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На основе технологии аллель-специфичной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени изучен спектр возможных мутаций 
в кодонах 306 и 406 гена embB Mycobacterium tuberculosis, ассоциированного с устойчивостью к этамбутолу. Выявлено 5 различных мутаций 
в кодоне 306 и 3 мутации – в кодоне 406 гена embB. Выявленные мутации подтверждены методами секвенирования и масс-спектрометрии. 
В результате анализа частоты встречаемости выявленных embB мутаций разработан набор реагентов для экспресс-определения лекарствен-
ной устойчивости микобактерий туберкулеза (МБТ) к этамбутолу методом мультиконкурентной аллель-специфичной ПЦР в реальном 
времени. Из 107 исследованных образцов клинических изолятов в 49 (45,8%) обнаружены мутации гена embB МБТ, в 58 (54,2%) – мутаций 
не обнаружено. В 39 (36,4%) образцах выявлены мутации в 306-м кодоне гена embB, в 9 (8,4%) – обнаружены мутации в 406-м кодоне, 
и 1 (0,9%) образец определен с мутациями и в 306-м, и в 406-м кодонах. Высокий уровень совпадения результатов молекулярно-генети-
ческого и бактериологического анализа лекарственной чувствительности/устойчивости (84%) показал высокую значимость мутаций в 
кодонах 306 и 406 гена embB МБТ и необходимость их обязательного определения для выявления этамбутол-устойчивых штаммов МБТ. 
При использовании молекулярно-генетического анализа установлен уровень чувствительности исследования 75,8% при специфичности 
относительно стандартных культуральных методов 95,6%.
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Based on real-time allele-specific polymerase chain reaction, the ranges of potential mutations in codons of 306 and 405 of the embB gene in  
Mycobacterium tuberculosis associated with resistance to ethambutol were investigated. 5 different mutations were detected in codon 306 and 3 
mutations were found in codon 406 of the embB gene. The detected mutations were confirmed by sequencing and mass spectrometry. By analyzing 
the frequency of detected mutations of , the set of reagents was developed for rapid testing of susceptibility tuberculous mycobacteria to ethambutol 
by multi-competitive allele-specific real-time PCR. Out of 107 tested specimens of clinical isolates, mutations of the embB gene of M. tuberculosis 
were detected in 49 (45.8%) specimens, and no mutations were found in 58 (52.2%) specimens. 39 (36.4%) specimens had mutations in codon 306 
of the embB gene, and 9 (8.4%) specimens had a mutation in codon 406, and 1 (0.9%) specimen had mutations in both codons 306 and 406. The high 
level of agreement in the results of molecular genetic and bacteriological tests (84%) proved the significance of mutations in codons 306 and 406 of 
the embB gene in M. tuberculosis and the need for their identification in order to detect ethambutol resistant strains of M. tuberculosis. When using 
molecular genetic tests, the sensitivity level made 75.8%, while the specificity of standard culture-based methods makes 95.6%.
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Этамбутол (EMB) [(S,S')-2,2'-(этилендиимино) 
ди-1-бутанол] является препаратом первого ряда, 
который используется в сочетании с изониазидом 
(INH), рифампицином (RMP) и пиразинамидом 
(PZA) для профилактики возникновения лекарствен-
ной устойчивости. Открыт в 1961 г. при скрининге 
случайно выбранных соединений на противотубер-
кулезную активность [3]. EMB ‒ это бактериостати-
ческий препарат, который обладает специфическим 
действием против размножающихся микобактерий 
и не оказывает никакого влияния на бактерии, не 
участвующие в репликации. EMB препятствует 
биосинтезу арабиногалактана в клеточной стенке. 
Он тормозит процесс полимеризации арабинана- 
арабиногалактана и липоарабиноманнана в оболочке 
клетки и индуцирует накопление D-арабинофурано-
зил-P-декапренола, являющегося промежуточным 
продуктом биосинтеза арабинана [10] . Мутации, вы-
зывающие устойчивость, могут быть локализованы в 
группе генов, кодирующих трансмембранные белки 
арабинозил-трансферазы, названной emb-оперон – 
embCAB. У M. tuberculosis emb-оперон состоит из трех 
арабинозил-трансфераз – embC, embA, embB, которые 
гомологичны между собой на 60% и, по-видимому, 
возникли путем дупликации гена [3].

Мутации, вызывающие устойчивость к EMB на 
уровне оперона embCAB, происходят с частотой 10-5. 
Чаще всего при анализе устойчивых к EMB клини-
ческих изолятов наблюдаются мутации в кодоне 
306 гена embB: на них приходится не менее 68% ре-
зистентных штаммов [8-10].

