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Цель исследования: изучить генетические детерминанты лекарственной устойчивости МБТ к рифампицину путем секве-
нирования RRDR гена rpoB.
Материалы и методы. В исследование включен 651 изолят M. tuberculosis, тесты на лекарственную устойчивость (ТЛЧ) 
которых были проведены генотипическими методами (гТЛЧ): TB-TEST (БИОЧИП-ИМБ, Россия) и «Амплитуб-МЛУ-РВ» 
(НПК Синтол, Россия) и фенотипическими методами (фТЛЧ): метод абсолютных концентраций, система BACTEC MGIT 
960, набор Sensititre Myco TB. Для 20 изолятов с расхождениями результатов фТЛЧ и гТЛЧ проведено секвенирование 
методом Сэнгера RRDR гена rpoB.
Результаты. В результате секвенирования обнаружено два варианта мутаций в регионе RRDR гена rpoB, которые не детекти-
руются тест-системами ТБ-ТЕСТ и Амблитуб МЛУ-РВ, но достоверно ассоциированы с устойчивостью МБТ к рифампицину. 
Наиболее распространенным вариантом явилась вставка трех нуклеотидов (TTC), кодирующих аминокислоту фенилаланин 
в позиции 434 кодона (1296-1300insTTC).
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The objective: to study the genetic determinants of rifampicin resistance of Mycobacterium tuberculosis by sequencing the RRDR 
rpoB gene. 
Subjects and Methods. The study included 651 M. tuberculosis isolates that were tested for drug suceptibility (DST) by genotypic 
methods (gDST) TB-TEST (BIOCHIP-IMB, Russia), and Amplitube-MDR-RV (NPK Sintol, Russia) and phenotypic methods 
(phDST): the absolute concentration method, BACTEC MGIT 960 system, and Sensititre Myco TB kit. Sanger RRDR sequencing 
of the rpoB gene was performed for 20 isolates with discrepancies in the results of phDST and gDST. 
Results. As a result of sequencing, two variants of mutations in the RRDR region of the rpoB gene were found, which were not detected 
by TB-TEST and Amblitub MDR-RV test systems, however were strongly associated with rifampicin resistance of Mycobacterium 
tuberculosis. The most common variant was the insertion of three nucleotides (TTC) encoding the amino acid phenylalanine at position 
434 of the codon (1296-1300insTTC).
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Введение

Эффективность лечения туберкулеза зависит 
от своевременности и точности определения спектра 
лекарственной устойчивости (ЛУ) Mycobacterium 
tuberculosis (МБТ). Решающее значение для кли-
нической практики имеет тестирование устойчиво-
сти МБТ к рифампицину, так как эта информация 
является ключевой для назначения схемы химио- 
терапии туберкулеза. Рифампицин используют 
в качестве одного из основных препаратов при лече-
нии лекарственно-чувствительного туберкулеза [1]. 
Устойчивость к рифампицину является маркером 
туберкулеза с множественной лекарственной устой-
чивостью (МЛУ-ТБ), поскольку на сегодняшний 
день большинство микобактерий, устойчивых к ри-
фампицину, также устойчивы и к изониазиду [24].

В рутинной лабораторной практике встречаются 
случаи расхождения результатов фенотипического 
и молекулярно-генетического тестирования чув-
ствительности МБТ к рифампицину (RIF). Это 
может быть обусловлено наличием у возбудителя 
мутаций, не детектируемых используемыми мо-
лекулярно-генетическими тест-системами, или 
«ускользанием» устойчивых изолятов, содержащих 
мутации, которые принято называть пограничными 
или «спорными» при фенотипическом тестирова-
нии с применением стандартных критических кон-
центраций препарата. Спорные мутации зачастую 
не вызывают высокого уровня фенотипической 
устойчивости, и их значимость до сих пор является 
предметом дискуссий [25]. В связи с этим в 2022 г. 
эксперты ВОЗ сформулировали правило о том, что 
любые мутации, за исключением синонимичных 
мутаций в области, определяющей устойчивость 
к рифампицину и rpoB I491F, следует рассматривать 
как придающие устойчивость к рифампицину (даже 
если они никогда ранее не были описаны) [18], а ре-
ферентным методом для определения устойчивости 
к рифампицину следует считать секвенирование 
всего гена rpoB [28].

