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В работе представлены данные генотипирования и опре-

деления спектра мутаций лекарственной устойчивости  

M. tuberculosis, выделенных от больных туберкулезом, находя-

щихся на лечении в клинике Уральского НИИ фтизиопульмоно-

логии г. Екатеринбурга в 2012–2016 гг. Показаны возможности 

технологий «Ампилитуб-Beijing» (НПК «Синтол»), GenoType® 

MTBDR (Hain Lifescience) и тест-системы «ТБ-ТЕСТ» (ООО 

«Биочип-ИМБ») для проведения внутривидовой дифференциа-

ции M. tuberculosis и выявления эпидемиологически-значимых 

вариантов возбудителя туберкулеза (Beijing МЛУ) непосред-

ственно из клинического материала.
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This study presents genotyping and drug resistance mutations data 

of M. tuberculosis isolated from tuberculosis patients from 2012 to 

2016 in Ural Research Institute of Phthisiopulmonology, Ekaterinburg. 

We performance capabilities of Amplitub-Beijing (Sintol, Russia), 

GenoType® MTBDR (Hain Lifescience, Germany) and TB-TEST 

(Biochip-IMB, Russia) test-systems for differentiation and diagnostic 

of epidemiology significant variants of M. tuberculosis (Beijing MDR) 

in clinical samples. 
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Введение
Распространение штаммов возбудителя туберкулеза с мно-

жественной и широкой лекарственной устойчивостью (МЛУ и 

ШЛУ) ставит задачу внедрения в практику лабораторий про-

тивотуберкулезных учреждений ускоренных методов опреде-

ления лекарственной устойчивости возбудителя. В настоящее 

время на территории России рекомендованы к применению 

четыре молекулярно-генетических подхода, позволяющих в 

короткие сроки идентифицировать мутации, ассоциирован-

ные с лекарственной устойчивостью M. tuberculosis (МБТ) к 

противотуберкулезным препаратам (ПТП), непосредственно в 

диагностическом материале, полученном от больного тубер-

кулезом:

1. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в режиме реального 

времени (определение ЛУ МБТ к рифампицину, изониазиду, 

фторхинолонам). 

2. ДНК-стриповая технология (определение ЛУ МБТ к ри-

фампицину, изониазиду, фторхинолонам, этамбутолу, амино-

гликозидам/полипептиду). 

3. Биочиповая технология (определение ЛУ МБТ к рифампи-

цину, изониазиду, фторхинолонам).

4. Картриджная технология GeneXpert MTB/RIF – определе-

ние ЛУ МБТ к рифампицину [9]. 

При этом данные о наличии или отсутствии мутаций, ассоци-

ированных с ЛУ к ПТП, должны учитываться лечащим врачом 

не только с точки зрения выбора режима химиотерапии, но 
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также с точки зрения эпидемиологической опасности боль-

ного и его размещения в противотуберкулезном стациона-

ре. Однако генетическая вариабельность МБТ представляет 

собой не только полиморфизмы в генах, ответственных за 

возникновение ЛУ, но и захватывает другие участки гено-

ма. В настоящее время известно, что генетически неодно-

родная российская популяция возбудителя туберкулеза 

насчитывает более 20 генетических семейств/линий, среди 

которых доминируют Beijing (50–80%), LAM (10–40%), Ural 

(2–15%), Haarlem (2–15%) [1, 3, 4, 7, 8]. В пределах каждой ге-

нетической линии можно выделить отдельные группы или 

кластеры генетически родственных штаммов. На основе 

данных генотипирования были выделены отдельные кла-

стеры изолятов, ассоциированные с МЛУ и имеющие эпи-

демиологическое и клиническое значение на территории 

России (Beijing B0) [1-3, 6, 8, 10, 13]. В классическом вари-

анте генотипирование проводят при выделении культуры  

M. tuberculosis с использованием сполиготипирования, 

MIRU-VNTR- и IS6110-RFLP-типирования и других методов 

исследования геномного полиморфизма микобактерий [11, 

12, 13]. Однако в последнее время появились коммерческие 

тест-системы, позволяющие проводить «грубое» генотипи-

рование возбудителя туберкулеза непосредственно в кли-

ническом материале и выделять его эпидемиологически 

значимые варианты: «Амплитуб-Beijing» (НПК «Синтол», Рос-

сия), «ТБ-ТЕСТ» (ООО Биочип-ИМБ, Россия) и «СПОЛИГО-БИО-

ЧИП» (ООО «Биочип-ИМБ», Россия).

