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Резюме
У статті наведено досвід повногеномного секвенування штамів M. 

tuberculosis (МБТ).
Матеріали та методи. Проведено дослідження 8 ізолятів MБТ. 

Штами були отримані від хворих на ВДТБ. Критичні концентрації АМБП: 
Н; R; E; Z; Lfx; Mfx; Am; Cm; Lzd; Bdq; Dlm та Cfz визначали за допомогою 
системи BACTEC MGIT. Cеквенування штамів MБТ виконано на облад-
нанні Illumina MiSeq у лабораторії мікробіології та біохімії НІФП. 
Отримані повногеномні послідовності штамів MБТ були депоновані у 
fastq файли та проаналізовані за допомогою програми PhyResSE 
(https://bioinf.fz-borstel.de/mchips/phyresse/) з біоаналітичним пакетом 
рішення. Панель цього пакета включає генні мішені, задіяні у виник-
ненні у МБТ ЛС до АМБП. Філоненетична інформація та певний споліго-
тип дозволяють отримати нейтральні поодинокі нуклеотидні полімор-
фізми. Генетичний профіль ЛС проводили за каталогом мутацій ВООЗ 
(https://www.who.int/publications/i/item/9789240028173).

Результати. Домінуючий в Україні генотип Beijing представлений 
7 штамами. До групи non-beijing входив 1 штам: Ural. 7 штамів MБТ 
мали приналежність до сімейства Beijing, філогенетичної лінії Lineage 2 
з однаковими індексами споліготипів. Аналіз мутацій згідно з 
«Каталогом мутацій комплексу M. tuberculosis та їх асоціація з резис-
тентністю до лікарських препаратів», ВООЗ, 2021 р., дозволив усі вияв-
лені мутації розподілити за категоріями — асоційовані з резистентні-
стю, асоційовані з резистентністю  — проміжні, не асоційовані з 
резистентністю, з невизначеною значущістю. Зіставлення профілю 
стійкості з відповідним генотипом показало, що ізоляти, що належать 
генотипу Beijing, зазвичай несли мутації МЛС/пре-ШЛС.

Зіставлення профілю стійкості з відповідним генотипом показало, 
що ізоляти, що належать генотипу Beijing, зазвичай несли мутації МЛС/
пре-ШЛС.

У всіх штамів MБТ з резистентністю до R були мутації, які виявлені 
в rpoB гені. Канонічна амінокислотна заміна rpoB S450L, пов’язана з 
високим рівнем стійкості до R при несуттєвому зниженні життєздатно-
сті штамів, була ідентифікована у 6 ізолятах. Інша клінічно значуща 
мутація в rpoB (S435Y) виявлена   у 2-х випадках і лише у представників 
сімейства Beijing. Мутації категорій: не асоційовані з резистентністю 
(rpoC (E1092D)) і з невизначеною значущістю: rpoC (I491V), rpoB (H674N), 
rpoB (V496A), були виявлені тільки в поєднанні зі «строго асоційовани-
ми» позиціями у фенотипно-резистентних ізолятів генотипу Beijing. 
Канонічна одиночна амінокислотна заміна katG S315T була виявлена   у 
всіх відібраних для секвенування ізолятів. Усі 8 штамів стійких до H 
показали мутації у генах, пов›язаних з резистентністю до препарату. 
Мутацій у ключових генах стійкості до Bdq — atpE та mmpR — не було 
виявлено в жодному геномі. У 1 штамі MБТ у гені rplC виявлено мутацію 
С154R асоційовану зі стійкістю до Lzd. Так само в 1 штамі MБТ виявлена   
мутація в ddn (D30S0) з поки що з невизначеною значущістю асоцію-
вання зі стійкістю до Dlm.

Висновки. Дослідження дає інформацію про генетичну різноманіт-
ність сучасних ізолятів MБТ у хворих на ТБ. Превалювання генотипу 
Beijing свідчить про стабільну популяційну структуру збудника ТБ та 
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Abstract
The article presents the experience of whole-genome sequencing of 

M. tuberculosis (MBT) strains.
Materials and methods. 8 MBT isolates were tested. The strains were 

obtained from patients with newly detected pulmonary tuberculosis 
(NDPTB). Critical concentrations of anti-mycobacterial drugs (AMBD): H; 
R; E; Z; Lfx; Mfx; Am; cm; Lzd; Bdq; Dlm and Cfz were determined using the 
BACTEC MGIT system. Sequencing of MBT strains was performed on 
Illumina MiSeq equipment at the laboratory of microbiology and bio-
chemistry of the National Institute of phthisiology and pulmonology 
(NIPP). The obtained whole-genome sequences of MBT strains were 
deposited in fastq files and analyzed using the PhyResSE program 
(https://bioinf.fz-borstel.de/mchips/phyresse/) with the bioanalytical 
solution package. The panel of this package includes gene targets 
involved in the development of MBT to AMBP. Phylogenetic information 
and a certain spoligotype make it possible to obtain neutral single nucle-
otide polymorphisms. The genetic profile of the drug was performed 
according to the WHO mutation catalog (https://www.who.int/publica-
tions/i/item/9789240028173).

