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Аннотация.  

Введение. Лекарственно-устойчивый туберкулез остается актуальной проблемой в 

здравоохранении Казахстана. Казахстан одна из стран в мире с высоким количеством 

мультирезистентного туберкулеза, характеризующегося устойчивостью к основным 

антибиотикам первого ряда – рифампицину и изониазиду.  

Цель данной работы: определить биологическое разнообразие и охарактеризовать 

мутации в rpoB гене рифампицин-устойчивых клинических изолятов M. tuberculosis из 

Казахстана.  

Материалы и методы. В данной работе от больных с легочным туберкулезом 

было собрано 115 клинических изолятов M. tuberculosis, устойчивых к 

противотуберкулезному препарату первого ряда - рифампицину. Генотипирование всех 

115 рифампицин-резистентных изолятов было проведено методом MIRU-VNTR с 

использованием 15 локусов. ДНК-секвенирование RRDR региона rpoB гена всех 115 

рифампицин-устойчивых образцов M. tuberculosis было выполнено на секвенаторе ABI 

3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems).   

Результаты. Согласно результатам MIRU-VNTR генотипирования, 86,1% 

образцов среди рифампицин-устойчивых изолятов были отнесены к семейству Beijing M. 

tuberculosis. Анализ нуклеотидных последовательностей всех устойчивых к рифампицину 

изолятов показал преобладание мутации в 531 кодоне rpoB гена с аминокислотной 

заменой серина на лейцин Ser531Leu в 82,6% случаев. В данной работе семейство Beijing 

M. tuberculosis было ассоциировано с мутацией Ser531Leu в 531 кодоне гена (p<0.0001), а 

генотип LAM M. tuberculosis был связан с мутацией His526Leu в 526 кодоне гена 

(p<0.0001).  
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Выводы. Большинство рифампицин-устойчивых M. tuberculosis в Казахстане 

принадлежат к семейству Beijing. Мутация Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена доминирует. 

Генотип Beijing связан с мутацией Ser531Leu, LAM – с His526Leu. Важность учета 

мутаций в 531 и 526 кодонах для скрининга подчеркнута. 

Ключевые слова: туберкулез, M. tuberculosis, лекарственная устойчивость, 

рифампицин, rpoB, секвенирование, MIRU-VNTR анализ.  

  

         Введение. Туберкулез (ТБ) это инфекционное заболевание, возбудителем которого 

является M. tuberculosis. В основном, M. tuberculosis поражает легкие (туберкулез легких), 

также может поражать другие части тела (внелегочный туберкулез) [1, 2].  Туберкулез 

является одной из ведущих причин смерти от одного инфекционного агента после вируса 

иммунодефицита человека (ВИЧ)/синдрома приобретенного иммунодефицита (СПИД) 

[2]. Согласно ежегодному докладу Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) в 2020 

году было выявлено 9,9 миллионов случаев туберкулеза, показатели смертности от ТБ 

составили 1,3 миллиона случаев среди ВИЧ-отрицательных случаев и 214 000 человек 

среди ВИЧ-положительных случаев [3]. Распространение лекарственно-устойчивого ТБ 

представляет собой серьезную проблему в борьбе с туберкулезом, в особенности 

распространение туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ-ТБ) 

либо мультирезистентного ТБ, который ассоциирован с устойчивостью к основным 

антибиотикам используемым в лечении ТБ – рифампицину и изониазиду. В 2019 году в 

мире было зарегистрировано 465 000 человек с мультирезистентным 

туберкулезом/рифампицин-устойчивым туберкулезом (РР-ТБ). В списке 30 стран с 

высокими показателями МЛУ-ТБ/РР-ТБ в мире есть и Казахстан [4].  

