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Для оценки возможного влияния на «фитнес» штаммов  

M. tuberculosis (МБТ) мутаций, приводящих к устойчивости к 

рифампицину, с использованием  набора «ТБ-БИОЧИП» («Биочип-

ИМБ», Россия) проанализирован спектр однонуклеотидных по-

лиморфизмов в rpoB у МБТ с множественной лекарственной 

устойчивостью (МЛУ), выделенных от впервые выявленных 

(309 штаммов) и ранее леченных (324 штамма) больных тубер-

кулезом. В группе штаммов МБТ, выделенных от ранее лечен-

ных больных, было представлено большее число мутантных 

вариантов по сравнению со штаммами МБТ, выделенными от 

впервые выявленных больных. Также для штаммов МБТ, выде-

ленных от ранее леченных больных туберкулезом, были проде-

монстрированы компенсаторные механизмы, направленные 

на повышение ЛУ за счет возникновения дополнительных му-

таций в анализируемом регионе rpoB. В обеих группах преоб-

ладали штаммы с заменой 531 Ser → Leu (87,4% и 71,3%, соот-

ветственно), что однозначно свидетельствует о сохранении 

«фитнеса» штаммов, несущих данную мутацию.
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To estimate the potential impact of mutations leading to the RIF-

resistance on the «fitness» of M. tuberculosis (MTB) we analyzed using 

TB-BIOCHIP («BIOCHIP IMB» Russia) the spectrum of single nucleotide 

polymorphisms (SNP) in rpoB gene in 309 MDR-MTB strains obtained 

from new-detected and 324 MDR-MTB strains obtained from 

previously treated TB-patients. It was found that in the group of MBT 

strains isolated from previously treated TB-patients was detected more 

mutant variants in comparison with MTB strains obtained from new-

detected patients. Also MBT strains isolated from previously treated 

TB-patients had compensatory mechanisms aimed at severization 

of drug resistance due to additional mutations in the analyzed rpoB 

region. The strains with SNP 531 Ser → Leu prevailed in both groups 

(87,4% and 71,3%, respectively), that is clearly pointed to maintenance 

of «fitness» of strains with this SNP.
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Введение
Рифампицин является одним из ключевых препаратов при 

лечении туберкулеза. Он обладает бактерицидным действи-

ем как в отношении размножающихся M. tuberculosis (МБТ), 

так и МБТ с низкой метаболической активностью, благодаря 

этим свойствам удалось сократить курс химиотерапии ту-

беркулеза. Рифампицин связывается с β-субъединицей РНК-

полимеразы и блокирует элонгацию цепи РНК. Возникновение 

у МБТ спонтанных мутаций, приводящих к устойчивости к ри-

фампицину, происходит с частотой 10-7 – 10-8 и в 96% случаев 

обусловлено мутациями на уровне гена rpoB в регионе дли-

ной 81 пара оснований [12]. Геномные альтерации, приводя в 

итоге к изменению белкового продукта гена, могут оказывать 

неоднозначное влияние на «фитнес» МБТ – так называют спо-

собность возбудителя выживать в макроорганизме и переда-

ваться в популяции [3, 4].

Для оценки возможного влияния на «фитнес» штаммов МБТ 

мутаций, приводящих к устойчивости к рифампицину, был 

проанализирован спектр однонуклеотидных полиморфиз-

мов (ОНП) в гене rpoB у МБТ с множественной лекарственной 

устойчивостью (МЛУ), выделенных от впервые выявленных и 

ранее леченных больных туберкулезом.

Спектр мутаций МБТ, выделенных от впервые выявленных 

больных, будет характеризовать ОНП, которые не оказывают 

существенного негативного влияния на «фитнес» возбудите-

ля, так как в случае первичного выявления МЛУ речь идет о 

заражении устойчивым клоном МБТ, что свидетельствует о 

сохранении его способности к передаче в популяции. Штам-

мы МБТ, выделенные от ранее леченных больных, могут слу-

жить моделью возникновения компенсаторных мутаций под 

действием химиотерапии или спонтанных мутаций, которые 

могли возникнуть и закрепиться из-за неадекватного курса 

лечения. Необходимо отметить, что в рамках представлен-

ного исследования из-за особенностей использованной тест-

системы будут описаны только компенсаторные мутации, 

направленные на повышение уровня лекарственной устойчи-

вости к рифампицину.

