
 
 
 

* Работа проведена при финансовой поддержке Министерства образования и науки Российской Федерации 
(гос. контракт № 11.519.11.2013). 
 
 
ISSN 1818-7943. ¬ÂÒÚÌËÍ Õ√”. –ÂрËˇ: ¡ËÓÎÓ„Ëˇ, ÍÎËÌË˜ÂÒÍ‡ˇ ÏÂ‰ËˆËÌ‡. 2012. “ÓÏ 10, ‚˚ÔÛÒÍ 2 
© Ã. À. ‘ËÎËÔÂÌÍÓ, Ã. ¿. ƒ˚ÏÓ‚‡, ≈. ¿. ’р‡ÔÓ‚, ”. ¿. ¡ÓˇрÒÍËı, “. ». œÂÚрÂÌÍÓ,  

¿. √ ◊ÂрÂ‰ÌË˜ÂÌÍÓ, ”. ¿.  ÓÊ‡ÏÍÛÎÓ‚, ≈. Ã. —‡Ï‡ÌÍÛÎÓ‚, 2012 
 
 
 
 

 
 
 
 

УДК 579.873.21:579.252.083.1 
 

М. Л. Филипенко 1, М. А. Дымова 1, Е. А. Храпов 1,  
У. А. Боярских 1, Т. И. Петренко 2, А. Г Чередниченко 2,  

У. А. Кожамкулов 3, Е. М. Раманкулов 3 

 
1 »ÌÒÚËÚÛÚ ıËÏË˜ÂÒÍÓÈ ·ËÓÎÓ„ËË Ë ÙÛÌ‰‡ÏÂÌÚ‡Î¸ÌÓÈ ÏÂ‰ËˆËÌ˚ –Œ —¿Õ 

Ôр. ¿Í‡‰. À‡‚рÂÌÚ¸Â‚‡, 8, ÕÓ‚ÓÒË·ËрÒÍ, 630090, —ÓÒÒËˇ 
 

2 Õ‡Û˜ÌÓ-ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÚÂÎ¸ÒÍËÈ ËÌÒÚËÚÛÚ ÚÛ·ÂрÍÛÎÂÁ‡ 
ÛÎ. ŒıÓÚÒÍ‡ˇ, 81 ¿, ÕÓ‚ÓÒË·ËрÒÍ, 630040, —ÓÒÒËˇ 

 
3 Õ‡ˆËÓÌ‡Î¸Ì˚È ˆÂÌÚр ·ËÓÚÂıÌÓÎÓ„ËË  ‡Á‡ıÒÚ‡Ì‡ 

ÛÎ. ¬‡ÎËı‡ÌÓ‚‡, 13/1, ¿ÒÚ‡Ì‡, 010000, —ÂÒÔÛ·ÎËÍ‡  ‡Á‡ıÒÚ‡Ì 
 

E-mail: max@niboch.nsc.ru 
 

СПОСОБ ВЫЯВЛЕНИЯ УСТОЙЧИВЫХ К РИФАМПИЦИНУ ИЗОЛЯТОВ 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS * 

 
Разработан быстрый и недорогой метод детекции мутаций в «коровом» регионе гена rpoB, кодирующем  

β-субъединицу РНК-полимеразы Mycobacterium tuberculosis, вызывающих устойчивость к антитуберкулезному 
препарату рифампицину. Метод основан на пост-ПЦР анализе кривых плавления с высоким разрешением ампли-
фицированных фрагментов ДНК с использованием коамплификации тестируемой ДНК и ДНК дикого типа. При 
анализе ДНК из рифампицин-чувствительных и устойчивых изолятов, несущих тестируемую мутацию, метод 
показал 100 % чувствительность и специфичность. Суммарное время проведения анализа, начиная с выделения 
ДНК из биологического образца (бактериальные клетки или мокрота), не превышает 5,5 ч. 

Ключевые слова: туберкулез, Mycobacterium tuberculosis, лекарственная устойчивость, мутации. 
 