        Рифампицин один из самых эффективных противотуберкулезных препаратов 

первого ряда и является ключевым фактором, определяющим эффективность схем 

лечения [5]. В настоящее время устойчивость к рифампицину используется в качестве 

репрезентативного маркера МЛУ-ТБ [6]. Согласно данным ВОЗ, в 2019 г. МЛУ-ТБ был 

диагностирован у 78% ТБ пациентов, у которых была выявлена устойчивость к 

рифампицину [4]. Механизм действия рифампицина заключается в следующем: после 

попадания в клетку рифампицин связывается с β-субъединицей бактериальной РНК-

полимеразы тем самым предотвращая транскрипцию информационной РНК (мРНК) и 

последующую трансляцию в белки [1, 5, 7]. Литературные данные показывают, что в 

основном устойчивые к рифампицину микобактерии имеют мутации в rpoB гене, который 

кодирует β-субъединицу бактериальной РНК-полимеразы. Мутации в данном гене 

обнаруживаются в RRDR (Rifampicin Resistance Determining Region) регионе между 

кодонами 507-533 в 95% случаях [8, 9].   

          Согласно данным опубликованных работ [10], в разных странах за 

распространение лекарственно-устойчивых микобактерий отвечают штаммы различных 

семейств M. tuberculosis, для которых характерны определенные мутации в тех или иных 

генах, ассоциированных с лекарственной устойчивостью. Во многих странах бывшего 



ВЕСТНИК КАЗНМУ №1 (64) – 2023  

ISSN 2524-0684        e-ISSN 2524-0692  

57  

  

Советского союза [11, 12, 13, 14] и Центральной Азии [15] резистентность к различным 

противотуберкулезным препаратам (ПТП) была ассоциирована с китайским генотипом 

Beijing, в то время как в Бразилии [16] и в других странах Латинской Америки [17] 

устойчивые к ПТП клинические изоляты были штаммами семейства LAM (Latin-

American-Mediterranean) M. tuberculosis. В связи с этим несомненный интерес 

представляет изучение генетических особенностей резистентных к ПТП клинических 

изолятов  M. tuberculosis в Казахстане.    

         Цель данной работы: характеристика биологического разнообразия и оценка 

мутаций в rpoB гене рифампицин резистентных клинических изолятов M. tuberculosis 

собранных на территории Казахстана.  

         Материалы и методы. В данное исследование включены 115 больных 

туберкулезом легких среди новых случаев заболевания из разных регионов Казахстана. 

Для всех пациентов были получены демографические и клинические данные из 

медицинских карт. Среди 115 пациентов 79 (68,7%) мужчин и 36 (31,3%) женщин. Возраст 

ТБ больных варьировал от 18 до 73 лет, средний возраст составил 34,8 лет.   

         Протокол исследования был утвержден этическим комитетом Центра наук о жизни 

(Протокол №05-2020 от 24 сентября 2020 г.).  

Анализ лекарственной чувствительности к рифампицину был проведен в 

Национальном научном центре фтизиопульмонологии с использованием системы 

BACTEC MGIT 960 (BD Diagnostic Systems, США) в соответствии с протоколом 

производителя.  Лизаты клеток M. tuberculosis всех собранных 115 рифампицин-

устойчивых образцов были подготовлены с помощью кипячения на водяной бане при 

температуре 80°С в течении 60 минут. ДНК клинических изолятов M. tuberculosis было 

выделено согласно методике Van Soolingen и др. [18].   

Генотипирование 115 рифампицин-резистентных изолятов M. tuberculosis было 

проведено по 15 MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive UnitsVariable Number 

Tandem Repeats) локусам, которые включали в себя 12 MIRU (MIRU2, MIRU4, MIRU10, 

MIRU16, MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU26, MIRU27, MIRU31, MIRU39 и MIRU40) 

локусов и 3 ETR (ETRA, ETRB и ETRC) локуса как было описано ранее [19]. Для того, 

чтобы высчитать количество тандемных повторов в каждом локусе была использована 

программа Image LabTM Software (Gel DocTM XR+, Bio-Rad). Полученные 15-ти значные 

цифровые профили всех 115 клинических изолятов были загружены в базу данных 

www.miru-vntrplus.org и были сравнены с образцами из других стран.  