Материал и методы исследования
Бактериальные штаммы. Исследовано 633 культуры МБТ, 

из которых 309 были получены от впервые выявленных, а 324 

– от ранее леченных больных туберкулезом из клинических 

отделений Центрального НИИ туберкулеза.

Получение культур МБТ на жидкой среде в системе 

BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton Dickinson, США) было проведе-

но согласно стандартному протоколу изготовителя [10]. Все 

положительные культуры подвергали контролю на видовую 

специфичность (принадлежность к микобактериям тубер-

кулеза). Для определения кислотоустойчивости выросшей 

культуры проводили микроскопию мазков по Цилю–Нельсену 

[1]. Если в «положительной» пробирке MGIT подтверждалось 

присутствие кислотоустойчивых бактерий, проводили имму-

нохроматографический экспресс-тест BD MGIT™ TBc ID для ка-

чественного определения антигена комплекса Mycobacterium 

tuberculosis (МБТ) MPT64. Тест проводили согласно инструкции 

изготовителя. При положительном результате теста делали 

вывод о присутствии в образце МБТ. При отрицательном ре-

зультате теста и положительном результате микроскопии с 

окраской по Цилю–Нельсену делали вывод о наличии кисло-

тоустойчивых бактерий, не относящихся к МБТ. Для контроля 

роста в системе BACTEC™ MGIT™ 960 неспецифической микро-

флоры проводили посев культуры на кровяной агар. При на-

личии роста микроорганизмов на кровяном агаре через 24 

часа инкубации при 37 °С делали вывод о контаминации ис-

следуемого материала неспецифической микрофлорой.

Определение лекарственной чувствительности (ЛЧ) МБТ 

с использованием автоматизированной системы BACTEC™ 

MGIT™ 960 к противотуберкулезным препаратам (ПТП) перво-

го ряда осуществляли согласно стандартному протоколу про-

изводителя [10].

Определение генотипической устойчивости к рифам-

пицину проводили с использованием  набора «ТБ-БИОЧИП» 

(«Биочип-ИМБ», Россия) согласно инструкции изготовителя [2]. 

Выделение ДНК из культур МБТ проводили в роботизирован-

ной системе для автоматического раскапывания жидкостей 

EVO 150 (TECAN, Швеция) с набором реагентов «М-Сорб-Туб-

Автомат» («Синтол», Россия) согласно инструкции изгото-

вителя. Амплификацию ДНК осуществляли в термоциклере 

«Терцик» («ДНК-Технология», Россия), инкубацию биочипов 

для осуществления гибридизации проводили в гибридизаци-

онной печи LabLine (LabLine, США), визуализацию результатов 

осуществляли с использованием Комплекса универсального 

аппаратно-программного (УАПК) для анализа биологических 

микрочипов.

Результаты исследования и обсуждение
Спектр мутаций в гене rpoB у МЛУ МБТ, выделенных от 

впервые выявленных больных туберкулезом. При анализе 

спектра мутаций в гене rpoB у МЛУ МБТ, выделенных от впер-

вые выявленных больных туберкулезом, было показано, что 

практически во всех случаях (306 из 309 штаммов, 99,0%) ре-

гистрировали единичные замены в анализируемом регионе 

гена. У трех штаммов было выявлено сочетание одновремен-

но двух мутаций в rpoB, в кодонах 511 (Leu → Pro) и 516 (Asp → 

Gly). Всего было выявлено 13 вариантов замен, затрагивающих 

четыре кодона (511 – один вариант замены, 516 – три варианта 

замен, 526 – семь вариантов замен, 531 – два варианта замен) 

(табл. 1).

