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ХАРАКТЕРИСТИКА ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ M. TUBERCULOSIS, 

ОПРЕДЕЛЕННОЙ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИМИ 
И ФЕНОТИПИЧЕСКИМИ МЕТОДАМИ 
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Цель: определить генетическую и фенотипическую лекарственную устойчивость M. tuberculosis к ос-
новным и резервным противотуберкулезным лекарственным средствам. 

Материалы и методы. Изучены мутации генов у 247 штаммов М. tuberculosis, связанные с лекар-
ственной устойчивостью к изониазиду, рифампицину, фторхинолонам и аминогликозидам. Генетическая 
устойчивость возбудителя туберкулеза определялась с помощью LPA (GenoType® MTBDRsl MTBDRplus и 
MTBDRsl, ver.2.0). Результаты исследования подтверждены определением фенотипической лекарственной 
устойчивости в автоматизированной системе BACTEC™ MGIT™ 960. 

Результаты. Определены штаммы лекарственно-устойчивых M. tuberculosis, циркулирующих на тер-
ритории Гомельской области, микробиологическими методами подтверждена высокая достоверность опре-
деления молекулярно-генетической лекарственной устойчивости возбудителя туберкулеза (к изониазиду и 
рифампицину — в 97,2 %, к фторхинологам — в 85,1 %, к аминогликозидам — 92,3 % случаев). Выявлен 
значительный удельный вес штаммов лекарственно-устойчивых M. tuberculosis с мутациями генов (45,1 %), 
не включенных в систему GenoType® MTBDRsl. 

Заключение. Значительная генетическая вариабельность лекарственно-устойчивых штаммов 
M. tuberculosis требует комплексного использования всех методов определения устойчивости к лекарствен-
ным препаратам. 

Ключевые слова: микобактерии туберкулеза, лекарственная устойчивость, мутации, молекулярно-
генетические методы. 
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CHARACTERISTICS OF M.TUBERCULOSIS DRUG RESISTANCE DETERMINED 
BY MOLECULAR GENETIC AND PHENOTYPIC METHODS  

V. N. Bondarenko1, V. A. Shtanze2, L. V. Zolotukhina2 
1Gomel State Medical University, Gomel, Republic of Belarus 

2Gomel Regional Tuberculosis Clinical Hospital, Gomel, Republic of Belarus 

Objective: to determine the genetic and phenotypic drug resistance of M. tuberculosis to first-line and second-
line anti-TB drugs. 

Material and methods. Gene mutations in 247 strains of M. tuberculosis (MBT) associated with drug re-
sistance to isoniazid, rifampicin, fluoroquinolones, and aminoglycosides were studied. Genetic resistance of a tuber-
culosis causative agent was determined by means of LPA (GenoType® MTBDRsl MTBDRplus and MTBDRsl, 
ver.2.0). The results of the study are confirmed by the determination of phenotypic drug resistance in the automated 
system BACTEC ™ MGIT ™ 960. 

Results. The drug resistant MBT strains circulating around Gomel region have been determined, and the high 
reliability of molecular and genetic determination of MBT drug resistance has been confirmed by microbiological 
methods (isoniazid and rifampicin — 97.2 %, fluoroquinolones — 85.1 %, aminoglycosides — 92.3 %). A consid-
erable number of drug resistant MTB strains with gene mutations (45.1 %) which are not included in the Geno-
Type® MTBDRsl system were detected. 

Conclusion. Тhe considerable genetic variability of drug-resistant MBT strains requires complex application of 
all the methods of drug resistance testing. 

Key words: mycobacterium tuberculosis, drug resistance, mutations, molecular and genetic methods. 
 
 

Введение 
Несмотря на снижение в Республике Бела-

русь бремени туберкулеза (ТБ), острой про-
блемой остается распространение лекарствен-
но-устойчивого туберкулеза. Так, в 2017 г. в 
Гомельской области ТБ с множественной ле-
карственной устойчивостью (МЛУ-ТБ) среди 
новых случаев ТБ составил 32,3 %, среди по-
вторно леченых пациентов — 56,0 %. 