 
 
Антибиотикоустойчивость у микобакте-

рий туберкулезного комплекса – достаточно 
хорошо изученное явление с точки зре- 
ния молекулярно-генетических механизмов. 
Описаны мутации, ассоциированные с  
устойчивостью к изониазиду, этамбутолу, 
пиразинамиду, рифампицину и другим про-
тивотуберкулезным препаратам [1]. Рифам-
пицин активно используется как противоту-
беркулезный препарат, имея минимально 
ингибирующую концентрацию (МИК) 0,1–
0,2 мкг/мл. Механизм действия антибиотика 
состоит во взаимодействии с РНК-полиме- 
разой и ингибировании процесса транс-
крипции. Показано, что 95 % устойчивых 

изолятов имеют мутации в «коровом» ре-
гионе гена rpoB, кодирующем β-субъеди- 
ницу РНК-полимеразы размером 81 п. н.  
Наиболее часто мутации возникают в 531 
(Ser  Leu) и 526 (His  Tyr) кодонах.  
С возникновением устойчивости к рифам- 
пицину также ассоциированы другие нук- 
леотидные замены: в 511, 515, 516, 526  
и других кодонах, встречающиеся значи- 
тельно реже. 

Определение устойчивости микобакте- 
рий классическими бактериологическими  
методами занимает 1–2 мес., которые можно  
считать «потерянными» для больного.  
В настоящее время разработан ряд методов,  
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позволяющих диагностировать лекарствен-
ную устойчивость микобактерий к рифам-
пицину посредством прямого выявления 
мутаций в «коровом» регионе гена rpoB  
c использованием различных молекулярно-
генетических подходов [1]. Методы выявле-
ния лекарственной резистентности, осно-
ванные на анализе ДНК микобактерий,  
выполняются в течение нескольких дней, 
показывают достаточную специфичность и 
чувствительность. Существует насущная 
необходимость уменьшения их цены, упро-
щения их выполнения, увеличение их  
надежности и адаптации к клинико-диаг- 
ностическим лабораториям фтизиатриче-
ских учреждений. 

В 1997 г. предложен новый вид анализа 
продуктов ПЦР, основанный на использова-
нии интеркалирующих флуоресцентных 
красителей ДНК и возможностей оборудо-
вания для проведения ПЦР в режиме «ре-
ального времени» [2]. После проведения 
стандартной ПЦР реакционная смесь, со-
держащая амплифицированный фрагмент 
ДНК, подвергается нагреванию, что приво-
дит к переходу фрагмента ДНК из двухце-
почечной формы в одноцепочечную, диссо-
циации красителя и снижению уровня 
флуоресценции. В результате получается 
характерная кривая плавления, специфичная 
для конкретного ПЦР-фрагмента. Попытки 
увеличения информативности флуоресцент-
ного мониторинга плавления ДНК привели 
к появлению метода анализа кривых плав-
ления с высоким разрешением (high reso- 
lution melting curve analysis – HRM, HRMA, 
HRMCA) [3]. Мутации в пределах анализи-
руемого ПЦР-фрагмента ДНК приводят к 
небольшим изменениям температуры плав-
ления, что сдвигает кривую по оси значения 
температуры или, в отдельных случаях, ме-
няет ее форму. Ранее описано применение 
HRM-анализа для быстрой детекции мута-
ций, вызывающих лекарственную устойчи-
вость у микобактерий туберкулеза [4–6]. 
Однако описанные подходы не позволяют 
достичь высоко воспроизводимых результа-
тов, что особенно важно в клинической 
практике. 

Цель исследования – модифицировать 
HRM-анализ для разработки быстрого, не-
дорогого и воспроизводимого метода детек-
ции мутаций в «коровом» регионе гена rpoB 
Mycobacterium tuberculosis, вызывающих 
устойчивость к рифампицину. 

Материал и методы 
 
В работе использовали 5 мМ раствор 

SYTO9 в DMSO («MolProbe», США), 2 мМ  
dNTP (ИХБФМ СО РАН), термостабиль- 
ную ДНК-полимеразу Taq-cold (20 ед/мкл)  
(ИХБФМ СО РАН). 

Для анализа использована ДНК 61 изоля-
та микобактерий туберкулезного комплекса, 
выделенных от больных с легочными  
формами туберкулеза, проживавших на тер-
ритории Северо-Западного и Западно-Си- 
бирского регионов Российской Федерации 
за период 2000–2008 гг. Выделение ДНК из 
культуры M. tuberculosis проводилось со-
гласно описанной методике [7]. 

