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Резюме
Мета роботи — використати tNGS для ідентифікації МБТ у клініч-

них ізолятах та зразках мокротиння. Цей метод порівняти з ефективніс-
тю культурального методу і фТМЧ, повногеномним секвенуванням 
(WGS) та GeneXpert MTB/Rif Ultra. Провести оцінку ефективності tNGS у 
діагностиці ТБ та виявленні генних мутацій, стійких до ліків.

Матеріали та методи. 75 ізолятів MБТ були відібрані зі штамів, що 
зберігалися у лабораторії. Крім того, 70 зразків мокротиння, взяті до 
дослідження, були зібрані від дорослих хворих з підозрою на туберку-
льоз. Для культивування використовували системи BАСТЕС та GeneXpert. 
Всі ізоляти бактерій були підтверджені як МБТ за допомогою наборів для 
виявлення антигену MBP 64.

Фенотиповий метод і молекулярно-генетичне тестування з викорис-
танням системи GeneXpert та картриджів Xpert MTВ/Rif Ultra з одночасним 
виявленням ДНК МБТ-комплексу та визначенням резистентності до R, здійс-
нювались у відповідності до наказу МОЗ України № 1462 від 27.06.2019 р. 

Дослідження з tNGS проводилось з використанням наборів Deeplex 
Myc-TB для виявлення ДНК МБТ та визначення мутацій, асоційованих зі 
стійкістю до H, R, Eto, Z, E, S, Km, Am, Cap, Lfx, Mfx, Lzd, Cfz та Bdq. tNGS 
здійснювали згідно СОПів. Аналіз файлів даних секвенування у форматі 
FASTQ виконано за допомогою додатку Deeplex Web Application.

Результати. фТМЧ показав, що рівень резистентності M. tuberculosis 
до 9 препаратів коливався від 2,7 %  у Am до 46,7 %  у H. Згідно з резуль-
татами ТМЧ на основі tNGS, рівень резистентності коливався від 5,3 % у 
Am до 46,7 %  у R і H, а різниця між рівнем резистентності tNGS та фТМЧ 
у кожному препараті не перевищувала 6,0  %. Для 75 ізолятів MБТ 
середня відповідність між tNGS та фТМЧ становила 92,3 %  для всіх дев’я-
ти препаратів, коливаючись від 66,7 %  у Am до 100 %  у H, Mfx і Lfx.

Середня узгодженість між tNGS та WGS у виявленні ЛС МТБ до 
дев’яти препаратів становила 97,02 % . Чутливість та специфічність tNGS 
у прогнозуванні ЛС MБТ становили відповідно 100 %  та 91,7 %  для R, 
100 %  та 100 %  для H, 93,8 %  та 100 %  для E, 96,2 %  та 100 %  для S, 100 %  
та 100 %  для Mfx, 100 %  та 100 %  для Lfx, 100 %  та 94,7 %  для Am, 100 %  
та 100 %  для Km, 39,1 % та 100 % для Eto. Прогностичні значення ЛС, за 
винятком Am, становили 100 %. Прогностичні значення лікарської чут-
ливості були більшими за 95,0 %, за винятком E та Eto. Більшість ізолятів 
MБТ, стійких у WGS, але чутливих у tNGS, були зумовлені мутаціями ЛC, 
виявленими за допомогою WGS, які не були охоплені tNGS.

За допомогою всіх методів досліджень M. tuberculosis була виявлена в 
27 зразках з 70-ти проб мокротиння, що склало лише 38,5  %  випадків. 
Подальший аналіз даних показав, що при негативних результатах посіву за 
допомогою МГ досліджень в картриджах Xpert MTB/Rif Ultra та методу tNGS 
одночасно було виявлено додатково ще 15 зразків, що містили M. tuberculosis, 
тобто кількість позитивних результатів збільшилася на 21,4 %  у порівнянні 
з аналогічними результатами за методом посіву. Лише метод tNGS додатко-
во дав можливість виявити збудник ТБ ще в 14 (20,0 % ) зразках мокротиння, 
що були негативними за результатами рутинних досліджень, які застосову-
ються в практичних лабораторіях країни для діагностики ТБ. Тобто, за допо-
могою застосованих нами методів дослідження зразків мокротиння на ТБ 
наявність M. tuberculosis була виявлена в 80,0  %  випадків. У порівнянні з 
іншими застосованими методами tNGS в 1,3 раза було більш результатив-
ним за МГ метод в картриджах Xpert MTB/Rif Ultra в системі Gene Xpert та в 
1,3 раза перевищувало рівень позитивних результатів, що були отримані 
методом посіву.