Устойчивость МБТ к RIF в большинстве случаев 
обусловлена наличием точечных мутаций в обла-
сти из 81 пары нуклеотидов гена rpoB, называемой 
RIF-resistance-determining region (RRDR). Наибо-
лее полный перечень их опубликован в «Catalogue 
of mutations in Mycobacterium tuberculosis complex 
and their association with drug resistance» [27], од-
нако в нем представлены не все мутации, встреча-
ющиеся в клинической практике. Это связано с тем, 
что спектр мутаций регион-специфичен и может 
отличаться у МБТ, выделенных от пациентов из 
разных стран.

Изучение спектра мутаций, а также случаев рас-
хождения результатов тестирования лекарственной 
чувствительности (ТЛЧ) фенотипическими и мо-
лекулярно-генетическими методами крайне важно, 
так как потенциально может нести информацию 
о новых вариантах изменчивости MБT. 

Кроме того, как нами было показано ранее, необ-
ходимо с осторожностью относиться к результатам 
об отсутствии мутаций, ассоциированных с устой-
чивостью к рифампицину у МБТ, имеющих мута-
ции устойчивости к другим противотуберкулезным 
препаратам (ПТП), особенно если не доступны дан-
ные фенотипического ТЛЧ вследствие отсутствия 
культуры микобактерий из данного образца [2]. 

Цель исследования

Изучить генетические детерминанты лекарствен-
ной устойчивости МБТ к рифампицину путем 
секвенирования RRDR гена rpoB.

Материалы и методы

С февраля 2016 г. по декабрь 2021 г. для этиоло-
гической диагностики туберкулеза из стационара 
Уральского НИИ фтизиопульмонологии - филиала 
ФГБУ «НМИЦ ФПИ» Минздрава России в отде-
ление микробиологии и ПЦР, диагностики были 
направлены различные виды клинического мате-
риала, полученного от пациентов: респираторный 
(мокрота, жидкость БАЛ), резекционный (ткань 
легкого и костная ткань) и др. Каждый образец по-
сле процедуры пробоподготовки делили на порции 
для молекулярно-генетического и бактериологиче-
ского исследований. 

 Бактериологические  
и молекулярно-генетические методы

Выделение ДНК, ПЦР в реальном времени 
(ПЦР-РВ) и исследование на наличие генетических 
маркеров M. tuberculosis complex проводили с помо-
щью набора «Амплитуб-РВ» (Синтол, Россия) со-
гласно инструкции производителя. При выявлении 
ДНК M. tuberculosis в клиническом образце в коли-
честве более чем 1х103 КОЕ/мл, образец дополни-
тельно исследовали методом гибридизации на био-
логических чипах с использованием тест-системы 
«ТБ-ТЕСТ» (БИОЧИП-ИМБ, Россия) согласно 
инструкции производителя. Этот метод позволяет 
определить принадлежность изолятов M. tuberculosis 
к одному из эндемичных для Российской Феде-
рации генотипов (Beijing, BeijingB0/W148, LAM, 
Haarlem, Ural) и выявить 116 мутаций, ассоции-
рованных с лекарственной устойчивостью к раз-
личным противотуберкулезным препаратам в ге-
нах rpoB, katG, inhA, ahpC, gyrA, gyrB, rrs, eis и embB. 
Анализ основан на амплификации 17 фрагментов 
генома с последующей гибридизацией на микро-
чипе [29]. Выделенную ДНК M. tuberculosis complex 
хранили при –20°С для возможности последующего 
реанализа.

При наличии роста культуры фенотипическую 
чувствительность изолятов MБT к RIF определяли 
методом абсолютных концентраций (критическая 
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концентрация – 40 мг/л) на среде Левенштей-
на-Йенсена, а также в системе BACTEC MGIT 960 
(критическая концентрация 1 мг/л) [3].

При расхождении результатов тестирования – 
дикий тип при исследовании ТБ-ТЕСТ и фенотипи-
ческая резистентность, дополнительно проводили 
исследование тест-системой «Амплитуб-МЛУ-РВ» 
(НПК Синтол).