Устойчивость к антибиотикам определя-
лась согласно приказу Минздрава СССР  
№ 558 от 08.06.1978 «Об унификации мик-
робиологических методов исследования при 
туберкулезе» методом абсолютных концен-
траций на среде Левенштейна – Йенсена. 
Рекомендованы следующие концентрации 
препаратов: стрептомицин – 10 мкг/мл; изо-
ниазид – 1; рифампицин – 40; этамбутол –  
5 и канамицин – 30 мкг/мл. ПЦР проводили 
в объеме 20 мкл, содержащем 67 мМ трис-
HCl (рН 8,9), 16 мМ сульфат аммония,  
1,5 мМ MgCl2, 0,01 % Твин 20, 0,2 мМ 
дНТФ, 0,5 мкM растворы олигонуклеотид-
ных праймеров (Rpo11 5′-GACGTGGAGG 
CGATCACAC и Rpo12 5′-GGCACGCTCA 
CTTGACAGAC) и 1 EД/акт Taq-полимера- 
зы. Реакцию проводили на амплификаторе 
CFX96 («Bio-Rad», США) с начальной дена-
турацией при 96 С в течение 2 мин, далее 
35 циклов с денатурацией при 95 С в тече-
ние 5 с, отжигом праймеров при 63 C в те-
чение 5 с и синтезом при 72 С в течение  
5 с. Для анализа кривой плавления ПЦР  
смесь нагревали до 96 С 5 мин, далее ин- 
кубировали минуту при температуре 63 C и  
проводили плавление со скоростью 0,2 С  
на один шаг снятия флуоресцентного сигна- 
ла, вплоть до 96 С. Для оценки качества  
ПЦР-аликвоты реакции фракционировали в  
6 % полиакриламидном геле. Для HRM-ана- 
лиза использовали «Precision Melt Ana- 
lysisTM Software» («Bio-Rad», США). 

 

Результаты исследования  
и обсуждение 
 
Ранее с помощью прямого секвенирова-

ния отобрано 14 изолятов ДНК M. tuberculo-
sis, устойчивых к рифампицину и несущих 
мутации в разных положениях гена rpoB 
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(см. таблицу). Кроме того, в работе исполь-
зовали три чувствительных к рифампицину 
изолята без мутаций и референтный штамм 
H37Rv. Получена ДНК описанных изолятов. 
Кроме того, в коллекции были 12 образцов 
ДНК из мокроты, образцы которой были 
идентифицированы как «положительные» 
бактериальным посевом с последующим 
выделением ДНК из полученных бактери-
альных культур. Из них 2 образца несли му-
тацию Ser531Leu и 10 – не содержали  
мутаций коровой области гена rpoB, что вы-
яснено в результате амплификации и секве-
нирования «корового» района rpoB на  
геномной ДНК из выделенных культур. По-
лученную коллекцию ДНК с описанными  
фенотипическими и генотипическими ха- 
рактеристиками использовали для разработ- 
ки метода скрининга мутаций в гене rpoB  
Mycobacterium tuberculosis с помощью HRM-
анализа. 

На первом этапе произведена попытка 
классифицировать тестируемые образцы 

ДНК по наличию мутаций с помощью клас-
сического HRM-анализа с применением ин-
теркалирующего красителя SYTO9. После 
тщательной оптимизации ПЦР удалось пра-
вильно классифицировать большую часть 
образцов с мутацией и без них (см. табли-
цу). Так, наиболее распространенная мута-
ция Ser531Leu (531 TCG  TTG, транзиция) 
надежно выявлялась даже при использова-
нии в качестве интеркалирующего красите-
ля SybrGreen I – более дешевого, но не  
являющегося насыщающим для ДНК при 
используемых концентрациях. Однако  
воспроизводимость детекции транверсий 
516 GAC  GTC и 526 CAC  CTC была 
неудовлетворительной. В связи с этим 
предприняты попытки модифицировать ме-
тод для увеличения надежности дифферен-
цирования вариантов с мутацией и без нее. 
Известно, что при анализе однонуклеотид-
ных замен (SNP) в геноме человека методом 
HRM наиболее надежно выявляются гетеро-
зиготы. Это обусловлено тем, что после

 
 
 