В различных регионах мира выявлена ши-
рокая вариабельность циркулирующих штам-
мов микобактерий туберкулеза за счет присут-
ствия уникальных мутаций, вызывающих ре-
зистентность. В этих условиях для назначения 
пациенту оптимального и эффективного режи-
ма химиотерапии необходимо быстрое и точ-
ное исследование лекарственной чувствитель-
ности M. tuberculosis (МБТ) с помощью моле-
кулярно-генетических методов [1]. Тест-
системы гибридизационного анализа на стри-
пах позволяют одновременно выявить все из-
вестные мутации, связанные с развитием 
устойчивости МБТ к изониазиду (H) и рифам-
пицину (R) («GenoType MTBDRplus»), а также 
к фторхинолонам (FLG), аминогликозидам/ци-
клическим пептидам (канамицин, амикацин/ 
капреомицин, виомицин — AG/CP) («Geno 
Type MTBDRsl») [2, 3]. Так, резистентность к 
R развивается при детекции мутаций гена rpoB 
(кодирующего бета субъединицу РНК полиме-
разы), устойчивость к H определяется двумя 
генами — kat G и inhA [2]. Наличие мутаций в 
гене inhA, определяющих устойчивость к Н, 
позволяет включать этот препарат в схемы ле-
чения в высоких дозах. Однако эта мутация 
ассоциирована с устойчивостью к этионамиду, 

поэтому при ее наличии следует заменить этио-
намид (протионамид) в схеме лечения другим 
лекарственным средством. В то же время устой-
чивость к Н, связанная с мутацией в гене katG, не 
позволяет использовать этот препарат [4]. 

По данным литературных источников, у 
42–85 % клинических образцов МБТ к разви-
тию устойчивости к FLG приводят мутации 
гена gyrA, у 7 % штаммов МБТ — мутации 
кодонов гена gyrB [5]. Описаны мутации ряда 
кодонов генов gyrA, которые не включены в 
тест-систему GenoType MTBDRsl [6, 7, 8]. В 
случае формирования устойчивости МБТ к 
AG/CP в 70 % штаммов МБТ возникают мута-
ции в гене rrs, ответственном за синтез 16S рРНК 
[9]. Также описаны мутации в промоторной об-
ласти гена eis, связанного с формированием низ-
кого уровня устойчивости МБТ к канамицину [9, 
10]. При мутациях в гене rrs отмечается высокая 
перекрестная устойчивость МБТ к канамицину, 
амикацину и капреомицину [11]. 

Исследование мутационных штаммов МБТ, 
циркулирующих в Гомельской области, ранее не 
проводилось. Не изучена связь между генетиче-
ской и фенотипической устойчивостью МБТ к 
отдельным противотуберкулезным лекарствен-
ным средствам (ПТЛС). Исследование специфи-
ческих мутаций в генах МБТ в сочетании с мик-
робиологическим определением уровня лекар-
ственной устойчивости к ПТЛС позволит повы-
сить эффективность диагностики ТБ и правильно 
выбрать тактику лечения [1, 12]. 

Цель исследования 
Определить спектр мутаций в генах, от-

ветственных за развитие лекарственной устой-
чивости МБТ, и изучить связь между генетиче-
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ской и фенотипической устойчивостью к от-
дельным ПТЛС штаммов МБТ, циркулирую-
щих на территории Гомельской области. 

Материалы и методы 
Исследование выполнено в бактериологи-

ческой лаборатории учреждения «Гомельская 
областная клиническая туберкулезная больни-
ца» в 2016/17 гг. Всего исследовано 560 образ-
цов патологического материала. Проводилась 
идентификация комплекса MБТ, определялась ре-
зистентность к R и H в мокроте с положительным 
мазком и культуре с помощью LPA MTBDRplus 
(тест-система GenoType® MTBDRplus, ver. 2.0). 
Генетическая устойчивость к FLG и AG/CP 
определялась методом LPA MTBDRsl (тест-
системой GenoType® MTBDRsl, ver. 2.0) в соот-
ветствии с инструкцией производителя [2, 3]. 

Фенотипическая лекарственная устойчи-
вость МБТ к ПТЛС определена в жидкой среде 
Middlеbrook 7H9 с использованием автомати-
зированной системы BACTEC™ MGIT™ 960 
согласно инструкции производителя [13]. 