Секвенирование участка RRDR

Амплификацию и дальнейшее секвенирование 
участка RRDR гена rpoB проводили с помощью 
двух пар праймеров, приведенных в табл. 1. При 
недостаточном содержании ДНК в образце приме-
няли технологию вложенной амплификации с ис-
пользованием обеих пар праймеров.

Секвенирование фрагмента RRDR гена rpoB про-
водили на генетическом анализаторе ABI 3500 с ис-
пользованием протокола производителя (Applied 
Biosystems, Foster City, CA).

Биоинформатический анализ

Обработку результатов секвенирования участка 
гена rpoB производили с помощью открытого про-
граммного обеспечения Unipro UGENE (вер. 42.0) 
с использованием инструмента Sanger data analysis 
[17]. Множественное выравнивание участков гена 
rpoB осуществляли с помощью программы Unipro 

UGENE (вер. 42.0) с использованием интерактив-
ного алгоритма выравнивания MUSCLE. В качестве 
референтной последовательности использовали по-
следовательность гена rpoB M. tuberculosis H37Rv. 
Для картирования мутаций использовали нумера-
цию по M. tuberculosis H37Rv.

Дополнительно провели анализ ста полноге-
номных последовательностей M. tuberculosis, выде-
ленных из диагностического материала пациентов 
УНИИФ в период 2009–2017 гг. (illumina HiSeq 
2500) в рамках предыдущих исследований [22, 23]. 
Сборку геномов осуществляли с помощью откры-
того сервиса по обработке биоинформатических 
данных PATRIC (Bioinformatics Resource Centers). 
Для сборки использовали пайплайн Unicycler (вер-
сия v. 0.4.8) (v. 0.4.8) [27].

Результаты исследования

Всего за период с февраля 2016 г. по декабрь 2021 г. 
тестирование лекарственной чувствительности обо-
ими методами (фенотипическим и молекулярно-ге-
нетическим) было проведено для 651 образца. При 
сопоставлении результатов тестирования их чув-
ствительности к RIF было обнаружено 8 изолятов, 
у которых не были выявлены мутации устойчивости 
к RIF как с использованием тест-системы ТБ-ТЕСТ, 
так и тест-системы Амплитуб-МЛУ-РВ, но наблю-
дался рост на среде с препаратом в критической 
концентрации (табл. 2).

Таблица 1. Перечень праймеров для секвенирования RRDR гена rpoB
Table 1. List of primers for sequencing the RRDR rpoB gene 

Название Последовательность 5’ - 3’ Длина праймера, п.н. Положение в геноме Положение в гене rpoB

rpoB-305-F CAGACGTTGATCAACATCCG 20 761031-761050 1225-1244

rpoB-305-R TACGGCGTTTCGATGAAC 18 761318-761335 1512-1529

rpoB-459-F GCTGATCCAAAACCAGATCC 20 760937-760956 1131-1150

rpoB-459-R TCCTCGTCGGCGGTCAGGTA 20 761376-761395 1570-1589

Таблица 2. Перечень праймеров для секвенирования RRDR гена rpoB
Table 2. The spectrum of mutations associated with resistance to anti-tuberculosis drugs in 20 MTB samples 

№  
образца

Мутации, ассоциированные с устойчивостью к ПТП
Генотип 
изолята

Результат 
ф. ТЛЧ

Результат секвенирования 
RRDR гена rpoB

H  
(katG/inhA)

RIF  
(rpoB)

Fq  
(gyrA/ gyrB)

Am 
(eis/rrs)