В последнее время появились сообщения о мута-
циях, возникающих в кодоне 406 гена embB и также 
вызывающих устойчивость к этамбутолу [5-7]. По всей 
вероятности, это второй по значимости кодон после 
306, мутации в котором могут встречаться достаточно 
часто и приводят к устойчивости к этамбутолу. Спон-
танные мутации, возникающие в других кодонах гена 
embB (497 и др.) и других генах оперона embCAB, не 
играют важной роли в формировании устойчивости.

Цель работы: изучение спектра и частоты встречаемо-
сти мутаций в гене embB микобактерий туберкулезного 
комплекса (МБТ), ассоциированных с устойчивостью 
к этамбутолу, и сравнение полученных генетических 
характеристик штаммов с данными бактериологи-
ческого анализа. Работа выполнена при поддержке 
ФЦП «Исследования и разработки по приоритетным 
направлениям развития научно-технологического 
комплекса России на 2014-2020 годы» (соглашение 
№ 14.579.21.0012 от 05 июня 2014 г.; уникальный иден-
тификатор RFMEFI57914X0012). При выполнении ра-
боты использовали оборудование Центра коллективно-
го пользования «Биотехнология» ВНИИСБ.

Материалы и методы

Штаммы и образцы
Всего исследовано 107 клинических изолятов 

МБТ: 16 клинических изолятов M. tuberculosis, фе-

нотипически устойчивых к EMB, с известными мо-
лекулярно-генетическими характеристиками, по-
лученными с помощью метода масс-спектрометрии 
MALDI, и 36 клинических изолятов с известной фе-
нотипической устойчивостью к EMB из лаборатории 
молекулярно-генетических методов исследования 
Центрального НИИ туберкулеза; 34 клинических 
изолята M. tuberculosis с известной фенотипиче-
ской устойчивостью к EMB из лаборатории ми-
кробиологии НИИ фтизиопульмонологии Первого 
МГМУ им. И. М. Сеченова; 21 клинический изолят 
M. tuberculosis с известной фенотипической устойчи-
востью к EMB из бактериологической лаборатории 
Калужской областной туберкулезной больницы.

Пробоподготовка и выделение ДНК
Пробоподготовку образцов и выделение ДНК 

осуществляли с помощью наборов реагентов для 
выделения ДНК из культур микобактерий «М-Сорб- 
Туб» и «Экспресс-Туб» (ООО «НПФ Синтол», Рос-
сия) в соответствии с инструкцией к набору.

Проведение аллель-специфичной ПЦР-РВ 
(АС-ПЦР-РВ) для определения мутаций, ассоции-
рованных с устойчивостью к этамбутолу

Для проведения исследования на участке гена 
embB (GenbankU68480, участок последователь-
ности 7795-8275) выбраны: флюоресцентный 
линейный зонд Cy5-emb306_up типа TaqMan, не 
содержащий мутаций, прямой и обратный прай-
меры embB306-F и embB306-R (для исследования 
участка, содержащего 306 кодон); флюоресцентный 
зонд Cy5-emb406_up типа TaqMan, не содержащий 
мутаций, прямой и обратный праймеры embB406-F 
и embB406-R (для исследования участка, содержа-
щего 406-й кодон); соответствующие аллель-спец-
ифичные праймеры к кодонам 306 и 406 AL и Alm 
(табл. 1).

Праймеры и зонды синтезированы фосфитамид-
ным методом на олигонуклеотидном синтезаторе 
ASM-2000 (Россия, г. Новосибирск) с использо-
ванием реактивов ООО «НПФ Синтол» (Россия, 
Москва) и очищены в ПААГ и с помощью ВЭЖХ. 
Реакционная ПЦР-смесь объемом 25 мкл включа-
ла: 2,5х реакционный буфер, содержащий MgCl2 и 
dNTP, (ООО «НПФ Синтол», Россия); 5 пмоль со-
ответствующего зонда; 10 пмоль каждого праймера; 
2,5 ед. Hot-Rescue Taq-полимеразы (ООО «НПФ 
Синтол», Россия) и 5 мкл образца ДНК.

Постановку АС ПЦР-РВ осуществляли на при-
боре CFX96 (Bio-Rad, США) согласно инструкции 
к прибору. Температурный протокол АС ПЦР-РВ: 
95°С – 5 мин, 50 циклов: 62°С – 50 с, 95°С – 20 с. 
Результаты ПЦР-РВ регистрировали автоматиче-
ски с помощью программного обеспечения CFX96. 
Интерпретацию результатов осуществляли соглас-
но принципу АС ПЦР.

