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Цель исследования: определить роль мутации rpoB Leu430Pro в степени фенотипической устойчивости микобактерий 
туберкулеза к рифампицину.

Материалы и методы. ВОЗ классифицирует мутации rpoB Leu430Pro микобактерий туберкулеза как мутацию «погранич-
ной» резистентности, но имеющую клиническое значение. Мы отобрали из массива культур и проанализировали 14 изо-
лятов M. tuberculosis с расхождениями результатов молекулярно-генетического и фенотипического тестирования, несу-
щих в rpoB только эту мутацию. Для всех образцов было проведено определение степени фенотипической устойчивости 
(МИК) этих изолятов к рифампицину с использованием BACTEC MGIT 960 и среды Middlebrook 7H11.

Результаты. Показано, что 12 из 14 изолятов имели МИК рифампицина ниже текущей критической концентрации при 
исследовании обоими методами, то есть были фенотипически чувствительными. Один изолят был устойчив на среде 
Middlebrook 7H11, но чувствителен на BACTEC MGIT 960. Только один изолят, который имел дополнительную мутацию 
rpoB F425L, при тех же исследованиях продемонстрировал фенотипическую устойчивость высокого уровня. Наши данные 
свидетельствуют, что клиническое значение данной мутации требует уточнения, поскольку даже снижение величины кри-
тической концентрации рифампицина не приведет к однозначности молекулярно-генетических и фенотипических тестов. 
Необходима стандартизация использования различных молекулярно-генетических тестов и принципов их клинической 
интерпретации для оптимизации стратегий ведения пациентов с туберкулезом, вызванным M. tuberculosis c мутацией rpoB 
Leu430Pro.
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The objective: to determine the role of the rpoB Leu430Pro mutation in the degree of phenotypic resistance of Mycobacterium 
tuberculosis to rifampicin.

Subjects and Methods. The WHO classifies the rpoB Leu430Pro mutation of Mycobacterium tuberculosis as a borderline resistance 
mutation but of clinical significance. From an array of cultures, we selected and analyzed 14 isolates of M. tuberculosis with 
discrepancies in the results of molecular genetic and phenotypic testing, carrying only this mutation in rpoB. For all samples, the 
phenotypic resistance level (MIC) of these isolates to rifampicin was determined using BACTEC MGIT 960 and Middlebrook 
7H11 medium.

Results. It was found out that 12 of 14 isolates had the rifampicin MIC below the current critical concentration when tested by both 
methods, thus they were phenotypically sensitive. One isolate was resistant when tested with Middlebrook 7H11 but susceptible 
when tested with BACTEC MGIT 960. Only one isolate which had the additional rpoB F425L mutation demonstrated high-level 
phenotypic resistance when tested by the same tests. Our data indicate that the clinical significance of this mutation requires 
clarification since even a decrease in the critical concentration of rifampicin does not lead to unambiguous results of molecular 
genetic and phenotypic tests. It is necessary to standardize the use of various molecular genetic tests and principles of their clinical 
interpretation to optimize strategies for managing patients with tuberculosis caused by M. tuberculosis with the rpoB Leu430Pro 
mutation.
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Введение

Внедрение молекулярно-генетических методов 
в диагностику туберкулеза позволило, помимо об-
наружения ДНК возбудителя, выявлять мутации 
в  гене rpoB, вызывающие устойчивость микобак-
терий туберкулеза (МБТ) к рифампицину, что со-
кратило сроки определения режима химиотерапии 
и повысило эффективность лечения [8, 10]. 