Emb 
(embB) Мутация в RRDR Мутация 

вне RRDR

Группа 1: отсутствие мутаций к RIF, фенотипическая устойчивость

5655 katG 
Ser315Thr(1) wt Wt eis g10a wt BeijingВ0 R 1296-1300insTTC –

2566 katG 
Ser315Thr(1) wt

gyrA 
Asp94Ala, 

gyrA 
Ser95Thr

eis g10a wt BeijingВ0 R 1296-1300insTTC –

6225 katG 
Ser315Thr(1) wt gyrA  

Ala90Val eis g10a wt BeijingВ0 R 1296-1300insTTC –

3758 katG 
Ser315Thr(1) wt

gyrA 
Asp94Tyr, 

gyrA 
Ser95Thr

eis g10a wt BeijingB0 R 1296-1300insTTC -
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Кроме того, из нашей коллекции образцов ДНК 
M. tuberculosis было выбрано 12 со следующими  
характеристиками: отсутствие мутаций, ассоции-
рованных с устойчивостью к RIF, при этом наличие 
мутаций хотя бы к одному другому противотубер-
кулезному препарату (табл. 2). Обоснование такого 
выбора приведено нами в предыдущей работе, в ко-
торой показано, что наличие устойчивости МБТ 
к другим ПТП с высокой степенью значимости 
коррелирует с наличием устойчивости к RIF [2].

Для этих 20 (8+12) образцов мы провели секвени-
рование методом Сэнгера RRDR гена rpoB с целью 
обнаружения полиморфизмов, не детектируемых 
тест-системой на основе биочипов. Предполагаемая 
длина секвенируемого фрагмента составила 459 пар 
нуклеотидов.

По результатам секвенирования обнаружено 
шесть вариантов мутаций, пять из которых явля-
ются однонуклеотидными заменами (табл. 2). Одна 
нуклеотидная замена являлась синонимичной 
(1224 G→T) и была выявлена у 3 образцов. Четы-
ре из обнаруженных однонуклеотидных полимор-
физмов, вызывающих изменение кодируемой ами-
нокислоты, были выявлены у 2 образцов (№ 3795 
и 1241) – две мутации в RRDR: 1289T→C – замена 
Leu на Pro в 430 кодоне, 1303G→A – замена Asp 
на Asn в 435 кодоне; и дополнительно, у этих же 
изолятов, мутации вне RRDR: 1272C→G – замена 
Phe на Leu в 424 кодоне, 1460A→G – замена Asn 
на Ser в 487 кодоне. 

Наиболее распространенным вариантом явилась 
вставка трех нуклеотидов (TTC), кодирующих 

Таблица 2. Окончание
Table 2. Ending 

№  
образца

Мутации, ассоциированные с устойчивостью к ПТП
Генотип 
изолята

Результат 
ф. ТЛЧ

Результат секвенирования 
RRDR гена rpoB

H  
(katG/inhA)

RIF  
(rpoB)

Fq  
(gyrA/ gyrB)

Am 
(eis/rrs)

Emb 
(embB) Мутация в RRDR Мутация 

вне RRDR

7772 katG 
Ser315Thr(1) wt wt eis g10a wt BeijingВ0 R 1296-1300insTTC –

2907 katG 
Ser315Thr(1) wt

gyrA  
Ala90Val, 

gyrA 
Asp94Gly, 
Ser95Thr

eis g10a wt BeijingB0 R 1296-1300insTTC –

3795 katG 
Ser315Thr(1) wt gyrB 

Glu540Asp(2) wt Met306Val BeijingB0 R 1289T>C
(Leu430Pro)

1272C>G 
(Phe424Leu)

1241 katG 
Ser315Thr(1) wt gyrA  

Ala90Val eis g10a wt BeijingВ0 R 1303G>A
(Asp435Asn)

1460A>G
(Asn487Ser)

Группа 2: отсутствие мутаций к RIF, отсутствие культуры

919 katG 
Ser315Thr(1) wt wt

rrs  
a1401g, 
eis g10a

wt BeijingB0 нет роста 1296-1300insTTC –

5294 katG 
Ser315Thr(1) wt wt wt Met306Val Beijing нет роста 1224 G>T –

4390 katG 
Ser315Thr(1) wt wt rrs  

a1401g wt BeijingB0 нет роста 1224 G>T –

5057 katG 
Ser315Thr(1) wt wt wt wt BeijingB0 нет роста 1224 G>T –

5290 katG 
Ser315Thr(1) wt wt wt Met306Val Beijing нет роста – –

2195 katG 
Ser315Thr(1) wt wt wt wt BeijingB0 нет роста – –

3310 katG 
Ser315Thr(1) wt wt wt Met306Val Beijing нет роста – –

5322 katG 
Ser315Thr(1) wt wt wt wt BeijingB0 нет роста – –

37
katG 

Ser315Thr(1), 
inhA c15t

wt wt wt Met306Ile (3) Haarlem нет роста – –

123 katG 
Ser315Thr(1) wt wt wt wt BeijingB0 нет роста – –

4904 wt wt
gyrA 

Asp94Gly, 
gyrA 

Ser95Thr
wt wt Beijing нет роста – –

4930 wt wt gyrA 
Ser91Pro wt wt Beijing нет роста – –
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аминокислоту фенилаланин в позиции 434 кодона 
(1296-1300insTTC). Данная мутация обнаружена 
у 7 образцов. 