Построение филогенетического древа и определение семейств M. tuberculosis было 

выполнено с помощью алгоритма UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic 

mean).   

Нуклеотидные последовательности RRDR региона rpoB гена для 115 рифампицин-

устойчивых образцов M. tuberculosis были определены методом Сэнгера на секвенаторе 

ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) согласно инструкциям производителя. 

Амплификация rpoB гена проводилась в ампилификаторе Eppendorf (Германия) при 

http://medbiol.ru/medbiol/infect_har/0001d56c.htm
http://medbiol.ru/medbiol/infect_har/0001d56c.htm
http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
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температуре отжига праймеров 63°С. Анализ нуклеотидных последовательностей rpoB 

гена проводили с помощью программного обеспечения SeqScape (Applied BioSystems).   

Для статистической обработки данных MIRU-VNTR генотипирования и ДНК-

секвенирования rpoB гена клинических изолятов M. tuberculosis использовали 

статистическую программу SPSS. Для того чтобы проверить имеется ли связь между 

определенным семейством M. tuberculosis и определенной мутацией в rpoB гене 

применили Хи-квадрат Пирсона.    

Результаты и их обсуждения. Было проведено генотипирование 115 клинических 

изолятов M. tuberculosis устойчивых к рифампицину по MIRUVNTR методу с 

использованием 15 локусов.  По данным анализа MIRU-VNTR генотипирования было 

выявлено 34 генотипа среди рифампицин-резистентных изолятов, из них 25 (21,7%) 

генотипов были универсальными и найдены только у одного образца среди собранных 

изолятов M. tuberculosis.  Оставшиеся 90 изолятов (78,3%) образовали 9 кластеров. В 

самой большой группе было идентифицировано 64 образца, 3 группы имели по 5 

клинических изолятов, в один кластер вошли 3 образца и в 4 группах было найдено по 2 

изолята M. tuberculosis, соответственно.      

   По результатам генотипирования, среди 115 рифампицин-резистентных 

клинических изолятов 86,1% образцов (n=99) принадлежали китайскому семейству Beijing 

M. tuberculosis. В 10,4% (n=12) случаев среди устойчивых к препарату образцов было 

идентифицировано латиноамериканское семейство LAM. Изоляты семейство Ghana были 

выявлены в 1,7% (n=2) случаев, и семейства M. tuberculosis URAL (0,9%) и Cameroon 

(0,9%) были определены у оставшихся двух изолятов, соответственно (рисунок 1).  

  

 
Рисунок 1 - Семейства M. tuberculosis среди рифампицин-устойчивых клинических 

изолятов в Казахстане (%) 
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Результаты секвенирования rpoB гена 115 рифампицин-устойчивых изолятов M. 

tuberculosis показали 6 вариантов мутаций в четырех кодонах гена – 516, 526, 531 и 533.  В 

531 кодоне rpoB гена было найдено три варианта мутаций у 98 резистентных образцов 

(85,2%). 82,6% изолятов из всей выборки (95 из 115 образцов) имели мутацию в 531 

кодоне Ser531Leu (аминокислотная замена серина на лейцин). Аминокислотная замена 

серина на триптофан (Ser531Trp) в 531 кодоне была выявлена у двух образцов (2 из 115 

изолятов) (1,7%). И мутация в 531 кодоне rpoB гена с аминокислотной заменой серина на 

фенилаланин Ser531Phe была обнаружена в 1 образце среди всех рифампицинустойчивых 

изолятов (0,9%). Мутация в 526 кодоне rpoB гена His526Leu (аминокислотная замена 

гистидина на лейцин) - вторая по значимости мутация, которая была найдена среди 

рифампицин-резистентных изолятов. Данную мутацию имели 7 из 115 образцов (6,1%). 2 

образца среди всех резистентных изолятов показали мутации в 516 кодоне с заменой 

аминокислоты аспарагина на валин Asp516Val и в 533 кодоне с заменой аминокислоты 

лейцина на пролин Leu533Pro, соответственно. В остальных 8 устойчивых к рифампицину 

образцах не было обнаружено мутаций в rpoB гене (6,9%) (Таблица 1).   