The results. The dominant in Ukraine Beijing genotype was represent-
ed by 7 strains. The non-beijing group included 1 strain: Ural. 7 MBT strains 
belonged to the Beijing family, Lineage 2 phylogenetic line with the same 
spoligotype indices. The analysis of mutations according to the “Catalogue 
of mutations of the M. tuberculosis complex and their association with 
drug resistance”, WHO, 2021, allowed all detected mutations to be divided 
into categories - associated with resistance, associated with resistance - 
intermediate, not associated with resistance, with uncertain significance. 
Comparison of the resistance profile with the corresponding genotype 
showed that isolates, belonging to the Beijing genotype, usually carried 
MDR/pre-XDR mutations.

Comparison of the resistance profile with the corresponding geno-
type showed that isolates belonging to the Beijing genotype usually car-
ried MDR/pre-XDR mutations.

All MBT strains with resistance to R had mutations found in the rpoB 
gene. The canonical amino acid substitution of rpoB S450L, associated 
with a high level of resistance to R with a non-significant decrease in the 
viability of the strains, was identified in 6 isolates. Another clinically signif-
icant mutation in rpoB (S435Y) was found in 2 cases and only in represen-
tatives of the Beijing family. Mutations of the categories: not associated 
with resistance (rpoC (E1092D)) and of uncertain significance: rpoC (I491V), 
rpoB (H674N), rpoB (V496A), were detected only in combination with 
“strictly associated” positions in phenotypic-resistant isolates of the geno-
type Beijing. The canonical single amino acid substitution katG S315T was 
detected in all isolates selected for sequencing. All 8 strains resistant to H 
showed mutations in genes associated with resistance to the drug. 
Mutations in the key Bdq resistance genes - atpE and mmpR - were not 
detected in any genome. In 1 strain of MBT, a C154R mutation associated 
with Lzd resistance was detected in the rplC gene. Similarly, in 1 strain of 
MBT, a mutation in ddn (D30S0) was detected with an as yet undetermined 
significance of association with resistance to Dlm.
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вказує на важливу роль передачі МЛС/ШЛС штамів від 
хворих до здорових та насамперед від дорослих до 
дітей. За нашими даними, більшість ізолятів M. 
tuberculosis, асоційованих з МЛС/ШЛС, належить геноти-
пам Beijing (50,2 %) та Євро-Американському сімейству 
(16,8 %) [4–6].

Молекулярна діагностика вважається найбільш пер-
спективним шляхом до швидкого універсального тесту-
вання лікарської чутливості (ЛЧ) збудника ТБ. У 2021 р. 
під егідою ВООЗ було опубліковано найповніший ката-
лог SNP [7], асоційованих із стійкістю до АМБП, на основі 
результатів фенотипового аналізу та повногеномного 
секвенування 41 137 ізолятів збудника M. tuberculosis з 
45 країн, у тому числі 1550 штамів (3,8 %), зібраних лабо-
раторією мікробіології та біохімії НІФП (м. Київ). 
Використання цього каталогу надає доступ до найбільш 
повної та стандартизованої генотипової характеристики 
ЛС, яка і була застосована у цьому дослідженні для уні-
кальної колекції даних повногеномного секвенування 
штамів М. tuberculosis від хворих на ВДТБ.

Метою дослідження було провести порівняльний 
аналіз фенотипового та генотипового профілів лікар-
ської стійкості штамів M. tuberculosis, отриманих від 
хворих із вперше діагностованим туберкульозом легень; 
визначити мутації, які можливо відповідають за феноти-
пову стійкість до нових АМБП 2-го ряду (бедаквілін, 
деламанід, лінезолід та клофазимін).

Матеріали та методи

Проведено дослідження 8 клінічних ізолятів M. tu ber-
culosis у лабораторії мікробіології та біохімії НІФП. Шта-
ми були отримані від хворих на ВДТБ. Критичні концен-
трації АМБП: Н — 0,1 мкг/мл; R — 0,5 мкг/мл; етамбутол 
(E)  — 5,0 мкг/мл; піразинамід (Z)  — 100 мкг/мл; лево-
флоксацин (Lfx) — 1,0 мг/л; моксифлоксацин (Mfx)– 0,25 
та 1,0 мкг/мл; амікацин (Am) — 1,0 мкг/мл; капреоміцин 
(Cm) — 2,5 мкг/мл; лінезолід (Lzd) — 1,0 мкг/мл, а також 
бедаквілін (Bdq)  — 1,0 мкг/мл; деламанід (Dlm)  — 0,06 

