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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Бедаквилин – новый и многообещающий противотубер-
кулёзный препарат, однако при длительном лечении к нему развивается 
устойчивость. Это связано преимущественно с мутациями в генах atpE 
и mmpR у M. tuberculosis (МБТ).
Цель работы. Апробация системы автоматизированной интерпретации 
результатов при прогнозировании устойчивости к бедаквилину на основе 
молекулярно-биологических данных.
Материалы и методы. ДНК выделяли из штаммов M. tuberculosis, цирку-
лировавших в Иркутской области и Республике Саха (Якутии). Общее коли-
чество исследованных ДНК составило 27 штаммов из Якутии и 21 штамм 
из Иркутской области. Исследование геномов МБТ было проведено на ДНК 
штаммов, полученных авторами ранее на территориях Иркутской области 
(n = 5), Республики Саха (Якутия) (n = 4), Республики Бурятия (n = 3), Забайкаль-
ского края (n = 4) и Дальнего Востока (n = 8). Для выявления устойчивости 
к бедаквилину на основе нуклеотидной последовательностей генов и геном-
ных данных мы использовали программу BSATool. При использовании секвени-
рования по Сэнгеру анализировались гены atpE и mmpR, при полногеномном 
секвенировании исследовались мутации в этих же последовательностях, 
а также дополнительно в mmpL5, mmpS5, Rv0678, Rv1979c и pepQ.
Результаты. Обнаружено полное соответствие фенотипических и гено-
типических результатов оценки устойчивости к бедаквилину для трёх 
штаммов из Якутии. Кроме того, при анализе геномных данных обнаружен 
один геном со значимыми мутациями, способными вызвать устойчивость 
к бедаквилину. Делается вывод об относительно низком распростране-
нии мутаций, способных вызвать устойчивость к этому антибиотику, 
что совпадает с данными других исследователей в России. Сделано заклю-
чение о важности молекулярно-биологического анализа генов-мишеней 
с последующим выявлением устойчивости к бедаквилину in silico.

Ключевые слова: бедаквилин, секвенирование, резистентность, гены, atpE, 
mmpR, mmpL5, mmpS5, Rv0678, Rv1979c, pepQ
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ABSTRACT

Background. Bedaquiline is a new and promising anti-tuberculosis drug, but long-
term use requires resistance. This is due to mutations in the atpE and mmpR genes 
in M. tuberculosis (MBT).
The aim of the research was to test a system for automated interpretation of results 
for predicting resistance to bedaquiline by the molecular data.
Materials and methods. DNA was isolated from strains of M. tuberculosis in the Ir-
kutsk region and Yakutia. The total quantity of DNA samples was 27 strains from Ya-
kutia and 21 strains from the Irkutsk region. The study of MBT genomes was carried 
out on the DNA previously obtained by the authors in the territories of the Irkutsk 
region (n = 5), Yakutia (n = 4), Buryatia (n = 3), Zabaykalskiy kray (n = 4) and the Far 
East (n = 8). We used the BSATool program to detect bedaquiline resistance based 
on  Sanger and genomic data. Sanger sequencing analyzed the atpE and  mmpR 
genes, and whole genome sequencing examined mutations in the same sequences, 
as well as additionally in mmpL5, mmpS5, Rv0678, Rv1979c, and pepQ.
Results. Complete agreement between the phenotypic and genotypic analysis 
of resistance to bedaquiline was found for three strains from Yakutia. One genome 
with significant mutations to bedaquiline was identified. A conclusion was made 
about the importance of molecular analysis of target genes with subsequent detec-
tion of resistance to bedaquiline in silico.

Key words: bedaquiline, sequencing, resistance, genes, atpE, mmpR, mmpL5, 
mmpS5, Rv0678, Rv1979c, pepQ
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Туберкулёз – это инфекционное заболевание, кото-
рое вызывается патогенными микобактериями, относя-
щимися к классу Actinobacteria, порядку Actinomycetales, 
семейству Mycobacteriaceae, образующими группу 
Mycobacterium tuberculosis complex [1]. В 2019 г., по оцен-
кам Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), 
было зарегистрировано 10 млн новых случаев и 1,2 млн 
смертей [2]. Однако появление и распространение штам-
мов микобактерий туберкулёза с множественной (МЛУ) 
и широкой (ШЛУ) лекарственной устойчивостью до по-
лумиллиона в год [3] требует внедрения новых проти-
вотуберкулёзных препаратов в схемы лечения. Бедак-
вилин – это новый и многообещающий противотубер-
кулёзный препарат, однако, как и в случае с другими 
препаратами, возможно развитие устойчивости к нему 
у M. tuberculosis (МБТ) при длительном лечении. В частно-
сти, мутации в гене atpE предотвращают взаимодействие 
препарата с его мишенью, АТФ-синтазой, а мутации в ре-
прессоре эффлюксной помпы mmpR (Rv0678) приводят 
к ускоренной эвакуации препарата из микробной клет-
ки [4–6]. Несмотря на вовлечённость значительного ко-
личества генов в устойчивость к бедаквилину и клофа-
зимину (в том числе перекрёстную), у большинства кли-
нических изолятов определяющими являются мутации 
в генах atpE и mmpR (Rv0678) [7]. Исходя из этих резуль-
татов, для тестирования разработанного пакета про-
грамм нами использовалось секвенирование по Сэнге-
ру именно этих генов.