Проведение мультиконкурентной аллель-специ-
фичной ПЦР-РВ

Отобранные по результатам анализа частоты 
мутаций аллель-специфичные праймеры к кодо-
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нам 306 и 406 гена embB M. tuberculosis синтези-
ровали с различными флюорофорами на 5’-конце. 
3’-меченные олигонуклеотиды-гасители выбраны 
согласно комплементарности аллель-специфич-
ным праймерам для кодонов 306 и 406 гена embB  
[BHQ2-embB306 (GCC CGA GTC GCC-BHQ2), 
RTQ1-embB406 (CAT CAT CGC GCT CGG C – 
RTQ1)]. 

Мультиконкурентную аллель-специфичную ПЦР 
в формате реального времени проводили на приборе 
CFX96 (Bio-Rad, США) в два этапа. На первом эта-
пе выполняли предварительную амплификацию с 
целью накопления специфических фрагментов гена 
embB участков 306-го и 406-го кодонов соответствен-
но. Температурно-временной режим амплификации: 
95°С – 5 мин, 20 циклов: 64°С – 50 с, 95°С – 20 с. 
На втором этапе определяли лекарственную устой-
чивость к этамбутолу с помощью разработанного 
в ходе выполнения настоящей работы комплекта 
реагентов для определения мутаций в кодонах 306 и 
406 гена embB (см. результаты). Реакционная смесь 
объемом 25 мкл включала: 2,5х реакционный буфер, 
содержащий MgCl2 и dNTP (ООО «НПФ Синтол», 
Россия); 5 пмоль зонда; 10 пмоль общего праймера; 
5 пмоль праймера дикого типа; 10 пмоль каждого 
из 2-3 участвующих в данном анализе 5’-флюорес-
центно-меченных аллель-специфичных праймеров; 
20-30 пмоль комплементарного праймера-гасителя 
(из расчета 10 пмоль на каждые 10 пмоль флюорес-
центных праймеров); 2,5 ед. Hot-Rescue Taq-поли-
меразы (ООО «НПФ Синтол», Россия) и 5 мкл 

образца ДНК. Температурный протокол ПЦР-РВ: 
95°С – 3 мин, 50 циклов: 62°С – 40 с; 58°С – 40 с, 
95°С – 20 с. Результаты ПЦР-РВ регистрировали 
автоматически с помощью программного обеспече-
ния, поставляемого с приборами для ПЦР-РВ.

Проведение секвенирования
Для секвенирования фрагментов гена embB МБТ, 

содержащих кодоны 306 и 406, использовали сле-
дующие праймеры: embB306-F и embB306-R для 
306 кодона и embB406-F и embB406-R для 406-го 
кодона (табл. 1). Амплифицированные образцы 
ДНК-фрагментов выделяли из агарозного геля с по-
мощью набора реагентов для очистки ДНК (KR-011, 
ООО «Омникс», Россия). Секвенирование прово-
дили на секвенаторе Applied Biosystem 3130XL по 
стандартному протоколу.

Результаты исследования

Определение спектра и частоты мутаций в кодо-
нах 306, 406 гена embB МБТ с помощью методов 
аллель-специфичной ПЦР-РВ и секвенирования

Для оценки частоты встречаемости мутаций в 
гене embB M. tuberculosis, ассоциирующихся с устой-
чивостью к этамбутолу (EMB), применили метод 
аллель-специфичной ПЦР-РВ (АС-ПЦР-РВ) [1].

Суть метода заключается в том, что при парал-
лельной постановке ПЦР-РВ с праймерами, несу-
щими замены на 3’-конце, начало роста флюорес-
ценции будет различным для разных праймеров, 
т. е. каждому праймеру соответствует свое значение 