Статистический анализ проведен при по-
мощи программного пакета «Statistica», 12.5 с 
использованием методов описательной стати-
стики. Для относительных значений опреде-
лялся 95 % доверительный интервал (95 % ДИ 
min-max) методом Клоппера-Пирсона. 

Результаты и обсуждение 
За исследуемый период времени из 433 

образцов патологического материала, исследо-
ванных с использованием тест-систем Geno 
Type® MTBDRplus, лекарственная устойчи-
вость была выявлена в 247 образцах (57,0 %; 
50,7–63,2). В данных изолятах МБТ были опре-
делены мутации в локусах генов rpoB, katG и 
inhA изолированно и в сочетании друг с другом. 

Монорезистентность к R выявлена лишь в 4 
(1,6 %; 0,3–5,0) образцах. Из них, устойчивость в 
результате изменений нуклеотидной последова-
тельности в мутации rpoB S531L выявлена в 2 
(0,8 %; 0,1–3,7), в rpoB D516V и в rpoB Н526Y — 
по 1 (0,4 %; 0,01–3,0) мутации соответственно. 

Единичные мутации, свидетельствующие 
о монорезистентности к H, выявлены в 37 (15,0 %; 
9,7–21,7) случаях, большая часть которых — 
34 (13,8 %; 8,7–20,3) образца сопряжена с му-
тацией katG S315T1. Также выявлены мутации 
в кодонах inhA С15Т — 2 образца, в inhA Т8С — 
1 образец. В 9 (3,6 %; 1,3–7,9) образцах отме-
чалось сопряжение мутаций: katG S315T1 + 
inhA С15Т — в 8 (3,2 %; 1,1-7,4) образцах и 
katG S315T1 + inhA Т8С – в 1 образце. 

Были изучены самые распространенные мута-
ции в генах rpoB, kat G и inhA в изолятах М. tuber-
culosis с МЛУ. Данные представлены в таблице 1. 

Таблица 1 — Мутации изолятов M. tuberculosis, связанные с множественной лекарственной устой-
чивостью 

Мутация Абс. % (95 % ДИ; min-max) 
rpoB D516V 6 2,8 (0,7–7,1) 
rpoB Н526Y 7 3,3 (1,0–7,8) 
rpoB Н526D 57 26,5 (19,1–35,0) 
rpoB S531L 145 67,4 (58,7–75,4) 
katG S315T1 240 68,8 (62,0–75,0) 
inhA С15Т 76 21,8 (16,4–28,0) 
inhA Т8С 33 9,5 (5,9–14,2) 

 
 

Из данных таблицы 1 видно, что наиболее 
распространенными мутациями, связанными с 
устойчивостью к R, оказались rpoB S531L — у 
67,4 % и rpoB Н526D — у 26,5 % изолятов 
МБТ. У MБТ, устойчивых к H, самыми часты-
ми мутациями явились katG S315T1 — 68,8 % 
случаев и inhA С15Т — 21,8 % случаев. Важ-
ным является факт, что мутации к гену inh A 
выявлены у 109 (31,3 %; 26,4–36,4) штаммов 
МБТ, что не позволяет включать в схему лечения 
этих пациентов этионамид/протионамид. Резуль-
таты фенотипической ЛУ МБТ совпали с геноти-
пической в 240 случаях (97,2 %, 94,2–98,9). 

При изучении наиболее часто встречаю-
щихся сочетаний мутаций в изолятах M. tuber-
culosis, вызывающих МЛУ-ТБ, выявлены соче-
тания rpoB S531L + katG S315T1 — в 102 (49,8 %) 
пробах, rpoB Н526D + katG S315T1 + inhA 

C15T — у 48 (23,4 %) изолятов и rpoB S531L + 
katG S315T1 + inhA T8C — у 27 (13,2 %) изо-
лятов. Остальные сочетания мутаций суммар-
но составили лишь 28 (13,7 %) случаев. Дета-
лизация данных мутационных сочетаний пред-
ставлена в таблице 2. 

