. Дерево 
неукоренённое, для ориентации приведён таксон N. farcinica. 
В узлах указаны значения бутстрэп-поддержки (≥ 75 %).

FIG. 4. 
Maximum likelihood phylogenetic tree based on the analysis of the 
groEL2 gene (398 bp) for Mycobacterium strains and related taxa. 
Reconstruction was performed using the TIM2+F+I+G4 model. The 
tree is unrooted; N. farcinica is shown for orientation. Bootstrap 
support values (≥ 75 %) are indicated at the nodes.
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штаммов (65,9 %) с доминированием M. avium (53,7 %), 
а также указывают на значимую долю M.  intracellulare 
(12,2  %), характеризующейся высокой природной ре-
зистентностью к антибактериальной терапии. Эти дан-
ные согласуются с результатами отечественных и ми-
ровых исследований [15]. В России превалирование 
MAC отмечено в Центральном [5] и Северо-Западном 
федеральном округе [7], Калининграде и Оренбурге [3], 
а также в Архангельской области [16] и ряде регионов 
Сибири (до 67 %) [6]. Однако видовой спектр НТМБ в РФ 
неоднороден. В отличие от Центральной России, где 
значимую долю составляют также медленнорастущие 
M. xenopi (Москва) [5] и M. kansasii (Самара) [17], в ази-
атской части страны и Сибирском федеральном округе 
(Новосибирская и Томская области) эти виды встре-
чаются реже [6]. При этом Томская область, как и Ир-
кутская в нашем исследовании, отличается от других 
регионов Сибири большей частотой встречаемости 
М. intracellulare (до 18,6 %) [6]. В Якутии лидируют M. avi-
um, M. fortuitum и M. gordonae [18]. В Ханты-Мансийске 
комплекс MAC встречается реже, чем M. gordonae, при 
этом внутри комплекса доминирует M.  intracellulare, 
а не M. avium [3]. В регионах Сибири среди быстрора-
стущих видов традиционно преобладают представи-
тели комплекса M.  abscessus/M.  chelonae и M.  fortuitum 
[6], что было подтверждено и в нашей работе. Выявлен-
ная нами низкая частота микст-инфекций туберкулёза 
и микобактериозов соответствует общероссийским по-
казателям, не превышающим 2 % [19].

Особого внимания заслуживает динамика выяв-
ления быстрорастущих НТМБ (M.  abscessus, M.  fortu-
itum). Зафиксированный двукратный рост в период 
2020–2024  гг. согласуется с общероссийской и обще-
мировой тенденцией постковидного периода, которая 
может быть связана с повреждением лёгочной ткани 
при вирусных пневмониях и с селективным давлением 
из-за интенсивного применения антибиотиков широ-
кого спектра [5, 20]. Быстрорастущие НТМБ характери-
зуются экстремальной устойчивостью не только к анти-
биотикам, но и к распространённым дезинфектантам 
(хлор, формальдегид) [21]. Идентификация в нашем 
исследовании редких для человека таксонов, таких 
как M.  holsaticum, M.  farcinogenes и M.  senegalense рас-
ширяет представление о региональном разнообразии 
НТМБ. Последние два вида филогенетически близки 
к M. fortuitum и исторически ассоциированы с заболе-
ваниями крупного рогатого скота [22]. Всё это указы-
вает на сложность их таксономической верификации 
и возможность существования недооценённых путей 
трансмиссии в азиатской части РФ.

Опасность представляют также выявленные слу-
чаи немикобактериальных патогенов, таких как N.  far-
cinica. Способность нокардий имитировать клини-
ко-рентгенологическую картину туберкулёза (включая 
формирование туберкулёзных очагов), давать лож-
ноположительные результаты при окрашивании 
на кислотоустойчивость и их медленный рост в культуре 
создают риски ошибочной диагностики [23]. Диагности-
ческие трудности усугубляются также недостаточной 

осведомлённостью врачей [24]. Учитывая, что нокар-
диоз требует специфической терапии сульфанилами-
дами, своевременная дифференциация крайне важна 
для прогноза и выбора тактики лечения пациента.