Замена аминокислоты Нуклеотидная замена Обозначение праймеров 
и зондов

Последовательность праймеров, зондов,  
аллель-специфичных праймеров

embB306

прямой праймер embB306-F  CGTGGTGATATTCGGCTTCCT

обратный праймер embB306-R GCCGAACCAGCGGAAATAG

зонд Cy5-emb306_up Cy5-TCATCGGCGCGAATTCGTCGGAC–BHQ2

Met ATG emb306AL TCGGCGACTCGGGCCAT

Met – Ile ATG – ATA emb306Alm1 TCGGCGACTCGGGCT

Met – Leu ATG – CTG emb306Alm2 TCGGCGACTCGGGCCAG

Met – Val ATG – GTG emb306Alm3 TCGGCGACTCGGGCCAC

Met – Ile ATG – ATC emb306Alm4 TCGGCGACTCGGGCG

Met – Ile ATG – ATT emb306Alm5 TCGGCGACTCGGGCA

embB406

прямой праймер embB406-F AGTGTGCTGGCTGCTGCTGTC

обратный праймер embB406-R GTGTGAATGCGGCGGTAACGA

зонд Cy5-emb406_up Cy5-CGTGAGGTGCTGCCCCGCCTCG–BHQ2

Gly GGC emb406AL GAGCCGAGCGCGATGATGC

Gly – Ala GGC – GCC emb406Alm5 GAGCCGAGCGCGATGATGG

Gly – Asp GGC – GAC emb406Alm6 GAGCCGAGCGCGATGATGT

Gly – Cys GGC – TGC emb406Alm7 GAGCCGAGCGCGATGATGCA

Gly – Ser GGC – TCC emb406Alm8 GAGCCGAGCGCGATGATGGA

Таблица 1. Последовательность олигонуклеотидных праймеров, аллель-специфичных праймеров и зондов 
для исследования специфических участков гена embB, содержащих кодоны 306 и 406, методом АС-ПЦР-РВ
Table 1. The sequence of oligonucleotide primers, allele-specific primers and probes for testing specific parts of the embB gene, containing codons 306 and 406 
using real-time allele-specific PCR
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порогового цикла, и чем меньше это значение, тем 
более специфичен праймер (рис. 1). По разнице в 
значениях пороговых циклов Ct (∆)между прай-
мером дикого типа (AL) и аллель-специфичными 
праймерами с соответствующими мутациями на 

3’-конце (Alm) можно судить о наличии мутации 
в определенном образце. В качестве контрольного 
выступает образец без мутаций с определенными 
значениями порогового цикла и ∆контр для каждого 
аллель-специфичного праймера.

Анализ мутаций с помощью АС-ПЦР-РВ заклю-
чается в том, что ∆ мутаций каждого исследуемого 
образца сравнивают с ∆ мутаций контрольного образ-
ца (рис. 2). Если нет мутации, то ∆ исследуемого об-
разца будет равна ∆ контроля и всегда будет больше 
0 (рис. 2а). При наличии мутации ∆ данной мутации 
может иметь отрицательное значение (т. е. реакция 
с аллель-специфичным праймером опережает реак-
цию с праймером дикого типа), может быть равна 0 
или значительно меньше данной ∆контр контрольного 
образца (при наличии гетерогенного образца – смеси 
дикого и мутантного) (рис. 2б, в, г).

Для каждого исследуемого образца сравнивали 
∆ каждой мутации (CTAlm-CTAL) с ∆контр, определен-
ной для штамма дикого типа. В результате скри-
нинга 30 этамбутол-устойчивых образцов (табл. 2) 
с помощью метода АС-ПЦР-РВ наличие мутаций 
показано в 26 образцах. 22 образца имели мутации 
в кодоне 306 [14 – Met – Val (ATG – GTG); 2 – Met – 
Ile (ATG – ATA); 2 – Met – Ile (ATG – ATC); 2 – 
Met – Ile (ATG – ATT); 2 – Met – Leu (ATG – CTG)], 

F  

AL

Alm 1

Alm 2

Alm 3
Δ1

Δ2

Δ3

 

циклСT0 СT1 СT2 СT3

Рис. 1. Принцип аллель-специфичной ПЦР-РВ: 
разница (∆) между пороговыми циклами 
кинетических кривых (CT) для праймера дикого типа 
(AL) и аллель-специфичных праймеров (Alm)
Fig. 1. The concept of real-time allele-specific PCR: difference (∆) 
between threshold cycles of kinetic curves (CT) for wild type primer 
(AL) and allele-specific primers (Alm)

Рис. 2. Анализ кинетических кривых АС-ПЦР-РВ при наличии или отсутствии мутации:  
а) образец не содержит мутации; б), в) образец содержит мутацию; г) мутация в гетерогенном образце
Fig. 2. Analysis of kinetic curves of real-time allele-specific PCR in case there is mutation and no mutation:  
a) the specimen without mutation, б), в) the specimen with the mutation; г) the mutation is in the heterogeneous specimen
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3 образца имели мутации в кодоне 406 [2 – Gly – Ala 
(GGC – GCC); 1 – Gly – Asp (GGC – GAC)], и 1об-
разец был определен с мутациями в кодонах и 306, 
и 406 [Met – Ile (ATG – ATC) , Gly – Asp (GGC – 
GAC)]. В 4 образцах мутации не определены ни в 
306-м, ни в 406-м кодонах.

Для подтверждения полученных результатов и 
определения возможных других мутаций в кодонах 
306, 406 специфические участки гена embB 4 образ-
цов без мутаций и 9 образцов, имеющих различные 
мутации, секвенированы (табл. 2).