Данные, полученные в нашем исследова-
нии, в целом согласуются с результатами ана-
логичных исследований, проведенных в Рос-
сийской Федерации и Республике Кыргызстан. 
Так, в этих странах наиболее часто встречаю-
щаяся мутация, приводящая к формированию 
устойчивости к R, была rpoB S531L — 71,6 и 
69,7 % соответственно [12, 14]. Таким образом, 
распределение мутаций лекарственной устой-
чивости M. tuberculosis к R в Гомельской обла-
сти сходно с данными, приводимыми по дру-
гим географическим регионам. 
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Таблица 2 — Сочетания мутаций изолятов M. tuberculosis, связанные с множественной лекар-
ственной устойчивостью 

Сочетания мутаций Абс. % (95 % ДИ, min-max) 
rpoB D516V + katG S315Т1 4 2,0 (0,3–6,0) 
rpoB D516V + rpoB Н526D + katG S315T + inhA C15T 1 0,5 (0,04–3,6) 
rpoB Н526Y + inhA C15T 2 1,0 (0,1–4,4) 
rpoB Н526Y + rpoB Н526D + inhA T8C 1 0,5 (0,04–3,6) 
rpoB Н526Y + rpoB S531L + katG S315T1 1 0,5 (0,04–3,6) 
rpoB Н526Y + rpoB S531L + katG S315T1 + inhA T8C 2 1,0 (0,1–4,4) 
rpoB Н526D + katG S315T1 2 1,0 (0,1–4,4) 
rpoB Н526D + katG S315T1 + inhA C15T 48 23,4 (16,3–31,9) 
rpoB Н526D + rpoB S531L + katG S315T1 + inhA C15T 1 0,5 (0,04–3,6) 
rpoB Н526D + inhA C15T 4 2,0 (0,3–6,0) 
rpoB S531L + katG S315T1 102 49,8 (40,6–59,0) 
rpoB S531L + katG S315T1 + inhA C15T 8 3,9 (1,3–8,8) 
rpoB S531L + katG S315T1 + inhA C15T + inhA T8C 1 0,5 (0,04–3,6) 
rpoB S531L + inhA C15T 1 0,5 (0,04–3,6) 
rpoB S531L + katG S315T1 + inhA T8C 27 13,2 (7,8–20,4) 

 
 

В образцах с подтвержденной МЛУ возбу-
дителя ТБ к Н и R дополнительно определя-
лась генетическая резистентность к FLG и 
AG/CP с помощью тест-системы GenoType® 
MTBDRsl. Всего исследовано 126 образцов 
патологического материала. В 91 образце (72,2 %; 
63,5–79,8) была выявлена широкая лекар-
ственная устойчивость, то есть устойчивость 
одновременно к FLG и FG/CP. 

Мутации в генах gyrA и gyrB, отвечающие 
за формирование устойчивости к FLG, уста-
новлены в 47 (51,6 %; 40,9–62,3) случаях. Из 
них в 46 (97,9 %; 88,7–99,9) штаммах были вы-
явлены мутации в гене gyrA, в 1 (2,1 %; 0,06–
11,3) — в гене gyrB, не было выявлено штам-
мов МБТ с одновременными мутациями в двух 
генах. Самой частой заменой в гене gyrA были 
замены D94G — 18 (39,1 %; 25,1–54,6) случа-
ев, в 13 (28,3 %; 16,0–43,5) штаммах определе-
на замена A90V, в 5 (10,9 %; 3,6–23,6) образ-
цах — мутация S91P, в 4 (8,7 %; 2,4–20,8) слу-
чаях — замена D94A и в 3 (6,5 %; 1,4–17,9) 
штаммах соответственно — мутации в кодонах 
D94N, D94Y. 1 (2,1 %; 0,06–11,2) образец му-
тации в гене gyrB был связан с заменой кодона 
N538D. Из 47 штаммов МБТ с генетической ЛУ 
фенотипическая ЛУ подтверждена в 40 (85,1 %; 
71,7–93,8) случаях. 

Характерно, что в 5 (10,9 %; 3,6–23,6) об-
разцах при отсутствии полосок дикого типа 
тест-система не зафиксировала мутации, одна-
ко в 4 случаях ЛУ была подтверждена феноти-
пически. По-видимому, это связано с наличием 
мутаций в gyrA, кодоны которых не включены 
в GenoType® MTBDRsl. 