Выделенные представители S.  oralis, S.  epidermidis 
и Actinomadura  sp. также обладают условно-патоген-
ным потенциалом. Несмотря на то, что S. oralis является 
частью нормальной микрофлоры, у лиц с ослабленным 
иммунитетом он может выступать возбудителем бак-
териемии и тяжёлых воспалительных процессов [25]. 
Однако, данных, что эти бактерии отягощают лёгочный 
туберкулёз, не приведено. Изоляты S. epidermidis ранее 
неоднократно выделялись нами из туберкулёзных оча-
гов и представляют собой патогенетически значимую 
сателлитную микробиоту туберкулёзных очагов [26]. 
Идентификация почвенных микроорганизмов рода 
Actinomadura, способных вызывать хронические пио-
гранулёматозные инфекции и пневмонии, расширяет 
этиологический спектр выявляемых патогенов. Сооб-
щалось о случаях выделения лекарственно-устойчиво-
го штамма Actinomadura geliboluensis из бронхоальвео
лярной жидкости пациента с пневмонией [27]. Таким 
образом, обнаруженные в работе немикобактериаль-
ные патогены могут являться реальными оппортуни-
стическими возбудителями. Их выявление особенно 
актуально в случаях неэффективности стандартной 
противотуберкулёзной терапии.

Современная лабораторная диагностика мико-
бактериозов действительно постепенно смещается 
от традиционных методов культивирования в сторону 
высокоточных молекулярно-генетических технологий 
[1]. В настоящее время разработаны и применяются 
отечественные и зарубежные коммерческие наборы 
на основе ПЦР, например, «Амплитуб МБТК  +  НТМБ», 
«Амплитуб-НТМБ-дифференциация» (Синтол, Россия), 
GenoType Mycobacterium CM\AS (Hain Lifescience, Гер-
мания). MALDI-TOF масс-спектрометрия успешно при-
меняется в референс-центрах, однако сохраняет огра-
ничения при идентификации ряда медленнорастущих 
НТМБ [28]. Сходная проблема характерна и для «золо-
того стандарта» – секвенирования участков гена 16S 
рРНК. Умеренная изменчивость этого генетического 
локуса ограничивает возможность дифференцировать 
виды внутри MAC-комплекса. В то же время методики 
полногеномного секвенирования, обеспечивающие 
максимальную точность, остаются малодоступными 
для рутинных региональных исследований вследствие 
их высокой стоимости.

Как показало данное исследование, выбор мишени 
для секвенирования напрямую определяет точность 
диагностики. Несмотря на то, что секвенирование вы-
бранного фрагмента 1 гена 23S рРНК позволяет иден-
тифицировать широкий спектр быстрорастущих НТМБ, 
его разрешающей способности недостаточно для дис-
криминации видов внутри комплекса MAC. Исполь-
зование более протяжённого дистального фрагмента 
гена 23S рРНК (фрагмент 2) и гена groEL2 оказалось 
оптимальным, так как позволило дискриминировать 
M. avium и M. intracellulare, а также выявить ряд редких 
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НТМБ и немикобактериальных патогенов. Таким обра-
зом, применённый подход позволил компенсировать 
«слепые зоны» отдельных генетических маркеров.

Основным ограничением исследования являет-
ся относительно небольшой объём выборки, ограни-
ченный лицами с подозрением на туберкулёз лёгких. 
В исследование не вошли другие значимые группы 
риска, такие как пациенты с муковисцидозом, ХОБЛ, 
а также больные с внелёгочной патологией, независи-
мо от их ВИЧ-статуса. Дальнейшее расширение охвата 
за счёт этих категорий пациентов позволит сформиро-
вать более полную эпидемиологическую карту распро-
странения НТМБ в Иркутской области.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данное исследование в динамике характеризует 
таксономический спектр НТМБ в Иркутской области. 
Обнаружено доминирование MAC-комплекса (65,9  %) 
и постковидный рост доли быстрорастущих НТМБ 
до 21,1 %. В условиях отсутствия в РФ централизованно-
го мониторинга НТМБ и ограниченной разрешающей 
способности стандартных методик, предложенный ал-
горитм на основе анализа фрагментов генов 23S рРНК 
и groEL2 обеспечил достоверную дифференциацию 
M.  avium и M.  intracellulare, а также позволил выявить 
ряд редких для региона и России микобактериальных 
таксонов: M.  paragordonae, M.  abscessus, M.  fortuitum, 
M.  holsaticum и M.  farcinogenes/M.  senegalense. Иденти-
фицированы немикобактериальные «диагностические 
маски» туберкулёза, такие как N. farcinica, S. oralis, S. epi-
dermidis и Actinomadura  sp. Результаты работы указы-
вают на критическую важность видовой верификации 
НТМБ и обосновывают необходимость использова-
ния нескольких независимых генетических мишеней 
для исключения таксономических ошибок.
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