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) 
установила правило, согласно которому любые 
мутации, кроме синонимичных, в области, опре-
деляющей устойчивость к рифампицину (RRDR) 
(81 пара нуклеотидов в центральной области гена 
rpoB, охватывающая кодоны 426–452 (нумерация 
Escherichia coli: 507-533)), и мутации вне RRDR: 
V170F и I491F, должны рассматриваться как обусла-
вливающие устойчивость M. tuberculosis к рифам-
пицину, а следовательно, этот препарат не должен 
включаться в режимы химиотерапии [12]. Однако, 
помимо наиболее распространенных мутаций, вы-
зывающих высокий уровень резистентности, при 
обнаружении которых результаты фенотипических 
и молекулярно-генетических методов ТЛЧ будут 
совпадать (значения минимальной ингибирующей 
(МИК), у изолятов в  несколько раз превышают 
значения установленной критической концентра-
ции), были также выявлены мутации, отнесенные 
к категории «спорных» или «пограничных» [12, 
13]. «Пограничные» мутации часто не вызывают 
высокого уровня фенотипической резистентности, 
и их клиническое значение является предметом дис-
куссий [7]. При наличии данных мутаций возмож-
но расхождение фенотипических методов и МГМ. 
Во втором издании каталога мутаций M. tuberculosis, 
связанных с лекарственной устойчивостью [13], 
экспертами ВОЗ перечислены семь «пограничных» 
мутаций: Leu430Pro, D435Y, H445L, H445N, L452P, 
H445S, I491F, для которых характерны близкие 
к критической концентрации значения МИК [6]. 
По результатам проведенного анализа имеющихся 
данных экспертами ВОЗ в 2021 г., для минимиза-
ции случаев расхождений между фенотипическими 
и молекулярно-генетическими тестами было реко-
мендовано снизить критическую концентрацию 
(КК) рифампицина для сред Middlebrook 7H10 
и BACTEC MGIT с 1 до 0,5 мг/л. Недостаточное 
количество данных для среды 7H11 не позволило 

экспертам произвести корректировку принятой 
КК – 1 мг/л [12]. Однако, как показали наши ис-
следования, даже при сниженной КК рифампицина 
часть изолятов с пограничными мутациями могут 
быть определены как чувствительные системой 
BACTEC MGIT.

Цель исследования 

Определить роль мутации rpoB Leu430Pro в сте-
пени фенотипической устойчивости к рифампици-
ну микобактерий туберкулеза. 

Материалы и методы

В данное исследование мы включили изоляты 
M. tuberculosis с мутацией rpoB Leu430Pro: про-
вели секвенирование по методу Сэнгера и опре-
деление величины МИК рифампицина на сре-
де Middlebrook 7H11). В 2023 г. в лабораторию 
Уральского научно-исследовательского института 
фтизиопульмонологии – филиала ФГБУ «Наци-
ональный медицинский исследовательский центр 
фтизиопульмонологии и инфекционных заболева-
ний» Минздрава России (г. Екатеринбург, Россия) 
из лабораторий противотуберкулезных учрежде-
ний (ГБУЗ ТО «Областной клинический фтизи-
опульмонологический центр» (г. Тюмень), ГБУЗ 
«Челябинский областной клинический противоту-
беркулезный диспансер» (г. Челябинск), БУЗ ОО 
«Клинический противотуберкулезный диспансер» 
(г. Омск)) поступили культуры M. tuberculosis с рас-
хождениями результатов молекулярно-генетиче-
ского и фенотипического тестирования, отобранные 
в 2022 г.. Из этого массива, а также из собствен-
ной коллекции центра за 2022-2023 гг. были ото-
браны все изоляты M. tuberculosis с мутацией rpoB 
Leu430Pro, общее количество составило 14 изоля-
тов. 

Для расширенного фенотипического тестиро-
вания все 14 изолятов были рекультивированы 
на среде Левенштейна-Йенсена (Himedia, Индия). 
Фенотипическое тестирование лекарственной чув-
ствительности к рифампицину проводили с исполь-
зованием технологии BACTEC MGIT 960 (Becton 
Dickenson and Company, США), концентрации ри-
фампицина составляли: 0,25, 0,5 и 1 мг/л, критиче-
ская концентрация (КК) – 0,5 мг/л. Минимальную 
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ингибирующую концентрацию (МИК) рифампици-
на для исследуемых культур определяли методом 
серийных разведений на среде Middlebrook 7H11 
(Becton Dickenson and Company, США), концен-
трации рифампицина: 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16, 32 мг/л, 
КК – 1 мг/л) [14, 15]. Учет результатов исследова-
ния производили спустя 28 дней. 

В качестве контрольного штамма для теста ле-
карственной чувствительности использовали 
стандартный лабораторный штамм МБТ H37Rv 
(TMC#102, ФГБУ «Государственный контроль-
ный институт имени Тарасевича», Москва, Россия). 
Геномную ДНК выделяли из аликвоты суспензии 
M.  tuberculosis, приготовленной для фенотипиче-
ских тестов, с помощью набора «Амплитуб-РВ» 
(«Синтол», Россия) в соответствии с инструкцией 
производителя.