В 79 (62,7 %; 53,6–71,1) из 126 исследуе-
мых штаммов с помощью «GenoType MTBDRsl» 
были обнаружены мутации, ответственные за 
устойчивость к AG/CP: в 13 (16,5 %; 9,1–26,5) 

штаммах — в гене rrs и в 66 (83,5 %; 73,5–90,9) — 
в гене eis. Из 18 культур в 17 (94,4 %; 72,7–
99,8) случаев в гене rrs была определена заме-
на A1401G, что свидетельствует о развитии 
перекрестной устойчивости к канамицину, 
амикацину и капреомицину. Лишь в 1 штамме 
выявлена замена C1402T, которая определяет 
устойчивость к канамицину, капреомицину и 
виомицину. В исследовании не обнаружены 
мутации гена rss с заменой G1484T, определя-
ющей полную лекарственную устойчивость к 
AG/CP. На системе BACTEC™ MGIT™ 960 из 
13 образцов с мутацией гена rss ЛУ МБТ выяв-
лена в 12 (92,3 %; 64,0–99,8) случаях, в том 
числе 100 % — к канамицину и амикацину. 

В 66 культурах МБТ мутации в промотор-
ной области гена eis распределились следующим 
образом: наиболее распространенной оказалась 
замена кодонов С-14Т, выявленная в 30 штаммах 
(45,5 %; 33,1–58,2). Однако в 36 (54,5 %; 41,8–
66,9) случаях отсутствовали полоски диких 
типов с одновременным отсутствием мутант-
ной полоски (замена С-12Т и G-10А), что сви-
детельствует о существовании большего числа 
мутаций в пределах исследуемого региона гена 
eis. Подтверждено, что мутации, которые мо-
гут вызвать сбои полосок дикого типа, но не 
выявляются мутантными зондами, также могут 
вызвать резистентность низкого уровня к ка-
намицину. Характерно, что фенотипически ЛУ 
МБТ у этих штаммов была подтверждена в 42 
(63,6 %; 50,9–75,1) образцах. 

Выводы 
1. Среди 247 штамов M. tuberculosis в 67,4 % 

имеет мутации кодона rpoB S531L, связанного 
с устойчивостью к рифампицину, и в 68,8 % 
мутации katG S315T1, отвечающего за устой-
чивость к изониазиду, что не позволяет ис-
пользовать изониазид в высоких дозировках 
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для лечения МЛУ-ТБ. Самым часто встречаю-
щимся сочетанием мутаций в изолятах возбу-
дителя МЛУ-ТБ являлись кодоны rpoB S531L + 
katG S315T1 — 49,8 % случаев. Мутации к ге-
ну inh A выявлены у 31,3 % штаммов МБТ, это 
не позволяет включать в схему лечения этих 
пациентов этионамид/протионамид. 

2. Доминирующей мутацией, вызывающей 
формирование устойчивости к фторхинолонам, 
была мутация в гене gyrA — 97,9 %. При ис-
следовании генетической устойчивости к ами-
ногликозидам/гликопептидам установлен вы-
сокий удельный вес штаммов с перекрестной 
устойчивостью одновременно к канамицину, 
амикацину и капреомицину — 94,4 %. 

3. Определение мутаций в гене eis позво-
лило дополнительно выявить 83,5 % устойчивых 
штаммов МБТ в дополнение к штаммам МБТ с 
заменами в гене rrs, что значительно повысило 
результативность молекулярно-генетического 
определения лекарственной устойчивости МБТ 
к канамицину. 

4. Фенотипическая ЛУ у мутантных штам-
мов МБТ в высокой степени подтверждает ге-
нотипическую: к H и R — в 97,2 %, к FLG — в 
85,1 %, к AG/CP — 92,3 % случаев. 

5. Выявлен значительный удельный вес 
штаммов МБТ (45,1 %) с мутациями, не опре-
деляемыми мутантными зондами, что говорит 
о наличии мутаций в генах, не включенных в 
систему GenoType® MTBDRsl. Это требует 
комплексного использования молекулярно-
генетических и микробиологических методов 
для определения ЛУ МБТ. 
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