THE METHOD OF TARGETED NEXT GENERATION SEQUENCE 

USING THE DEEPLEX MYC-TB REAGENT SET —

A PROSPECTIVE APPROACH IN DIAGNOSING 

M. TUBERCULOSIS AND DETERMINING 

ITS DRUG RESISTANCE

O. A. Zhurylo, A. I. Barbova, N. I. Barbova, L. M. Sladkova

Abstract
The aim of the study is to use tNGS to identify MBT in clinical isolates 

and sputum samples. This method will be compared with the effectiveness 
of the culture method and fTMS, whole-genome sequencing (WGS) and 
GeneXpert MTB/Rif Ultra. To evaluate the effectiveness of tNGS in the diag-
nosis of TB and detection of drug-resistant gene mutations.

Materials and methods. 75 MBT isolates were selected from strains 
stored in the laboratory. 

In addition, 70 sputum samples taken for the study were collected from 
adult patients with suspected tuberculosis. BACTEC and GeneXpert systems 
were used for cultivation. All bacterial isolates were confirmed as MBT using 
MBP 64 antigen detection kits.

The phenotypic method and molecular genetic testing using the 
GeneXpert system and Xpert MTB/Rif Ultra cartridges with simultaneous 
detection of MBT-complex DNA and determination of resistance to R were 
carried out in accordance with the order of the Ministry of Health of Ukraine 
No. 1462 dated 06.27.2019. 

The tNGS study was performed using Deeplex Myc-TB kits to detect 
MBT DNA and identify mutations associated with resistance to H, R, Eto, Z, E, 
S, Km, Am, Cap, Lfx, Mfx, Lzd, Cfz and Bdq. tNGS was performed according to 
SOPs. Analysis of sequencing data files in FASTQ format was performed 
using the Deeplex Web Application.

Results. fTMS showed that the resistance rate of 9 drugs ranged from 
2.7% in Am to 46.7% in H. According to the results of tNGS-based TMS, the 
resistance level ranged from 5.3% in Am to 46.7% in R and H, and the differ-
ence between the resistance rate of tNGS and fTMS in each drug did not 
exceed 6.0%. For 75 MBT isolates, the average concordance between tNGS 
and fTMS was 92.3% for all nine drugs, ranging from 66.7% in Am to 100% in 
H, Mfx, and Lfx.

The average agreement between tNGS and WGS in the detection of 
drugs of nine drugs was 97.02%. The sensitivity and specificity of tNGS in 
predicting DR MBT were 100% and 91.7% for R, 100% and 100% for H, 93.8% 
and 100% for E, 96.2% and 100% for S, 100% and 100% for Mfx, 100% and 
100% for Lfx, 100% and 100% for Lfx, respectively. 94.7% for Am, 100% and 
100% for Km, and 39.1% and 100% for Eto. The prognostic values of LS, with 
the exception of Am, were 100%. Predictive values of drug sensitivity were 
greater than 95.0%, except for E and Eto. The majority of MBT isolates resis-
tant by WGS but susceptible by tNGS were due to DR mutations detected by 
WGS that were not captured by tNGS.

Using all research methods, MBT was detected in 27 samples out of 70 
sputum samples, which accounted for only 38.5% of cases. Further analysis 
of the data showed that with negative results of culture using MG studies in 
Xpert MTB/Rif Ultra cartridges and the tNGS method, an additional 15 sam-
ples containing MBT were simultaneously detected, i.e. the number of posi-
tive results increased by 21.4% compared to similar results by the culture 
method. Only the tNGS method additionally made it possible to detect the 
TB pathogen in another 14 (20.0%) sputum samples that were negative 
according to the results of routine tests used in practical laboratories of the 
country for the diagnosis of TB. That is, with the help of the methods of 
testing sputum samples for TB, the presence of MBT was detected in 80.0% 
of cases. Compared to other applied methods, tNGS was 1.3 times more 
effective than the MG method in Xpert MTB/Rif Ultra cartridges in the Gene 
Xpert system and 1.3 times higher than the level of positive results obtained 
by the seeding method.