Цель исследования
Оценить возможность использования тестов «Амплитуб-

Beijing» (НПК «Синтол», Россия) и «ТБ-ТЕСТ» («ООО Биочип-

ИМБ», Россия) для внутривидовой дифференциации микобак-

терий туберкулеза, выделенных из клинического материала.

Материалы и методы исследования
Для исследования было отобрано 255 образцов операци-

онного материала, полученного от больных, оперированных 

по поводу туберкулеза легких в клинике Уральского НИИ фти-

зиопульмонологии в 2012–2014 гг. Во всех образцах была вы-

явлена ДНК M. tuberculosis complex и в 241 случае определены 

мутации, ассоциированные с устойчивостью к ПТП. 

Выделение и амплификацию ДНК M. tuberculosis проводили с 

использованием наборов «РеалБест ДНК МВТС» (ООО «Вектор-

Бест», Россия) и «Амплитуб-РВ» (НПК «Синтол», Россия) на при-

боре CFX (BioRad, США).

Определение мутаций в генах rpoB, katG и inhA, обуславли-

вающих устойчивость к рифампицину и изониазиду, прово-

дили с использованием набора GenoType® MTBDRplus (Hain 

Lifescience, Германия), в генах gyrB, rrs, embB, обуславливающих 

устойчивость к фторхинолонам, аминогликозидам/капрео-

мицину, этамбутолу – с использованием набора  GenoType® 

MTBDRsl (Hain Lifescience, Германия).

Для дифференциации изолятов на группы Beijing и 

non-Beijing методом ПЦР использовали ПЦР-тест-систему 

«Амплитуб-Beijing» (НПК «Синтол», Россия).

С 2016 г. в лаборатории Уральского НИИ фтизиопульмо-

нологии начались исследования по определению спектра 

мутаций в генах rpoB, katG, inhA, ahpC gyrA, gyrB, rrs, eis, embB, 

обуславливающих устойчивость к рифампицину, изониазиду, 

фторхинолонам, аминогликозидам, этамбутолу, и принадлеж-

ности выделенных изолятов к эндемичным для территории 

России семействам Beijing, Haarlem, LAM, Ural с использова-

нием тест-системы «ТБ-ТЕСТ» (ООО «Биочип-ИМБ», Россия). 

Для оценки возможностей данной тест-системы был отобран 

21 образец клинического материала, выделенного в 2016 г. 

от 21 больного и положительный по данным количественной 

ПЦР. Операционный материал был представлен 12 образ-

цами (пять – костная ткань, семь – ткань легкого), мокрота – 

шестью, моча и материал, полученный при фибробронхо-

скопии по одному образцу. Выделение и амплификацию ДНК  

M. tuberculosis проводили с использованием набора 

«Амплитуб-РВ».

Статистическую обработку данных проводили с использо-

ванием таблиц сопряженности и критерия χ2 с поправкой Йет-

са; статистически значимыми считали различия при p < 0,05.

Результаты исследования и обсуждение
По результатам генотипирования 255 изолятов, выделенных 

из операционного материала, установлена принадлежность к 

генетической группе Beijing или non-Beijing у 251(98,4%). Из 

них к генотипу Beijing принадлежало 206 (82,1%) образцов, к 

генетической группе non-Beijing – 38 (15,1%). В 7 (2,7%) случаях 

была выявлена смесь генотипов.