При исследовании специфического фрагмента 
гена embB, содержащего кодон 306, все мутации, 

определенные с помощью метода АС-ПЦР-РВ, 
подтверждены, дополнительных мутаций не выяв-
лено. В 4 фенотипически устойчивых к EMB об-
разцах с неопределенными молекулярно-генети-
ческими характеристиками мутаций в кодоне 306 
не выявлено. При исследовании специфического 
фрагмента гена embB, содержащего кодон 406, в 
2 образцах из 4 неопределенных определена мута-
ция Gly – Ser (GGC – AGC), не вошедшая ранее в 
анализ с помощью метода АС-ПЦР-РВ. Таким об-
разом, дополнительно с помощью секвенирования 
в 2 образцах из 4 неопределенных определена му-
тация Gly – Ser (GGC – AGC), ранее не вошедшая 

№ Образец АС-ПЦР-РВ Мультиконкурентная 
АС-ПЦР-РВ Cиквенс Микро-

биология MALDI

1 Cn 7 Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val) 

Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val) нд EMB emb 306 

ATG-GTG(Met-Val) 

2 Cn 10 Alm5emb 306 
ATG-ATT (Met-Ile)

Alm5emb 306 
ATG-ATT (Met-Ile)

emb 306  
ATG-ATT (Met-Ile) EMB emb 306 

ATG-ATT (Met-Ile)

3 Cn 12 Alm4 emb 306 
ATG-ATC(Met-Ile)

Alm4 emb 306 
ATG-ATC(Met-Ile)

emb 306 
ATG-ATC(Met-Ile) EMB emb 306  

ATG-ATC(Met-Ile)

4 Cn 20 Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val)

Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val)

 emb 306 
ATG-GTG(Met-Val) EMB emb 306 

ATG-GTG(Met-Val)

5 Cn 34  Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val)

 Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val)

Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val) EMB  emb 306 

ATG-GTG(Met-Val)

6 Cn 89 Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

 emb 406 
GGC-AGC(Gly-Ser) EMB emb 406 

GGC-AGC(Gly-Ser)

7 Ms 34
 Alm4 emb 306 

ATG-ATC(Met-Ile) 
Alm6 emb 406 

GGC-GAC(Gly-Asp)

 Alm4 emb 306 
ATG-ATC(Met-Ile) 

Alm6emb 406 
GGC-GAC(Gly-Asp)

emb 306 
ATG-ATC(Met-Ile) 

Alm6emb 406 
GGC-GAC(Gly-Asp)

EMB  emb 306 
ATG-ATC(Met-Ile)

8 Ms 40 Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

 Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено EMB emb 306 

ATG-GTG (Met-Val)

9 Ms 42 Alm5 emb 406 
GGC-GCC(Gly-Ala) 

Alm5 emb 406 
GGC-GCC(Gly-Ala) нд EMB  emb 406 

GGC-GCC(Gly-Ala)

10 Ms 44 Alm5 emb 406 
GGC-GCC(Gly-Ala) 

Alm5 emb 406 
GGC-GCC(Gly-Ala) 

 emb 406 
GGC-GCC(Gly-Ala) EMB emb 406 

GGC-GCC(Gly-Ala)

11 Ms 70 Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

emb 406 
GGC-AGC (Gly-Ser) EMB emb 406  

GGC-AGC (Gly-Ser)

12 Ms 157 Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено

Мутаций emb 306,  
406 не обнаружено EMB emb 406 

GGC-AGC (Gly-Ser)

13 Ms 163 Alm5emb 306 
ATG-ATT(Met-Ile) 

Alm5emb 306 
ATG-ATT(Met-Ile) нд EMB  emb 306 

ATG-ATT(Met-Ile)

14 Ms 168 Alm1emb 306 
ATG-ATA(Met-Ile) 

Alm1emb 306  
ATG-ATA(Met-Ile)

emb 306 
ATG-ATA(Met-Ile) EMB emb 306 

ATG-ATA(Met-Ile)

15 Ms 169 Alm6emb 406 
GGC-GAC(Gly-Asp) 

Alm6emb 406 
GGC-GAC(Gly-Asp) 

emb 406 
GGC-GAC (Gly-Asp) EMB  emb 406 

GGC-GAC (Gly-Asp)

16 Ms 171 Alm3emb 306  
ATG-GTG(Met-Val)

Alm3emb 306  
ATG-GTG(Met-Val) нд EMB emb 306 

ATG-GTG(Met-Val)

17-25
1655,1804, 
1831,1913, 
1914,1917, 

1927,1930, 1967

Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val) 