Таблица 1 – Мутации в rpoB гене рифампицин-устойчивых клинических изолятов M. 

tuberculosis в Казахстане  

№  

п/п  

Кодон  Вид 

аминокислотной 

замены  

Количество 

изолятов с  

аминокислотной 

заменой  

Всего   

1  516 кодон  Asp516Val  1 (0,9%)   1 (0,9%)  

2  526 кодон  His526Leu  7 (6,1%)  7 (6,1%)  

3  531 кодон  Ser531Leu  95 (82,6%)  98 (85,2%)  

Ser531Trp   2 (1,7%)  

Ser531Phe  1 (0,9%)  

4  533 кодон  Leu533Pro  1 (0,9%)  1 (0,9%)  

5  Нет мутаций  8 (6,9%)  8 (6,9%)  

 Всего  115 (100%)  115 (100%)  

  

Статистический анализ полученных данных MIRU-VNTR генотипирования и 

секвенирования rpoB гена был проведен для 107 клинических образцов M. tuberculosis, 

которые имели мутации в том или ином кодоне гена.  Результаты статистического анализа 

показали ассоциацию генотипа Beijing с Ser531Leu мутацией в 531 кодоне rpoB гена 

(p<0.0001). Среди резистентных изолятов с мутацией Ser531Leu (аминокислотная замена 

серина на лейцин) большая часть образцов (91,6%) принадлежала семейству Beijing M. 

tuberculosis по сравнению с non-Beijing группой (8,4%). Также статистический анализ 

показал связь между семейством LAM M. tuberculosis и His526Leu мутацией в 526 кодоне 
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(p<0.0001). Среди устойчивых изолятов с мутацией His526Leu (аминокислотная замена 

гистидина на лейцин) преобладающая часть образцов (85,7%) принадлежала семейству 

LAM по сравнению с non-LAM семейством.   

Были проведены исследования касательно молекулярно-генетических 

характеристик штаммов M. tuberculosis распространенных на территории Республики 

Казахстан [19-24]. Но, только в некоторых из них рассматривалась связь определенного 

генотипа M. tuberculosis c мутациями в генах лекарственной устойчивости. В нашей 

предыдущей работе [20] были описаны мутации в rpoB, katG, oxyR-ahpC и fabG-inhA генах 

259 мультирезистентных, 51 изониазид-устойчивых и 13 рифампицин-устойчивых 

клинических изолятов. Анализ мутаций в rpoB гене 272 рифампицин-устойчивых 

образцов показал мутации в 4 кодонах в 93,7% случаев (255 из 272 образцов). Больше 

всего в выборке мутации были найдены в 531 кодоне (82,7%), среди обнаруженных 

вариантов мутаций в данном кодоне преобладала мутация Ser531Leu с заменой 

аминокислоты серина на лейцин (80,9%). В меньшей степени мутации были найдены в 

526 (8,4%), 533 (1,5%) и 516 (1,1%) кодонах. Среди 310 изониазидустойчивых изолятов 

мутации были определены в 99,7% случаев (309 из 310 изолятов). В основном, мутации 

встречались в 315 кодоне katG гена - Ser315Thr (замена аминокислоты серина на треонин) 

(90,3%). В данной статье хорошо описан спектр мутаций в rpoB гене среди устойчивых к 

рифампицину и изониазиду изолятов, однако для этих образцов не было проведено 

генотипирование. В статье Hilleman et.al [25] была выявлена ассоциация генотипа Beijing 

с мутацией Ser531Leu rpoB гена и с мутацией Ser315Thr katG гена среди 

мультирезистентых изолятов. В нашем исследовании мутация Ser531Leu rpoB гена тоже 

была ассоциирована с китайским генотипом Beijing, кроме того, в нашей работе мутация 

His526Leu rpoB гена была связана с латиноамериканским генотипом LAM среди 

рифампицин-устойчивых изолятов.   