Далее образец исследовали методом «ТБ-ТЕСТ» 
(БИОЧИП-ИМБ, Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Данный метод позво-
ляет определить принадлежность изолятов к од-
ному из генотипов: Beijing, Beijing B0/W148, LAM, 
Haarlem, Ural и других, а также выявить мутации, 
ассоциированные с устойчивостью к рифампицину 
(rpoB), изониазиду (katG, inhA, ahpC), фтохиноло-
нам (gyrA, gyrB) аминогликозидам (rrs, eis) и этам-
бутолу (embB) [16]. Амплификацию и последующее 
секвенирование фрагмента гена rpoB, включающего 
RRDR, проводили с использованием пар прайме-
ров: rpoB-459-F GCTGATCCAAAACCAGATCC 
(позиция в гене rpoB 1131-1150), rpoB-459-R 
TCCTCGTCGGCGGCGGTCAGGTA (позиция 

в гене rpoB 1570-1589). Секвенирование проводи-
ли на генетическом анализаторе ABI 3500 по про-
токолу производителя (Applied Biosystems, Foster 
City, CA). Результаты секвенирования гена rpoB 
обрабатывали с помощью открытого программного 
обеспечения Unipro UGENE (ver.42.0), используя 
инструмент анализа данных Sanger. В качестве эта-
лона использовали последовательность гена rpoB 
M. tuberculosis H37Rv.

Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом УНИИФ – филиал ФГБУ «НМИЦ 
ФПИ» МЗ РФ. (Протокол одобрения № 102, 
24.11.2021 г.). Клинические изоляты, включенные 
в данное исследование, были получены из коллек-
ций, регулярно собираемых в рамках практической 
деятельности микробиологических лабораторий. 
В исследовании не использовались персональные 
данные пациентов. Эксперименты на людях и че-
ловеческих тканях не проводились.

Результаты исследования

Согласно результатам по тест-системе 
«ТБ-ТЕСТ», все 14 изолятов имели мутацию rpoB 
Leu430Pro, из них у 6 изолятов не были выявлены 
мутации к изониазиду, этамбутолу, фторхиноло-
нам и аминогликозидам, из них 5 были получены 
из Тюменской и Омской областей, а изоляты из 
Свердловской и Челябинской областей содержа-
ли мутации к перечисленным препаратам. Можно 
предположить, что имеются регион-специфичные 
генетические варианты возбудителя туберкулеза, 

Таблица 1. Молекулярно-генетическая и фенотипическая устойчивость клинических изолятов M. tuberculosis, 
содержащих мутацию rpoB Leu430Pro
Table 1. Molecular genetic and phenotypic resistance of clinical isolates of M. tuberculosis with the rpoB Leu430Pro mutation

№  
изолята Регион

Мутации («ТБ-ТЕСТ» + секвенирование)
genotype Middlebrook 7H11

 МИК, мг/л

RIF BACTEC 
MGIT, мг/л

R  
(rpoB)

H 
(katG/inhA)

Fq  
(gyrA/gyrB)

Am  
(eis/rrs)

E  
(embB) 0.25 0.5 1.0 

15399 Тюмень LEU430PRO wt wt wt wt Beijing 0.5 S S S

11507 Тюмень LEU430PRO wt wt wt wt Beijing 0.5 R S S

5277 Тюмень LEU430PRO S315T wt wt wt Beijing 0.5 S S S

16432 Тюмень LEU430PRO wt wt wt wt Beijing 1 S S S

9802 Тюмень LEU430PRO wt wt wt wt Beijing 0.5 S S S

11966 Омск LEU430PRO wt wt wt wt Beijing 1 S S S

31593 Челябинск LEU430PRO S315T wt g10a wt Beijing 0,5 S S S

31610 Челябинск LEU430PRO S315T A90V g10a M306I Beijing 1 S S S

31631 Челябинск LEU430PRO S315T wt wt wt Beijing 1 S S S

23122 Екатеринбург LEU430PRO wt wt wt wt Beijing 0.5 S S S

31323 Екатеринбург LEU430PRO S315T D94Y S95T a1401g M306I Beijing 4* S S S

16722 Екатеринбург LEU430PRO S315T wt wt wt Beijing 0.5 S S S

12220 Екатеринбург LEU430PRO S315T/T15 wt g37t D354A Beijing 0,25 S S S

27622 Екатеринбург LEU430PRO+F425L S315T(1) E540D wt M306V Beijing B0 32 R R R

* проведено повторное исследование, подтвердившее значение МИК
* a repeated testing was performed that confirmed the MIC value



67

Tuberculosis and Lung Diseases 
Vol. 102, No. 5, 2024

содержащие эту замену (табл. 1). Анализ результа-
тов секвенирования подтвердил наличие мутации 
Leu430Pro у всех 14 изолятов и дополнительной 
мутации вне RRDR – F425L – у 1 изолята. 