Alm3emb 306 
ATG-GTG(Met-Val) нд EMB нд

26-28 1657, 1921, 1929 Alm4 emb 306  
ATG-ATC(Met-Ile)

Alm4 emb 306 
ATG-ATC(Met-Ile) нд EMB нд

29-30 1765, 1926 Alm2 emb 306 
ATG-СTG(Met-Leu) 

Alm2 emb 306  
ATG-СTG(Met-Leu) нд EMB нд

Таблица 2. Итоговая таблица определения спектра embB мутаций МБТ в кодонах 306 и 406 различными 
молекулярно-генетическими методами и сравнение с данными микробиологического анализа лекарственной 
чувствительности к этамбутолу
Table 2. The summary table of mutations in the embB gene of M. tuberculosis, codons 306 and 406 detected by various molecular-genetic methods and 
comparison with data of bacteriological tests of drug susceptibility to ethambutol

Примечание: EMB – устойчив к этамбутолу; нд – анализ не проводился
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в анализ. Для 11 образцов мутации подтверждены. 
Общее число штаммов с определенными мутация-
ми составило 28 из 30. Результаты распределения 
выявленных мутаций в кодонах 306, 406 гена embB 
МБТ представлены в табл. 3.

Сравнительный анализ embB мутаций МБТ, 
определенных с помощью методов АС-ПЦР-РВ, 
секвенирования, масс-спектрометрии MALDI и 
микробиологических данных

Мутации в клинических изолятах, определен-
ные методом АС-ПЦР-РВ и методом секвенирова-
ния, сравнили с микробиологическими данными 
и данными масс-спектрометрии MALDI. Резуль-
таты сравнительного анализа показаны в табл. 2. 
Из 30 образцов, фенотипически устойчивых, му-
тации в кодонах 306, 406 гена embB выявлены в 28 
(93,3%) образцах. Совпадение результатов по опре-
делению конкретных мутаций для 16 образцов с ме-
тодом масс-спектрометрии составило в целом 90,6% 
(для кодона 306 – 93,75%, для 406 – 87,5%).Таким 
образом, высокий уровень совпадения результа-
тов определения устойчивости МБТ к этамбутолу, 
полученных различными молекулярно-генетиче-
скими и бактериологическими методами, показал 
высокую значимость мутаций в кодонах 306 и 406 
гена embB МБТ и необходимость их обязательного 
определения при создании коммерческих молеку-
лярно-генетических наборов реагентов для выявле-
ния этамбутол-устойчивых штаммов МБТ.

Разработка набора реагентов для экспресс- 
определения лекарственной устойчивости МБТ 
к этамбутолу методом мультиконкурентной 
АС-ПЦР-РВ

По итогам исследования частоты встречаемости 
мутаций, ассоциированных с устойчивостью МБТ 

к этамбутолу, для создания набора реагентов вы-
браны мутации в кодонах 306 и 406 гена embB МБТ. 
В основе набора реагентов для выявления мутаций 
лежит метод мультиконкурентной АС-ПЦР-РВ 
[1, 2, 4]. Мультиконкурентная АС-ПЦР в реальном 
времени основана на конкурентном встраивании 
аллель-специфичных праймеров с различными 
нуклеотидами на 3’-конце. В реакционной смеси 
ПЦР-РВ содержатся прямой и обратный праймеры, 
гибридизационный флюоресцентный зонд, не со-
держащие мутаций, а также 5’-флюоресцентно-ме-
ченные аллель-специфичные праймеры, несущие 
на 3’-конце определенные нуклеотидные замены, 
и общий комплементарный аллель-специфичным 
праймерам 3’-меченный олигонуклеотид-гаситель. 
Каждый аллель-специфичный праймер со своей 
нуклеотидной заменой мечен своим флюоресцент-
ным красителем, что позволяет по мере накопле-
ния продукта реакции определять его присутствие 
в исходной ДНК по изменению флюоресценции. 
В одной пробирке одновременно можно определять 
до трех точек мутаций (зонд + 3 аллель-специфич-
ных праймера) по числу возможных флюорофо-
ров, одновременно считываемых прибором. Если 
анализируемый образец не содержит мутаций, то 
будет идти ПЦР-РВ с прямым и обратным прай-
мерами, не меченными и не содержащими мутаций, 
и нарастание флюоресценции будет наблюдаться 
только по флюорофору гибридизационного зонда. 
Если образец содержит мутацию, то нарастание 
флюоресценции будет наблюдаться и по флюоро-
фору гибридизационного зонда, и по флюорофору 
5’-флюоресцентно-меченного аллель-специфичного 
праймера, который будет встраиваться вместо обыч-
ного праймера, не содержащего мутаций. Гибриди-
зационный флюоресцентный зонд, не содержащий 
мутаций, является маркером присутствия искомого 
специфического фрагмента и играет роль внутрен-
него контроля, контролируя возможное ингибиро-
вание реакции в целом.