Анализ данных определения мутаций, ассоциированных с 

лекарственной устойчивостью, и генотипа МБТ позволил уста-

новить, что среди представителей генотипа Beijing 134 (65,0%) 

изолята обладают МЛУ, 12 (5,8%) – ШЛУ, в то время как в группе 

non-Beijing только 3 (7,9%) изолята обладали МЛУ, а изолятов 

с ШЛУ не выявлено (р < 0,01). Мутаций, обуславливающих ЛУ 

к ПТП, не выявлено у 31 (15,1%) и 18 (47,3%) изолятов в груп-

пах Beijing и non-Beijing, соответственно. Среди представите-

лей генотипа Beijing c МЛУ у 125 (92,5%) выявлено сочетание 

мутаций к рифампицину rpoB S351L и изониазиду katG S315T1  

(табл. 1). Как видно из таблицы, ШЛУ обладали только изоля-

ты Beijing с указанным выше сочетанием мутаций (р < 0,01).  

Ранее было показано, что данное сочетание замен характерно 

для представителей генотипа Beijing и обеспечивает устойчи-

вость к высоким концентрациям рифампицина и изониазида 

in vitrо, не снижая жизнеспособности и вирулентности микро-

организма [6].
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Мутации, ассоциированные с устойчивостью к фторхино-

лонам, выявлены у 13 изолятов: в гене gyrA у шести изолятов 

встретились замены D94G, у двух – D94A и у трех изолятов – 

A90V.

Мутации в гене embB, ассоциированные с устойчивостью 

к этамбутолу, выявлены у 47 изолятов, 38 из них содержали 

замену M306V, пять – A306V, два – M306I, в четырех случаях 

идентифицировать мутации не удалось. 

У 14 изолятов обнаружены мутации, ответственные за устой-

чивость к аминогликозидам/капреомицину: из них у 13 изо-

лятов в гене rrs отмечена замена А1401G и у одного изолята – 

G1484T.

Исследование 21 образца клинического материала с ис-

пользованием набора «ТБ-ТЕСТ» установило у 19 (90,4%) при-

надлежность к генотипу Beijing, из них девять (42,8%) при-

надлежало к кластеру B0. Один изолят был классифицирован 

как Ural, и в одном случае изолят принадлежал к Европейско-

Американской линии, однако установить принадлежность к 

определенному генотипу не удалось (табл. 2). 

Оценка результатов генотипирования и спектра опреде-

ляющих лекарственную устойчивость мутаций с помощью 

набора «ТБ-ТЕСТ», выявила, что среди 19 изолятов Beijing 11 

(57,8%) обладали мутациями в генах rpoB и katG, ответствен-

ных за МЛУ–фенотип, причем семь из них принадлежали к 

кластеру Beijing B0. Среди этих семи изолятов три содержа-

ли мутации, обеспечивающие проявление ШЛУ–фенотипа. 

Интересно отметить, что из девяти представителей класте-

ра Beijing B0  один изолят (клинический материал – резектат 

легкого) не содержал мутаций, ассоциируемых с устойчиво-

стью к исследуемым ПТП.

Мутации, ассоциированные с устойчивостью к фторхино-

лонам, выявлены у восьми изолятов, из них четыре обладали 

набором из 2–3 мутаций. При этом спектр мутаций был до-

статочно велик: в гене gyrA замена D94G выявлена у двух изо-

лятов, у одного изолята в этом гене выявлена смесь клеток с 

мутациями и без мутаций, замена S91T – у четырех изолятов; 

в гене gyrB – замены G509A, D500N, R485C, R485H выявлены в 

одном изоляте каждая.

Мутации в гене embB, ассоциируемые с устойчивостью к 

этамбутолу, выявлены у 10 изолятов: M306V – у шести изоля-

тов, D354A и Q497K – по два изолята, G406D и V309F – по од-

ному изоляту. В двух образцах выявлено сочетание двух му-

таций. 

У девяти изолятов обнаружены мутации, ответственные за 

устойчивость к аминогликозидам/капреомицину: в гене eis в 

позиции G10A – три изолята, C14T – два изолята и по одному 

изоляту – мутации G37T и C12T. В гене rrs замена A1401G отме-

чена у одного изолята, а еще один изолят сочетал мутантные в 

этой позиции особи МБТ и клетки дикого типа.