Однією з серйозних проблем світової охорони здо-
ров›я є формування та глобальне поширення туберку-
льозної інфекції, стійкої до антимікобактеріальних пре-
паратів (АМБП) І-го та ІІ-го ряду, а саме розвиток мно-
жинної та широкої лікарської стійкості (МЛС та ШЛС). 
МЛС-ТБ  — туберкульоз (ТБ) з множинною лікарською 
стійкістю (раніше використовувався термін МРТБ): стій-
кість, як мінімум до ізоніазиду (Н) та рифампіцину (R). 
ШЛС-ТБ  — ТБ з широкою лікарською стійкістю (раніше 
використовувався термін «туберкульоз з розширеною 
медикаментозною стійкістю» (РР-ТБ): стійкість до будь- 
якого фторхінолону та як мінімум до одного з додатко-
вих препаратів групи А (бедаквілін та/або лінезолід) у 
доповнення до множинної лікарської стійкості або 
рифам піцин-резистентного ТБ.

За даними Всесвітньої організації охорони здоров›я 
(ВООЗ), серед 10 млн осіб, хворих на ТБ, близько 500 тис. 
мають штами M. tuberculosis, стійкі до R, з яких 78,0 % 
також стійкі до Н, тобто є штамами з МЛС. У 2021 р. ВООЗ 
змінила визначення ШЛС ТБ, а також вперше дала визна-
чення ТБ з пре-ШЛС, наголосивши на серйозності таких 
форм захворювання. Відповідно до останніх змін ТБ з 
пре-ШЛС описують як МЛС-ТБ з додатковою стійкістю до 
одного з фторхінолонів. Первинним механізмом при-
дбання резистентності у M. tuberculosis є накопичення 
однонуклеотидних замін (single nucleotide polymorp-
hism, SNP) у генах, що кодують білки, що є мішенями 
АМБП, або в ферментах, що утилізують ці антибіотики [1].

Однією з причин розвитку лікарської стійкості (ЛУ) є 
селективний відбір носіїв мутації при неадекватному 
лікуванні ТБ [2], а також передача штаму збудника ТБ, що 
мутував, від людини до людини [3]. Математична модель 
передачі збудника [3] свідчить про те, що передача ЛС 
штамів від хворих людей здоровим може відігравати 
ключову роль у процесі глобального виникнення стій-
ких форм ТБ, оскільки такі випадки передачі трапляють-
ся в різних країнах, і їх частота коливається від 40,0 до 
90,0 %. В Україні високий відсоток МЛС/ШЛС ТБ [4, 5] 

збереження тенденцій високих рівнів поширення ЛС форм інфекції на 
території країни.

Об›єднання фенотипних та молекулярно-генетичних даних доз-
волило дати більш повну оцінку ЛС ізолятам. Велика частка МЛС була 
обумовлена   мутаціями, що не надають негативного впливу на життєз-
датність та трансмісивність збудника, що також свідчить про великий 
епідемічний резервуар штамів MБТ з МЛС/пре-ШЛС.

Високотрансмісивні штами Beijing несуть найчастіше поодинокі 
некомбіновані мутації R та H, які пов›язані з високим рівнем резистент-
ності. 

Ключові слова: генетична діагностика, секвенування, туберку-
льоз легень.

Укр. пульмонол. журнал. 2023;31(4):22–30.

Журило Олександр Анатолійович
ДУ «Національний інститут фтизіатрії і пульмонології 
ім. Ф. Г. Яновського НАМН України»
Завідувач лабораторії мікробіології і біохімії
Д. мед. наук, професор
10, вул. М. Амосова, Київ,03038, Україна
Тел/факс: 38044 275-54-30, microbio@ifp.kiev.ua

Conclusions. The study provided information on the genetic diversity 
of modern MBT isolates in TB patients. The predominance of the Beijing 
genotype testified to the stable population structure of the TB pathogen 
and the preservation of trends of high levels of the spread of TB forms of 
infection on the territory of the country.

The combination of phenotype and molecular genetic data made it 
possible to give a more complete assessment of DR isolates. A large share 
of MDR was caused by mutations that did not have a negative effect on the 
viability and transmissibility of the pathogen, indicating a large epidemic 
reservoir of MBT strains with MDR/pre-XDR.

The highly transmissible strains of Beijing carried mostly single 
uncombined R and H mutations, which were associated with a high level 
of resistance.

Key words: genetic diagnostics, sequencing, pulmonary tuberculosis.

Ukr. Pulmonol. J. 2022;31(4):22–30.

Oleksandr A. Zhurilo
SO “National institute of phthisiology and pulmonology 
named after F.G. Yanovsky NAMS of Ukraine”
Head of the Laboratory of Microbiology Biohimia
Doctor of medicine, professor
10, М. Amosova str., Кyiv, 03038, Ukraine
Тел/факс: 38044 275-54-30, microbio@ifp.kiev.ua