Доминирующим вариантом была мутация в 531 кодоне, веду-

щая к замене Ser → Leu, ассоциированная с высоким уровнем 
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устойчивости к рифампицину, которая встретилась у 270 из 309 

(87,4%) штаммов. Вторым по распространенности был вариант 

516 (Asp → Val), также связанный с высоким уровнем устойчиво-

сти, который встретился у 14 (4,53%) штаммов. Мутация 516 (Asp 

→ Gly), которая приводит к низкому уровню лекарственной 

устойчивости к рифампицину, встречалась только в сочетании с 

заменой 511 (Leu → Pro), которая также ассоциируется с низким 

уровнем ЛУ к рифампицину [8, 9, 11]. Интересно отметить, что 

мутация 511 (Leu → Pro) встречалась приблизительно с равной 

частотой как в виде единичных мутаций (четыре штамма), так 

и в сочетании с 516 (Asp → Gly) (три штамма). Остальные вари-

анты замен в изучаемом регионе rpoB, встречавшиеся самосто-

ятельно, регистрировали у 1–3 штаммов МБТ анализируемой 

выборки.

Спектр мутаций в гене rpoB у МЛУ МБТ, выделенных от 

ранее леченных больных туберкулезом. В группе МЛУ МБТ, 

выделенных от ранее леченных больных туберкулезом, у 304 

из 324 (93,8%) штаммов были выявлены единичные мутации, 

ведущие к устойчивости к рифампицину. У 20 штаммов (6,2%) 

было показано сочетание двух ОНП в анализируемом регионе 

гена. Всего в данной выборке штаммов было зарегистрирова-

но 17 вариантов замен, затрагивающих семь кодонов (табл. 2).

Как и в группе штаммов, выделенных от впервые выявлен-

ных больных, у МБТ, выделенных от ранее леченных пациен-

тов, доминировал вариант 531 (Ser → Leu), который встретился 

у 231 из 324 (71,3%) штаммов. Также достаточно часто встре-

чался мутантный вариант 516 (Asp → Val) – у 21 (6,5%) штамма, 

включая один штамм, несущий данную мутацию в сочетании 

с редкой заменой в 531 кодоне Ser → Gln. Замены 511 (Leu → 

Pro) и 533 (Leu → Pro), ассоциированные с низким уровнем 

устойчивости к рифампицину [8, 9, 11], встречались, каждая, у 

14 штаммов, часто в сочетании с другими вариантами ОНП в 

анализируемом регионе rpoB (у 5 из 14 и 6 из 14, соответствен-

но). Два ОНП в 526-м кодоне, приводящие к замене His → Asp и 

His → Tyr, ассоциированные с высоким уровнем устойчивости 

к рифампицину [11], встречались суммарно у 20 штаммов, при-

чем всегда в виде единичной мутации.

Таблица 2. Спектр мутаций в гене rpoB у МЛУ МБТ, выделенных от ранее леченных больных туберкулезом

 Кодон Аминокислотная замена
Число штаммов с данной заменой (n = 324):

единичная 
мутация

в сочетании с 
другими ОНП

всего
абс. %

511 Leu → Pro 9 5 14 4,3

513
Gln → Leu 1 – 1 0,3
Gln → Gly – 2 2 0,6

515 Met → Ile – 4 4 1,2

516
Asp → Val 20 1 21 6,5
Asp → Gly – 7 7 2,2
Asp → Tyr 5 – 5 1,5

526

His → Asp 12 – 12 3,7
His → Asn 4 3 7 2,2
His → Arg 4 – 4 1,2
His → Leu 4 – 4 1,2
His → Pro – 2 2 0,6
His → Tyr 8 – 8 2,5

531

Ser → Leu 224 7 231 71,3
Ser → Gln 1 2 3 0,9
Ser → Tyr – 1 1 0,3
Ser → Trp 4 – 4 1,2

533 Leu → Pro 8 6 14 4,3

Таблица 1. Спектр мутаций в  гене rpoB у МЛУ МБТ, выделенных
   от впервые выявленных больных туберкулезом

Кодон
Аминокислотная  

замена

Число штаммов с данной 
заменой (с учетом 

сочетанных мутаций) 
штаммов (n = 309)
абс. % 

511 Leu → Pro 7 * 2,3

516
Asp → Val 14 4,5
Asp → Gly 3 ** 1,0
Asp → Tyr 1 0,3

526

His → Arg 2 0,7
His → Asn 1 0,3
His → Asp 3 1,0
His → Cys 3 1,0
His → Leu 3 1,0
His → Pro 1 0,3
His → Tyr 2 0,7

531
Ser → Leu 270 87,4
Ser → Trp 2 0,7

Примечание: 
* включая три штамма, несущих данную замену в сочетании 
с заменой 516 (Asp → Gly);
** только в виде сочетанных мутаций с 511 (Leu → Pro).



ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ТУБЕРКУЛЕЗА

Туберкулёз и социально значимые заболевания36

Заключение
Анализ спектра мутаций в rpoB, приводящих к устойчивости 

к рифампицину, показал, что в группе штаммов МБТ, выделен-

ных от ранее леченных больных, было представлено большее 

число мутантных вариантов по сравнению со штаммами МБТ, 

выделенными от впервые выявленных больных. Также для 

штаммов МБТ, выделенных от ранее леченных больных тубер-

кулезом, были продемонстрированы компенсаторные меха-

низмы, направленные на повышение ЛУ за счет возникнове-

ния дополнительных мутаций в анализируемом регионе rpoB. 

Однако складывается впечатление, что штаммы МБТ, несущие 

двойные мутации на уровне rpoB, имеют сниженный «фитнес», 

так как в группе штаммов, выделенных от впервые выявлен-

ных больных, как правило, встречаются штаммы с единичны-

ми мутациями.

В обеих группах преобладали штаммы с заменой 531 Ser → 

Leu (87,38% и 71,30%, соответственно), что однозначно свиде-

тельствует о сохранении «фитнеса» штаммов, несущих данную 

мутацию, и согласуется с данными литературы [5, 6, 11].

Сопоставление частоты встречаемости наиболее распро-

страненных мутантных вариантов у штаммов МБТ, выделен-

ных от впервые выявленных и ранее леченных больных, пред-

ставлено в таблице 3. 

Как следует из таблицы, у штаммов, несущих мутацию 516 

(Asp → Val), «фитнес» сохраняется, так как их частота прибли-

зительно одинакова в обеих группах. В отличие от них штаммы 

с мутациями в 526-м кодоне His → Asp и His → Tyr обладают 

сниженным «фитнесом», так как, являясь достаточно распро-

страненными в группе штаммов от ранее леченных больных, 

крайне редко встречаются среди МБТ, выделенных от впер-

вые выявленных больных. Штаммы, несущие мутацию 533 

 (Leu → Pro), характеризуются очень низким «фитнесом», так 

как в группе штаммов, выделенных от впервые выявленных 

больных, не было ни одного, несущего данный ОНП.

Моделирование динамики развития популяции МБТ в ор-

ганизме хозяина в процессе противотуберкулезной терапии 

показало, что «фитнес» штамма оказывает большое влияние 

на исход терапии, а также на вероятность активации латент-

ного туберкулеза [7]. Знания о влиянии конкретных мутаций, 

ведущих к лекарственной устойчивости на «фитнес», крайне 

важны для прогнозирования долгосрочного исхода туберку-

лезного процесса и эпидемической значимости выделенного 

мутантного клона МБТ. Полученные в рамках проведенного 

исследования результаты показывают широкое распростра-

нение в популяции высоко-трансмиссивных штаммов МБТ с 

высоким уровнем устойчивости к рифампицину, что свиде-

тельствует о неблагоприятной эпидемиологической ситуа-

ции, связанной с распространением туберкулеза с МЛУ МБТ в 

Российской Федерации.

Таблица 3. Частота наиболее распространенных мутаций 
   в rpoB у штаммов МБТ, выделенных от впервые 
   выявленных и ранее леченных больных туберкулезом

Кодон Замена

Число (%) штаммов в группе:
впервые 

выявленных 
больных (n = 309)

ранее леченных 
больных (n = 324)

абс. % абс. %
516 Asp → Val 14 4,5 21 6,5

526
His → Asp 3 1,0 12 3,7
His → Tyr 2 0,6 8 2,5

531 Ser → Leu 270 87,4 231 71,3
533 Leu → Pro – – 14 4,3
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