Изоляты M. tuberculosis, использованные в исследовании 
 

№ Изолят 
Резистентность 
к рифампицину 

Мутация rpoB 
Выявление 

HRM 

Выявление 
модифициро-
ванным HRM 

1 52 0 нет 0 0 

2 451 0 нет 0 0 

3 321 0 нет 0 0 

4 387 1 531 TCG  TTG 1 1 

4 399 1 531 TCG  TTG 1 1 

5 210 1 531 TCG  TTG 1 1 

6 367 1 516 GAC  GTC 0 1 

7 319 1 516 GAC  GTC 1 1 

8 372 1 516 GAC  GTC 1 1 

9 379 1 526 CAC  TAC 1 1 

10 290 1 526 CAC  TAC 1 1 

11 7 1 526 CAC  CTC 0 1 

12 389 1 526 CAC  CTC 0 1 

13 378 1 526 CAC  CTT 1 1 

14 5 1 526 CAC  AAC 1 1 

15 420 1 
511CTG  CCG, 
515ATG  ATA 

1 1 

16 301 1 533CCG 1 1 

17 2 1 513 CAA  AAA 1 1 
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Рис. 1. Выявление транзиции 531 TCG  TTG в гене 
rpoB методом HRM с использованием интеркали-
рующего красителя SybrGreenI. Графически представ-
лена кривая плавления продуктов амплификации: ось 
ординат – значения отрицательной производной ин-
тенсивности флуоресценции по температуре; ось абс-
цисс – температура, С 
 
 

 
 
Рис. 2. Выявление трансверсии 526 CAC  CTC в 
гене rpoB методом HRM с использованием коампли-
фикации тестируемой ДНК и ДНК дикого типа. Гра-
фически представлена кривая плавления продуктов 
амплификации: ось ординат – значения отрицательной 
производной интенсивности флуоресценции по тем-
пературе; ось абсцисс – температура, С 
 
 
 

плавления ампликонов двух типов и их 
дальнейшей реассоциации образуются мо-
лекулы четырех типов – две исходных и две, 
несущие неспаренные основания (мис-
матчи) в области SNP, обладающие значи-
тельно более низкой температурой плавле-
ния. Суперпозиция кривых плавления этих 
фрагментов ДНК дает характеристическую 
кривую, которая часто содержит два пере-
гиба и значительно отличается от кривой 
плавления ампликона дикого типа. Этот 
факт использован в целом ряде исследова-
ний по скринингу высокопенетрантных му-
таций для моногенных заболеваний челове-
ка [8]. 

Мы предположили, что формирование 
«искусственных» гетеродуплексов с помо-
щью коамплификации ДНК дикого типа и 
тестируемой ДНК поможет увеличить на-
дежность анализа. Для этого в качестве пер-
вого этапа мы провели уравнивание концен-
траций анализируемых ДНК и референтной 
(дикого типа): проведена количественная 
ПЦР с той же парой праймеров (Rpo11 / 
Rpo12) с построением калибровочной кри-
вой. С использованием регрессионного 
уравнения, построенного на данных калиб-
ровочной кривой, определены концентрации 
ДНК, проведено их уравнивание путем раз-
ведения до концентрации наименее концен-
трированной ДНК. Для проведения HRM-
анализа мутаций в rpoB гене смешивали 
равное количество тестируемой ДНК и ДНК 
H37Rv, проводили амплификацию с фи-
нальным циклом денатурации и реассоциа-
ции для более эффективного формирования 
гетеродуплексов, фиксировали кривую 
плавления. 

Для оценки способности модифициро-
ванного HRM-анализа детектировать мута-
ции в гене rpoB проводили три серии экспе-
риментов, каждая ДНК анализировалась при 
трехкратном повторе. При таком типе ана-
лиза мы смогли правильно дифференциро-
вать все 14 изолятов с мутациями и 3  
изолята дикого типа как с помощью  
визуального анализа кривых плавления экс-
периментальных образцов с соответствую-
щими контрольными, так и с помощью  
специализированного программного обес-
печения. Уникальные HRM-профили «дико-
го типа», ампликонов полученных на ДНК 
изолятов с транзициями и трансверсиями 
показаны на рис. 1, 2. 