Ранее мы разработали онлайн-сервис для автома-
тизированной интерпретации данных секвенирования 
и прогнозирования устойчивости к пиразинамиду [8]. 
Сервис доступен по адресу: https://bsatool.ru. В рамках 
текущего исследования мы представляем расширение 
возможностей пакета программ BSATool для автомати-
зированной интерпретации результатов при прогнози-
ровании устойчивости к бедаквилину на основе молеку-
лярно-биологических данных, включая секвенирование 
по Сэнгеру и полногеномное секвенирование.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы были получены из бактериологических ла-
бораторий ОГБУЗ «Иркутская областная клиническая ту-
беркулёзная больница» (ИОКТБ) и ГБУЗ РС (Я) «Научно-
практический центр «Фтизиатрия» им.  Е.Н.  Андреева» 
(НПЦ «Фтизиатрия»). Фенотипическую чувствительность 
изолятов МБТ к противотуберкулёзным препаратам (ПТП) 
определяли методом абсолютных концентраций на сре-
де Левенштейна – Йенсена (ИОКТБ и НПЦ «Фтизиатрия») 
и на среде Миддлбрука 7Н9 в автоматизированной систе-
ме Bactec MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company, США), 
в том числе для определения чувствительности к бедак-
вилину (НПЦ «Фтизиатрия»). Инактивацию штаммов про-
водили на месте. Выделение ДНК осуществлялось в соот-
ветствии с описанным ранее методом [9]. 

Общее количество исследованных образцов ДНК 
составило 27 штаммов из Якутии и 21 штамм из Иркут-
ской области. Исследование геномов МБТ было прове-

дено на штаммах МБТ, полученных авторами ранее на 
территориях Иркутской области (n = 5), Республики Саха 
(Якутия) (n = 4), Республики Бурятия (n = 3), Забайкаль-
ского края (n = 4) и Дальнего Востока (n = 8). Таким об-
разом, наши исследования включили в себя набор ДНК-
образцов, представляющих различные регионы и тер-
ритории. Структура праймеров для полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР), предназначенных для амплифика-
ции генов atpE и  mmpR, была разработана авторами 
самостоятельно. Для гена atpE были использованы сле-
дующие праймеры: 1305F 5’-TCGAAGAGGAACACCACTAG 
и  1305R  5’-GGACAATCGCGCTCACTTC. Для гена mmpR 
(Rv0678) применялись праймеры Bdq678F 5’-CACGCTTG
AGAGTTCCAATCA и Bdq678R 5’-ACCGCATCAACAAGGAGTG
A. Эти олигонуклеотиды были спроектированы с целью 
амплификации фрагментов ПЦР размером 368 и 679 пар 
оснований соответственно.

Параметры ПЦР были установлены, согласно предва-
рительно опубликованным протоколам [8]. Секвениро-
вание по методу Сэнгера проводилось с использованием 
отечественного генетического анализатора Нанофор-05 
(Синтол, Россия). Геномные библиотеки были подготов-
лены с использованием набора DNA Flex (Illumina, США). 
Полногеномное секвенирование образцов проводи-
лось на секвенаторе NextSeq 550(Illumina, США) также 
с применением реагентов v. 2.5 и проточной ячейкой 
(high output) на 300 циклах.

Первичная обработка данных включала в себя уда-
ление коротких низкокачественных последовательно-
стей и отсечение технических фрагментов и проводи-
лась в соответствии с ранее опубликованными методами 
[10]. Секвенирование по методу Сэнгера и полногеном-
ное секвенирование выполнялись в ЦКП «Центр разра-
ботки прогрессивных персонализированных техноло-
гий здоровья» ФГБНУ «Научный центр проблем здоро-
вья семьи и репродукции человека» (Иркутск).

Для выявления устойчивости к бедаквилину по ре-
зультатам секвенирования по Сэнгеру мы использовали 
программу BSATool [8], которая анализировала мутации 
в atpE и mmpR. Для выявления устойчивости к бедакви-
лину на основе геномных данных BSATool проанализиро-
ваны мутации в этих же генах (atpE и mmpR), а также до-
полнительно – в mmpL5, mmpS5, Rv0678, Rv1979c и pepQ. 
На основании вышеперечисленных анализов выявля-
лась потенциальная устойчивости к бедаквилину в моде-
ли in silico. Оценка клинической значимости обнаружен-
ных мутаций для формирования лекарственной устой-
чивости проводилась в соответствии с каталогом мута-
ций, рекомендованным Всемирной организацией здра-
воохранения в качестве референсной базы данных [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ результатов секвенирования  
по Сэнгеру в ручном режиме и программным  

комплексом BSATool
Из 27 штаммов, полученных из Республики Саха (Яку-

тия), 9 были классифицированы как штаммы с широкой 
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лекарственной устойчивостью или их предшественники 
(преШЛУ), 10 оказались чувствительными ко всем ПТП, 
а остальные проявили полирезистентность [11]. Устой-
чивость к бедаквилину была обнаружена только у трёх 
преШЛУ-штаммов.