         В данной работе в 6,9% случаях рифампицин-резистентные образцы не имели 

мутацию ни в каком кодоне rpoB гена. Аналогичная тенденция была показана и в других 

исследованиях [20, 26, 27, 28]. В нашем предыдущем исследовании [20] среди 

рифампицин-устойчивых изолятов (n=272) мутации в rpoB гене не были найдены в 6,2% 

случаях. В исследованиях проводимых в Морокке мутаций в rpoB гене клинических 

изолятов M. tuberculosis (n=116 и n=45) не было найдено у 15,5% [26] и 11,1% [27] 

образцов, соответственно. Среди рифампицин-резистентных изолятов (n=90) собранных 

из различных Азиатских стран 5,6% образцов не показали мутаций в rpoB гене [28]. Эти 

результаты могут свидетельствовать о мутациях в rpoB гене вне RRDR региона, которые 

были найдены меньше, чем в 5% случаях среди изолятов устойчивых к рифампицину [29, 

30].  

Выводы. В результате генотипирования в нашем исследовании 86,1% 

рифампицин-устойчивых клинических изолятов в Казахстане принадлежали китайскому 

семейству Beijing M. tuberculosis. Результаты секвенирования rpoB гена показали, что 

85,2% образцов в выборке имели мутацию в 531 кодоне, с преобладанием мутации 
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Ser531Leu (82,6% в выборке). По данным статистического анализа, в нашей работе 

генотип Beijing был ассоциирован с Ser531Leu мутацией в 531 кодоне (p<0.0001), а 

генотип LAM с His526Leu мутацией в 526 кодоне (p<0.0001). Поэтому для проведения 

скрининговых исследований клинических изолятов M. tuberculosis циркулирующих на 

территории Казахстана по данным наших исследований важно учитывать мутации в 531 и 

526 кодонах rpoB гена.     
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 ҚАЗАҚСТАНДА ТАРАЛҒАН РИФАМПИЦИН-ТӨЗІМДІ M.  

TUBERCULOSIS КЛИНИКАЛЫҚ ИЗОЛЯТТАРЫНЫҢ ГЕНЕТИКАЛЫҚ 

СИПАТТАМАСЫ   

А.Ж.АХМЕТОВА1,2, Ж.М.АБИЛОВА1, Г.Н. ЖАРЫЛҚАСЫН 3, А.Р. АКИЛЬЖАНОВА1,2, 

У.А. КОЖАМКУЛОВ 1   
1Геномды және дербес медицина зертханасы, National Laboratory Astana, Назарбаев 

университеті, Астана қ., Қазақстан  
2Жалпы биология және геномика кафедрасы, Л. Н. Гумилев атындағы Еуразия Ұлттық 

университеті, Астана қ., Қазақстан  
3Микробиология және биотехнология кафедрасы, Л. Н. Гумилев атындағы Еуразия 

Ұлттық университеті, Астана қ., Қазақстан   

 

Түйіндеме  

Кіріспе. Дәріге-төзімді туберкулез Қазақстанның денсаулық сақтау саласында 

өзекті мәселе болып қалуда. Қазақстан бірінші қатардағы негізгі антибиотиктерге – 

рифампицин мен изониазидке төзімділікпен сипатталатын мультирезистентті туберкулез 

көрсеткіші жоғары мемлекеттердің бірі.  

Жұмыстың мақсаты: Қазақстанда таралған рифампицинге-төзімді M. tuberculosis 

клиникалық изоляттарының rpoB генінде мутацияларды сипаттау және олардың 

биотүрлігін анықтау.  