Анализ для экспресс-определения устойчивости 
МБТ к этамбутолу состоит из двух этапов. Первый 
этап включает проведение ПЦР-РВ с целью нако-
пления специфических фрагментов гена embB, в 
котором могут содержаться мутации, ассоцииру-
ющиеся с лекарственной устойчивостью. Стадия 
предварительной ПЦР-РВ введена для повышения 
чувствительности и специфичности анализа клини-
ческих образцов, содержащих большое количество 
неспецифической ДНК (ДНК человека и др.), и 
проводится одновременно для обоих специфиче-
ских участков гена embB, содержащих кодоны 306 
и 406 соответственно. С целью снижения риска кон-
таминации режим амплификации предварительной 
ПЦР-РВ специально включает только 20 циклов, 
при этом рост флюоресценции обычно еще не реги-
стрируется прибором. Амплификаты исследуемых 
образцов, полученные после постановки предвари-
тельной ПЦР-РВ, используют для последующей 

Замена аминокислоты Нуклеотидная замена Количество штаммов

embB306

Met – Ile ATG – ATA 2 (6,9%)

Met – Leu ATG – CTG 2 (6,9%)

Met – Val ATG – GTG 14 (48,3%)

Met – Ile ATG – ATC 3 (10,3%)

Met – Ile ATG – ATT 2 (6,9%)

Всего в 306-м кодоне 23 (79,3%)

embB406

Gly – Ala GGC – GCC 2 (6,9%)

Gly – Asp GGC – GAC 2 (6,9%)

Gly – Cys GGC – TGC - (0%)

Gly – Ser GGC – TCC - (0%)

Gly – Ser GGC – AGC 2 (6,9%)

Всего в 406-м кодоне 6 (20,7%)

Всего 29 (100%)

Таблица 3. Распределение выявленных мутаций 
в кодонах 306, 406 гена embB МБТ
Table 3. Distribution of detected mutations in codons 306 and 406 of the 
embB gene of M. tuberculosis
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постановки всех реакций мультиконкурентной 
АС-ПЦР-РВ. Второй этап анализа включает об-
наружение конкретных мутаций в кодонах 306 и 
406 гена embB, ассоциирующихся с устойчивостью 
к этамбутолу. Интерпретация результатов в методе 
мультиконкурентной АС-ПЦР-РВ описана в [1, 4] и 
заключается в следующем. Образец считается чув-
ствительным (не имеет мутаций в данном кодоне), 
если рост флюоресценции наблюдается только по 
флюорофору гибридизационного зонда, который 
не содержит мутаций и является маркером, контро-
лируя ингибирование реакции и наличие в образце 
специфического фрагмента гена embB M. tuberculosis. 
Образец считается устойчивым к этамбутолу (имеет 
мутацию в каком-либо кодоне), если рост флюорес-
ценции наблюдается по каналу гибридизационно-
го зонда и по одному или нескольким каналам на 
мутации.

Для набора реагентов выбраны наиболее значи-
мые мутации, возникающие в гене embB МБТ и при-
водящие к возникновению этамбутол-устойчивых 
штаммов МБТ. Выбранные для анализа мутации в 
кодонах 306 и 406 гена embB МБТ составили 3 реак-
ционные смеси для проведения различных реакций 
мультиконкурентной АС-ПЦР-РВ: [Met – Ile(ATG – 
ATA); Met – Ile(ATG – ATC); Met – Ile(ATG–ATT)] – 
1 смесь emb306-1; [Met – Leu (ATG – CTG); Met – 
Val (ATG – GTG)] – 2 смесь emb306-2; [Gly – Ala 
(GGC – GCC); Gly – Asp (GGC – GAC); Gly – Ser 
(GGC – AGC)] – 3 смесь emb406. Каждая реакци-
онная смесь анализируется в одной пробирке, про-
бирки объединены между собой и анализируются 
одновременно в одинаковых условиях амплифи-
кации. Таким образом, для экспресс-определения 
лекарственной устойчивости к этамбутолу одного 
образца необходим один стрип из 3 пробирок.