При анализе секвенирования по Сэнгеру и исполь-
зовании сервиса BSATool значимые мутации, способные 
вызывать устойчивость к бедаквилину, были обнаруже-
ны у тех же трёх штаммов. На основе результатов микро-
биологических исследований эти штаммы были зареги-
стрированы как ШЛУ.

Среди 21 штамма из Иркутска, 10 принадлежали к ка-
тегории преШЛУ, и остальные 11 штаммов проявили по-
лирезистентность. Из всех этих штаммов только у двух 
были обнаружены значимые мутации, способные вы-
звать устойчивость к бедаквилину, как при анализе сек-
венирования по Сэнгеру в ручном режиме, так и при ис-
пользовании сервиса BSATool. Тем не менее, из-за отсут-
ствия методики определения устойчивости к бедаквили-
ну в бактериологической лаборатории ИОКТБ данным 
штаммам не был присвоен статус ШЛУ.

На рисунке 1 представлен пример анализа ДНК четы-
рёх штаммов с использованием программного комплек-
са BSATool, один из которых содержит мутацию, способ-
ную вызывать устойчивость к бедаквилину.

Анализ результатов полногеномного  
секвенирования программным комплексом 

BSATool
Анализ полногеномных данных не может быть вы-

полнен вручную из-за большого объёма информа-
ции. В ходе исследования был проанализирован геном 
24 штаммов МБТ, включая те, которые были взяты из Ир-
кутской области, Республики Саха (Якутия), Республики 
Бурятия, Забайкальского края и Дальнего Востока. Зна-
чимая мутация 2223444C/T в гене Rv1979 была выявле-
на только у одного штамма, который относится к наи-
более вирулентному субтипу B0/W148 генотипа Beijing 
[12]. Важно подчеркнуть, что остальные штаммы, проа-
нализированные методом полногеномного секвениро-
вания, не проявили устойчивости к бедаквилину в рам-
ках прогнозирования in silico.

ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка устойчивости к противотуберкулезным пре-
паратам с использованием молекулярно-биологических 
методов требует индивидуального подхода, зависяще-
го от распространения клинически значимых мутаций. 
Для рифампицина «горячие точки» сосредоточены на не-

РИС. 1.  
Анализ результатов секвенирования гена atpE по мето-
ду Сэнгера для двух цепей четырёх различных штаммов: 
в штамме 860 выявлена существенная мутация, ассоцииро-
ванная с устойчивостью к бедаквилину; в остальных штам-
мах мутации, приводящие к устойчивости, не обнаружены

FIG. 1.  
Analysis of the Sanger sequencing results of the atpE gene for two 
strands in four different strains: strain 860 exhibits a significant 
mutation causing resistance to bedaquiline; no resistance-inducing 
mutations are observed in the other strains
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большом участке ДНК длиной 81 п. н., и наиболее целе-
сообразным методом является выявление их с помощью 
ПЦР в реальном времени. Этот метод уже успешно ис-
пользуется в практике медицинской диагностики в те-
чение почти десяти лет.

Для других ПТП ситуация с клинически значимыми 
мутациями не так благоприятна, что требует примене-
ния секвенирования нуклеотидных последовательно-
стей нескольких генов. Применение программных ком-
плексов, способных выявлять значимые мутации в ре-
зультатах полногеномного секвенирования или секве-
нирования по методу Сэнгера, значительно расширяет 
возможности использования этих молекулярно-биоло-
гических методов в клинической практике. Относитель-
но небольшая частота обнаруженных мутаций, вызываю-
щих устойчивость к бедаквилину, соответствует резуль-
татам исследований, проведённых коллегами в  евро-
пейской части России [13]. Все обнаруженные мутации 
наблюдались у пациентов, проходивших длительное ле-
чение бедаквилином в рамках режимов химиотерапии 
МЛУ/ШЛУ туберкулеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Молекулярно-биологический анализ нуклеотидных 
последовательностей генов-мишеней с  последующим 
выявлением устойчивости к бедаквилину in silico авто-
матизированной системой анализа BSATool (находящей-
ся открытом доступе) может быть рекомендован в пер-
вую очередь для лабораторий, осуществляющих секве-
нирование по методу Сэнгера. Низкая частота мутаций, 
ассоциированных с устойчивостью к бедаквилину, мо-
жет быть объяснена недавним применением препара-
та в лечении пациентов и, соответственно, небольшим 
числом штаммов МБТ, устойчивых к бедаквилину. Апро-
бация заявленных подходов прогнозирования устойчи-
вости к бедаквилину на клинических образцах от боль-
ных с повторными курсами лечения МЛУ/ШЛУ тубер-
кулеза подтверждает надежность полученных данных.
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