Для уточнения частоты встречаемости этой мута-
ции нами был проведен анализ последовательности 
гена rpoB у 100 изолятов M. tuberculosis кластера 
BeijingB0/W148 с МЛУ (метод абсолютных кон-
центраций), для которых ранее K. V. Shur et al. было 
проведено полногеномное секвенирование [23]. 
Среди этих образцов нам удалось обнаружить еще 
3 с мутацией 1296-1300insTTC.

По результатам секвенирования фрагмента 
гена rpoB клинических изолятов МБТ, имеющих 
фенотипическую резистентность к RIF, в 2 образ-
цах были обнаружены однонуклеотидные замены 
в RRDR, вызывающие замену аминокислоты. Заме-
на Asp435→Asn не обозначена в каталоге мутаций 
ВОЗ как достоверно ассоциированная с устойчи-
востью к RIF и не входит в тест-системы ТБ-ТЕСТ 
и Амплитуб-МЛУ-РВ. Дополнительно у этого 
изолята была обнаружена мутация Asn487→Ser, 
расположенная вне RRDR. Данная мутация опи-
сана ранее в литературе как «предположительно, 
компенсаторная» [6]. Компенсаторные мутации 
позволяют бактериям повысить свой фитнес даже 
при наличии мутаций, снижающих его, и адапти-
роваться к условиям конкуренции, что может сни-
жать уровень их фенотипической резистентности 
[10, 15, 31]. 

Выявленная нами при секвенировании мутация 
Leu430→Pro, которая включена как ассоциирован-
ная с устойчивостью к RIF и в каталог ВОЗ, и в пе-
речень мутаций, детектируемых системой ТБ-ТЕСТ, 
должна была быть обнаружена в процессе тестиро-

вания, однако при исследовании образца наблюда-
лось отсутствие гибридизации продуктов ПЦР как 
в ячейке с зондами «дикого типа», так и в ячейке 
с мутацией. По данным разработчика тест-систе-
мы ТБ-ТЕСТ эта ошибка может быть связана с на-
личием также выявленной нами редкой мутации 
Phe424→Leu у данного изолята. Эта мутация по-
падает в область посадки праймера, используемого 
для амплификации фрагмента RRDR, что препят-
ствует наработке генетического материала для даль-
нейшего процесса детекции.

У 7 изолятов в RRDR обнаружена мутация 
1296-1300insTTC. Все пациенты были жителями 
Свердловской области, однако очевидных эпиде-
мических связей между ними обнаружено не было, 
места жительства и работы пациентов располага-
ются в разных городах или на значительном удале-
нии друг от друга, никто из пациентов не находился 
в местах лишения свободы. Изоляты с этим вариан-
том мутации принадлежали к генетической линии 
BeijingB0/W148, у всех были выявлены мутации 
устойчивости к изониазиду (katG Ser315Thr(1)) 
и аминогликозидам (eis g10a) и у 4 изолятов – 
к фторхинолонам.

Инсерция 1296-1300insTTC не вызывает сдвига 
рамки считывания и, по всей видимости, не нару-
шает функционирование β-субъединицы РНК-по-
лимеразы, кодируемой геном rpoB. Ее ассоциация 
с устойчивостью к RIF указана в каталоге ВОЗ 
и описана в нескольких статьях (табл. 3). Встре-
чаемость инсерции 1296-1300insTTC в разных вы-
борках составляет от 0,5% до 4,1%. При этом сни-
жения распространенности этой мутации с годами 
не наблюдается.