Все 30 клинических изолятов МБТ, используе-
мых ранее для определения частоты мутаций, про-
анализированы с помощью разработанного набора 
для экспресс-определения лекарственной устойчи-
вости к этамбутолу методом мультиконкурентной 
АС-ПЦР-РВ. Результаты полностью совпали с ре-
зультатами АС-ПЦР-РВ и секвенирования (табл. 2). 
Кроме того, разработанный набор реагентов апроби-
ровали при исследовании 36 клинических изолятов, 
полученных после анализа в системе Bactec MGIT 
960 в Центральном НИИ туберкулеза, 20 клиниче-
ских изолятов, полученных после анализа в системе 
Bactec MGIT 960 в Московском НИИ фтизиопуль-
монологии Первого МГМУ им. И. М. Сеченова, и 
21 клинического изолята, полученного после бак-
териологического исследования на твердой среде 
Левенштейна ‒ Йенсена в микробиологической 
лаборатории Калужской областной туберкулез-
ной больницы. Всего из 107 образцов по данным 
бактериологии 62 были устойчивы к этамбутолу, 
45 – чувствительны. В результате исследования 
по данным молекулярно-генетического анализа из 
107 образцов в 49 (45,8%) обнаружены мутации гена 

embB МБТ, в 58 (54,2%) – мутаций не выявлено. 
В 39 (36,4%) образцах выявлены мутации в кодоне 
306 гена embB [28 ATG-GTG (Met-Val), 3 ATG–ATA 
(Met–Ile), 2 ATG–CTG (Met–Leu), 4 ATG–ATC 
(Met–Ile), 2 ATG–ATT (Met–Ile)], в 9 (8,4%) обнару-
жены мутации в кодоне 406 (4GGC- GCC (Gly-Ala), 
3GGC-GAC (Gly-Asp), 2 GGC–AGC (Gly–Ser), и 
1 (0,9%) образец определен с мутациями в кодонах 
и 306, и 406 [ATG–ATC (Met–Ile), GGC–GAC (Gly–
Asp)]. Совпадение результатов, полученных с помо-
щью мультиконкурентной АС-ПЦР-РВ, с данными 
исследования лекарственной чувствительности с 
помощью культуральных методов составило 84%: 
данные по устойчивости полностью совпали для 
90 образцов, в 15 образцах, устойчивых по данным 
Bactec, мутации не обнаружены, у 2 фенотипиче-
ски чувствительных по данным анализа на твердых 
средах образцов выявлены мутации. Все образцы 
с противоречивыми результатами дополнительно 
исследовали методом секвенирования, а 13 фено-
типически устойчивых к EMB образцов, мутации в 
которых не выявлены в embB гене, повторно анали-
зировали в системе Bactec MGIT 960. Повторный 
анализ на жидких питательных средах полностью 
подтвердил фенотипическую устойчивость этих 
образцов к EMB, однако по данным секвенирова-
ния показано, что эти образцы не имеют мутаций 
ни в кодоне 306, ни в кодоне 406 гена embB МБТ. 
Вероятно, возникновение устойчивости к EMB в 
этих образах обусловлено другими мутациями. Ча-
стота мутаций для кодона 306 гена embB в целом 
составила 80%, для кодона 406 – 20%. Включение 
в диагностический набор мутаций кодона 406 гена 
embB МБТ позволило повысить диагностическую 
чувствительность набора с 64,5% (если бы определя-
лись мутации только в кодоне 306) до 75,8%. Таким 
образом, разработанный набор реагентов для опре-
деления лекарственной устойчивости МБТ к EMB с 
помощью метода мультиконкурентной АС-ПЦР-РВ, 
основанный на определении мутаций в кодонах 306 
и 406 гена embB МБТ, показал высокую диагности-
ческую чувствительность (75,8%) и специфичность 
(95,6%) относительно стандартных культуральных 
методов определения лекарственной чувствитель-
ности МБТ к противотуберкулезным препаратам.

Заключение

На основе технологии аллель-специфичной 
ПЦР в реальном времени изучен спектр возмож-
ных мутаций в кодонах 306 и 406 гена embB МБТ, 
ассоциированного с устойчивостью к EMB. Вы-
явлено 5 различных мутаций в кодоне 306 и 3 му-
тации – в кодоне 406 гена embB. Выявленные му-
тации подтверждены методами секвенирования 
и масс-спектрометрии. По итогам исследования 
частоты встречаемости мутаций, ассоциированных 
с устойчивостью МБТ к EMB, разработан набор ре-
агентов для экспресс-определения лекарственной 
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устойчивости МБТ к EMB методом мультикон-
курентной АС-ПЦР-РВ. Высокий уровень совпа-
дения результатов молекулярно-генетического и 
бактериологического анализа (84%) показал вы-

сокую значимость мутаций в кодонах 306 и 406 
гена embB МБТ и необходимость их обязательного 
определения для выявления этамбутол-устойчивых 
штаммов МБТ.
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