Материалда мен әдістер. Аталған зерттеу жұмысында өкпе туберкулезі 

науқастарынан туберкулезге қарсы бірінші қатардағы препарат – рифампицинге төзімді 

115 M. tuberculosis клиникалық изоляттары жиналды. Барлық 115 рифампицинге 

резистентті изоляттар MIRU-VNTR әдісімен 15 локус бойынша генотиптелді. 115 
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рифампицинге-төзімді M. tuberculosis үлгілерінің rpoB генінің RRDR аймағын ДНҚ-

секвенирлеу ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) секвенаторында өткізілді. 

Нәтижелер. MIRU-VNTR генотиптеу нәтижелеріне сәйкес, рифампицин-төзімді 

изоляттардың арасында 86,1% жағдайында үлгілер Beijing M. tuberculosis тұқымдасына 

жатты. Рифампицинге төзімділігі бар барлық изоляттардың нуклеотидтік тізбектерінің 

анализі 82,6% жағдайында rpoB генінің 531 кодонында сериннің лейцинге 

аминқышқылдық алмасуы бар Ser531Leu мутациясының басымдылығын көрсетті. Біздің 

жұмысымызда Beijing M. tuberculosis тұқымдасы геннің 531 кодонындағы Ser531Leu 

мутациясымен ассоциацияланды (p<0.0001), ал LAM M. tuberculosis тұқымдасы геннің 526 

кодонындағы His526Leu мутациясымен байланысты (p<0.0001) болды.  

Қорытынды. Қазақстандағы рифампицинге төзімді M. tuberculosis-тің көпшілігі 

Пекин отбасына жатады. rpoB генінің 531 кодонындағы Ser531Leu мутациясы басым. 

Бейжің генотипі Ser531Leu мутациясымен, LAM – His526Leu мутациясымен байланысты. 

Скрининг үшін 531 және 526 кодондарындағы мутацияларды қарастырудың 

маңыздылығына баса назар аударылады. 

Түйінді сөздер: туберкулез, M. tuberculosis, дәрілік төзімділік, rpoB, секвенирлеу, 

MIRU-VNTR анализі.  
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Abstract  

Introduction. Drug-resistant tuberculosis remains one of major health problems in 

Healthcare system of Kazakhstan. Kazakhstan is one of countries with high quantity of 

multidrug-resistant tuberculosis chracterized by resistance to the main antibiotics used to cure 

tuberculosis – rifampicin and izoniazid.   

Objective of this study is to detect biodiversity and characterize mutations in rpoB gene 

of rifampicin-resistant M. tuberculosis clinical isolates from Kazakhstan.  

Materials and methods. In this work, 115 M. tuberculosis clinical isolates resistant to 

the first line antibiotic – rifampicin were gathered from patients with pulmonary tuberculosis.   

Genotyping of 115 rifampicin-resistant isolates was performed by MIRU-VNTR method using 
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15 loci. DNA sequencing of RRDR region of rpoB gene of 115 rifampicin-resistant isolates of 

M. tuberculosis was done on ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems).   

Rresults. According to the MIRUVNTR genotyping results, 86,1% isolates among the 

resistant samples were isolates of Beijing M. tuberculosis family.  Analysis of nucleotide 

sequences of all resistant to rifampicin isolates showed prevalence of mutations at 531 codon of 

rpoB gene with the amino acid substitution of serine to leucine Ser531Leu in 82.6% of cases. In 

our study Beijing M. tuberculosis family was associated with the Ser531Leu mutation at 531 

codon of the gene (p<0.0001), LAM M. tuberculosis family revealed association with the 

His526Leu mutation at 526 codon of the gene (p<0.0001).  

Conclusion. The majority of rifampicin-resistant M. tuberculosis in Kazakhstan belong 

to the Beijing family. The Ser531Leu mutation at codon 531 of the rpoB gene is dominant. The 

Beijing genotype is associated with the Ser531Leu mutation, LAM – with His526Leu. The 

importance of considering mutations at codons 531 and 526 for screening is emphasized. 

Key words: tuberculosis, M. tuberculosis, drug resistance, rpoB, sequencing, MIRU-

VNTR analysis.  