Далее проведена попытка применить оп-
тимизованный метод для анализа ДНК из 
мокроты пациентов с известным статусом 
мутаций гена rpoB. Нам удалось правильно 
классифицировать два образца с мутацией 
Ser531Leu и девять образцов без мутации.  
В одном случае результаты ПЦР на ДНК из 
мокроты были негативными. Таким обра-
зом, предложенный подход обладает высо-
кой специфичностью и чувствительностью 
при прямом анализе ДНК, выделенных из 
мокроты. Тем не менее для значимого опре-
деления указанных выше параметров необ-
ходимо тестирование метода на выборке 
значительно большего объема. 
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Впервые применение HRM для выявле-
ния мутаций в гене rpoB описано K. G. Hoek 
и соавт. [4]. Они использовали формирова-
ние искусственных гетеродуплексов при 
анализе гаплоидного генома микобактерий 
для увеличения чувствительности детекции 
мутаций. Однако исследователи раздельно 
амплифицировали ДНК дикого типа и тес-
тируемый образец, затем смешивали ампли-
коны и проводили фиксирование кривой 
плавления. В таком исполнении метод теря-
ет гомогенность и теоретически имеет вы-
сокую вероятность ложных результатов 
ввиду склонности к кросс-контаминации 
ампликонами любых типов. A. T. Pietzka  
и соавт. [5] также сообщали об относитель-
но высоком (90 %) уровне чувствительности 
при детекции рифампициновой резистент-
ности на малом количестве образцов. В то 
же время в работе G. E. Choi и соавт. [6] при 
использовании интеркалирующего красите-
ля Eva Green достигнута близкая к 100 % 
чувствительность при одностадийном клас-
сическом HRM. 

В нашем исследовании не удалось до-
биться стопроцентной чувствительности 
при выявлении мутаций в «коровой» облас-
ти гена rpoB при использовании обычного 
HRM-анализа. Схожие проблемы описаны в 
статье M. V. Ramirez и соавт. [9]. Они отме-
чали низкую чувствительность выявления 
трансверсий в 516 и 526 кодонах, для реше-
ния этой проблемы они ввели две LNA-
модифицированных пробы, что существен-
но увеличивало стоимость анализа. При  
такой реализации метода удалось добиться 
91 % чувствительности и 98 % специфично-
сти выявления рифампициновой резистент-
ности на представительной выборке более 
200 изолятов. 

В проведенном исследовании показано, 
что интеркалирующий краситель SYBR 
Green I позволяет надежно осуществлять 
дискриминацию нуклеотидной замены С  T 
в 531 кодоне гена rpoB. Индекс дискрими-
нации не улучшается при использовании 
«насыщающего», широко применяемого для 
HRM-анализа, красителя SYTO9. Возможно, 
этот эффект связан с высоким (около 75 %) 
GC-содержанием ПЦР-фрагмента, что дела-
ет связывание SYBR Green I более эффек-
тивным и улучшает разрешение кривых 
плавления [10]. 

В противоположность к изониазиду, у 
80–90 % штаммов M. tuberculosis устойчи-

вость к рифампицину обусловлена точко-
выми мутациями в небольшой области  
(81 п. о.) гена rpoB, кодирующей аминокис-
лоты с 507 по 533 (кластер I) [11]. Более 
90 % изолятов, устойчивых к рифампицину, 
также устойчивы и к изониазиду [12]. Таким 
образом, скрининг устойчивости к рифам-
пицину с использованием предложенного 
нами подхода, учитывая его быстроту и 
низкую себестоимость, может быть эффек-
тивен для установления MDR-туберкулеза. 

 
Заключение 
 
Разработан метод для детекции мутаций 

в гене rpoB Mycobacterium tuberculosis, ко-
торый обладает высокой чувствительностью 
и специфичностью (100 %), а также наибо-
лее низкой стоимостью среди описанных к 
настоящему времени альтернативных под-
ходов, имеет высокий уровень надежности и 
воспроизводимости. Суммарное время про-
ведения анализа, начиная с выделения ДНК 
из биологического образца (бактериальные 
клетки или мокрота), не превышает 5,5 ч. 
Разработанный метод хорошо адаптируем  
к инструментальным возможностям совре-
менных клинико-диагностических лабора-
торий и, таким образом, уже в настоящее 
время может быть использован во фтизиат-
рической практике. 
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METHOD FOR DETECTION OF RIFAMPICIN RESISTANT 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ISOLATES 
 
Developing rapid and low-cost method for detection of rifampicin resistance mutations in the core region of the rpoB 

gene encoding of b-subunit of Mycobacterium tuberculosis RNA-polymerase. The method is based on post-PCR melting 
curves analysis of PCR product amplified from wild type and tested DNA mix. All of the 14 rifampicin resistant isolates 
and all 3 susceptible isolates were correctly identified by our method providing 100 % sensitivity and specificity. Total 
time for analysis performance did not exceed of 5 and half hours. 

Keywords: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, drug resistance, mutations. 