Таблица 1.  Спектр лекарственной устойчивости изолятов M. tuberculosis, принадлежащих к генетическим группам Beijng 
     и non-Beijing, определенный наборами «Ампилитуб-Beijing», GenoType® MTBDRplus  и  GenoType® MTBDRsl

Генотип

Мутации, ассоциированные 
с лекарственной 

устойчивостью к ПТП Количество 
изолятов

Количество изолятов, обладающих мутациями, 
ассоциированными с лекарственной устойчивостью 

к ПТП
ШЛУ

Рифампицин  
rpoB

Изониазид Фторхинолоны 
gyrA

Этамбутол 
 embB

Аминогликозиды/
Капреомицин

rrskatG inhA

Beijing

wt wt wt 31 — 1 — —
wt S315T1 wt 36 — 6 — —
wt wt C15T 1 — — — —
wt S315T1 C15T 2 — — — —

D516V S315T1 wt 8 — 1 — —
S531L S315T1 wt 116 11 37 13 12
S531L S315T1 C15T 8 1 1 1 —
A516V S315T1 C15T 1 — — — —
S531L S315T1 T8C 1 1 1 — —

non-
Beijing

wt wt wt 18 — — — —
wt S315T1 C15T 6 — — — —
wt wt C15T 2 — — 1 —
wt S315T1 C15T 1 — — — —

S531L S315T1 C15T 3 — 1 — —
H526Y wt C15T 1 — — — —

Смесь 
wt wt C15T 5 — — — —
wt S315T1 C15T 1 — — — —

wt – «дикий тип», отсутствие мутации
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Заключение
Проведенное исследование показало возможность приме-

нения современных подходов, основанных на ПЦР, для анали-

за генетической гетерогенности изолятов, выделенных непо-

средственно из клинического материала. Так, использование 

ПЦР в режиме реального времени для определения принад-

лежности изолятов к генетическим группам Beijing и non-

Beijing и идентификация ассоциированных с устойчивостью к 

ПТП мутаций ДНК-стриповой технологией позволили разбить 

выборку на отдельные группы изолятов и в 48,1% случаев 

выделить наиболее значимый в эпидемиологическом плане 

вариант возбудителя – Beijing c сочетанием замен rpoB S531L 

и katG S315T1. Исследование 21 образца клинического мате-

риала с использованием тест-системы «ТБ-ТЕСТ», несмотря на 

немногочисленность выборки, показало возможность опреде-

ления большего спектра мутаций, ответственных за развитие 

фенотипической устойчивости к фторхинолонам, этамбутолу, 

аминогликозидам, по сравнению с наборами  производства 

Hain Lifescience. В 42,8% случаев был выявлен эпидемиологи-

чески значимый для России вариант возбудителя туберкулеза 

Beijing B0.  

Таким образом, молекулярно-генетические методы, позво-

ляющие изучать гетерогенность популяции M. tuberculosis, 

должны являться основой современных технологий монито-

ринга распространения туберкулезной инфекции и персона-

лизированной тактики лечения пациентов. 

Таблица 2.  Спектр лекарственной устойчивости изолятов M. tuberculosis, принадлежащих к генетическим группам Beijng 
     и non-Beijing, определенный наборами «Ампилитуб-Beijing», GenoType® MTBDRplus  и  GenoType® MTBDRsl

Генотип
Коли-

чество 
изолятов

Мутации, 
ассоциированные 
с лекарственной 

устойчивостью к ПТП
Коли-

чество 
изолятов

Количество изолятов, обладающих мутациями, 
ассоциированными с лекарственной 

устойчивостью к ПТП
ШЛУ

Рифампицин 
rpoB

Изониазид 
katG

Фторхинолоны 
gyrA, gyrB

Этамбутол  
embB

Аминогликозиды/
капреомицин  

rrs, eis

Beijing

10 S531L S315T1 3 2 2 1 —
A516T S315T1 1  1 1 —

Asr516Tyr wt 1 1 1 1 —
wt S315T1 1 — — — —
wt wt 4 1 — — —

BeijingBO
9 S531L S315T1 7 4 6 6 3

wt S315T1 1 — — — —
wt wt 1 — — — —

Ural 1 wt wt 1 1 — — —
Не 

определен 1 wt wt 1 — — — —

wt – «дикий тип», отсутствие мутации
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