По результатам фенотипического тестирования 
лекарственной чувствительности 13 из 14 изолятов 
были чувствительны к КК рифампицина – 0,5 мг/л 
на BACTEC MGIT 960 (имели МИК менее 0,5 мг/л), 
из них 12 изолятов имели МИК менее 0,25 мг/л. 
МИК на среде Middlebrook 7H11 для 12 изолятов 
составил 0,25-1 мг/л (КК 1 мг/л). Только два изо-
лята проявили устойчивость к рифампицину на 
среде Middlebrook 7H11 с МИК 4 мг/л и >32 мг/л 
(последний изолят содержал, помимо мутации 
Leu430Pro, еще и Phe425Leu). Значения МИК для 
H37Rv составили 0,25-0,5 мг/л. В случае с изолятом 
№ 11323 (табл. 1), имеющим значение МИК 4 мг/л, 
мы можем предположить наличие дополнительных 
механизмов резистентности, которые не были вы-
явлены в данном исследовании.

Таким образом, наши данные свидетельству-
ют, что даже при снижении КК рифампицина до 
0,25 мг/л на BACTEC MGIT 960 и 0,5 мг/л на 
среде Middlebrook 7H11 большинство изолятов 
M. tuberculosis с мутацией rpoB Leu430Pro останутся 
фенотипически чувствительными, т.е. будут наблю-
даться расхождения результатов молекулярно-гене-
тического и фенотипического тестирования. Нали-
чие дополнительной мутации вне RRDR, которая 
не детектируется существующими тест-системами, 
приводит к многократному повышению уровня ре-
зистентности.

Учитывая низкий уровень фенотипической рези-
стентности, ассоциированный с данной мутацией, 
при ее наличии альтернативой имеющейся страте-
гии исключения рифампицина из режима химио-
терапии может стать включение данного препарата 
в более высокой суточной дозировке в схемы лече-
ния туберкулеза, вызванного M. tuberculosis, име-
ющими в rpoB только мутацию Leu430Pro. Ранее 
были описаны случаи успешного лечения таких 
пациентов схемами на основе высоких доз рифам-
пицина [9]. 

Частота мутации rpoB Leu430Pro в российских 
популяциях M. tuberculosis оценивалась в разные 

годы в диапазоне от 0,6 до 5,6% [1, 2, 3, 4, 5, 11, 17]. 
Однако статистические данные о распространенно-
сти этой мутации для большинства регионов страны 
отсутствуют.

Молекулярные диагностические тесты, широ-
ко используемые в России, такие, как «Ампли-
туб-МЛУ РВ» (Синтол, Россия), «ТБ-ТЕСТ» 
(БИОЧИП-ИМБ, Россия) и «Xpert MTB/RIF» 
(Cepheid, США) позволяют выявлять мутации 
в RRDR гена rpoB. Однако только в два послед-
них теста заложена возможность детекции мута-
ции Leu430Pro. Следовательно, если лаборатория 
использует набор «Амплитуб-МЛУ РВ», который 
не выявляет эту мутацию (в перечень детектируе-
мых данной тест-системой мутаций входят: S450L, 
S450T, H445Y,H445N, H445R, H445L. H445D, 
H445P, D435V, D435Y, L452P), пациент может 
получить лечение по режиму лекарственно-чув-
ствительного туберкулеза, если у изолята не будут 
выявлены мутации к другим препаратам, или по 
режиму изониазид – резистентного туберкулеза, 
если мутации в других генах резистентности будут 
выявлены. В этом случае последующее определе-
ние фенотипической чувствительности с помо-
щью BACTEC не дает оснований для изменения 
назначенной схемы лечения. Доля таких пациен-
тов в разных регионах страны может варьировать 
и доходить до 5%. Если лаборатория использует 
тест-системы, в которые включена возможность 
детекции мутации Leu430Pro, то пациенту будет 
назначен режим МЛУ туберкулеза, хотя феноти-
пически данный изолят будет чувствительным 
к  этому препарату. Таким образом, пациентам 
с одинаковой мутацией ДНК МБТ будет назначе-
но разное лечение в зависимости от используемой 
тест-системы. 

Заключение

Учитывая низкий уровень фенотипической рези-
стентности, связанной с мутацией rpoB Leu430Pro 
в качестве единственной в этом гене, необходимы 
дополнительные исследования для оценки ее кли-
нического значения и роли при определении стра-
тегии лечения пациентов.
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