Таблица 3. Данные литературы о случаях обнаружения 1296-1300insTTC в ДНК МБТ в разных странах  
в период с 1994 г. по 2022 г.
Table 3. Literature data on cases of detection of 1296-1300insTTC in MTB DNA in different countries from 1994 to 2022 

Страна/регион  
выделения изолятов 
выборки

Год Число изолятов 
в выборке

Число изолятов 
с мутацией 

1296-1300insTTC
Фенотипическое 

ТЛЧ
Изоляты  

с мутацией  
в выборке

Источник

США 1994 128 2 R 1,60% [14]

Нью-Йорк 1997 367 2 R 0,50% [7]

Страны Азии, Канада 1999 90 2 R 2,20% [12]

Казахстан 2005 92 1 R 1,10% [11]

Тайвань 2005 162 4 R 2,50% [13]

Россия 2007 412 2 R 0,40% [4]

Непал 2012 109 2 R 1,80% [19]

Судан 2014 49 2 R 4,10% [9]

Австралия 2014 46 1 R 2,20% [5]

Польша 2020 105 1 R 0,90% [21]

Страны Восточной Азии 2020 66 1 R 1,50% [20]

Россия 2022 651 6* R 0,92%** Эта работа

Примечание: *– один изолят с мутацией 1296-1300insTTC в нашей работе был выделен из группы клинических образцов,  
не входящих в исходную выборку; **– рассчитанное значение может не соответствовать действительному,  
так как не все изоляты в выборке были просеквенированы.
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Во всех выявленных нами случаях вставка 
1296-1300insTTC не сопровождалась другими му-
тациями в исследованном фрагменте, включав-
шем RRDR. Более того, у 3 изолятов, для которых 
из полногеномных сборок были получены полные 
последовательности гена rpoB, не было обнару-
жено никаких дополнительных мутаций во всем 
гене при наличии 1296-1300insTTC. Это наблю-
дение, а также тот факт, что все зафиксирован-
ные ранее в работах случаи обнаружения мутации 
1296-1300insTTC были связаны с фенотипической 
устойчивостью МБТ, позволяют предполагать, что 
данная мутация вызывает высокий уровень устой-
чивости к рифампицину.

Это предположение подтверждается результатами, 
приведенными в работе N. Nakata et al. 2012 года [16]. 
Авторами были сконструированы рекомбинантные 
штаммы Mycobacterium smegmatis, несущие ген rpoB M. 
tuberculosis с мутацией 514insTTC (номенклатура E. 
coli, то же, что для микобактерий-1296-1300insTTC). 
В ходе проведения фенотипического ТЛЧ к RIF ре-
комбинантные бактерии со вставкой 514insTTC по-
казали наиболее высокий уровень резистентности 
к препарату – МИК >32 мг/л. Также включение в 
тест-систему мутации 1296-1300insTTC было пред-
усмотрено в работе 2018 года, где авторы оценивали 
новую систему выявления детерминант устойчиво-
сти МБТ к рифампицину и изониазиду – FluoroType 
MTBDR (FluoroType) [8].

Заключение

Согласно современным рекомендациям ВОЗ лю-
бая мутация в области RRDR гена rpoB должна счи-
таться ассоциированной с резистентностью к RIF 
[18]. Мы обнаружили два варианта мутаций в этом 
регионе, которые не детектируются тест-система-
ми ТБ-ТЕСТ и Амблитуб МЛУ-РВ: Asp435→Asn 
и 1296-1300insTTC, а также мутацию в зоне посадки 
праймера для ПЦР.

Вставка фенилаланина в 434 кодоне гена rpoB 
была выявлена у 7 из 20 просеквенированных изо-
лятов. Данные литературы показывают, что эта му-
тация встречается у МБТ по всему миру. Несмотря 
на относительно низкую частоту встречаемости, му-
тация 1296-1300insTTC доказано ассоциирована 
с фенотипической устойчивостью МБТ к RIF, что 
является основанием для рассмотрения вопроса 
о включении ее в отечественные молекулярно-ге-
нетические тест-системы.

Длительная история применения препарата, 
а также существование многочисленных техноло-
гий тестирования лекарственной чувствительности 
MБT к рифампицину не должны являться причиной 
прекращения поиска детерминант устойчивости к 
этому препарату. Широкое привлечение технологий 
секвенирования позволит усовершенствовать име-
ющиеся молекулярно-генетические тест-системы 
на основе ПЦР.
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