The effectiveness of both MG-methods in detecting MBT with resis-
tance to R in sputum samples was identical and amounted to 15.5%. 1.8 
times more samples containing R-susceptible MBT were detected by the MG 
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вольнити потребу клініцистів у швидкій верифікації діа-
гнозу «туберкульоз».

Досягнення молекулярної біології за останні десяти-
ліття суттєво вплинули на діагностику ТБ. Сучасні тести 
молекулярно-генетичної (МГ) діагностики дозволяють 
не тільки виявити ДНК збудника, а і швидко визначити 
резистентність до ключових ПТП, завдяки проведенню 
ампліфікації специфічних ділянок ДНК М. tuberculosis. 
На  жаль, жоден швидкий метод, що рекомендований 
ВООЗ, на сьогодні ще не може використовуватись для 
виявлення повного спектру резистентності до всіх 
сучасних ПТП [2]. Хоча методи молекулярної діагности-
ки на основі полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 
продемонстрували значне покращення чутливості, спе-
цифічності та швидкості виявлення порівняно з метода-
ми на основі культури, їхня ефективність обмежена діа-
пазоном генів-мішеней лікарської стійкості (ЛС), які 
вони можуть ідентифікувати. Крім того, існують відмін-
ності в мішенях виявлення та ефективності різних діа-
гностичних технологій [3]. Наприклад, Xpert MTB/RIF 
Ultra — це метод виявлення, рекомендований ВООЗ у 
2017 р., який має значно вищі можливості виявлення, 
ніж Xpert MTB/RIF, завдяки використанню багатокопій-
них інсерційних елементів IS1081 та IS6110 як цільових 
послідовностей М. tuberculosis, і обидва вони мають 

Вступ

Нині в світі попри значні успіхи у подоланні туберку-
льозу (ТБ), рівень захворюваності на цю хворобу знизив-
ся лише на 8,7  %  з 2015 по 2022 р., і мета подальшого 
зменшення випадків ТБ на 50,0 %  до 2030 р., що оголо-
шена ВООЗ, поки ще є важко досяжною [1].  Ключову 
роль у вирішенні цієї проблеми на сьогодні відіграє 
якісна та своєчасна діагностика ТБ, яка є основою ефек-
тивного лікування пацієнтів та епіднагляду за захворю-
ванням та його профілактикою. Швидке та якісне вияв-
лення циркулюючих штамів M. tuberculosis від хворих та 
визначення їх чутливості до препаратів, є важливим для 
своєчасного призначення терапії та припинення роз-
повсюдження туберкульозної інфекції. В сучасній мікро-
біологічній діагностиці ТБ фенотипове тестування щодо 
виявлення збудника ТБ та визначення його медикамен-
тозної чутливості за допомогою фенотипового методу 
(фТМЧ), залишається «золотим стандартом» у виявленні 
резистентності до протитуберкульозних препаратів 
(ПТП), але ж потребує значного часу для проведення та 
отримання результату (від 2-х до 4-х тижнів)  [2]. Повіль-
ний темп росту мікобактерій, що викликають ТБ, складні 
операційні процедури та суворі вимоги біологічної без-
пеки при роботі з M. tuberculosis роблять методи вияв-
лення на основі культури нездатними в повній мірі задо-

Результативність обох МГ-методів щодо виявлення М. tuberculosis з 
резистентністю до R в зразках мокротиння була ідентичною та складала 
15,5 % . Зразків, що містили чутливі до R М. tuberculosis, МГ-методом за 
допомогою картриджів GeneXpert MTB/Rif Ultra було виявлено в 1,8 раза 
більше, ніж методом tNGS, 41,4 %  та 22,9 %  відповідно. Ця різниця показ-
ників є статистично достовірною. Основною причиною не виявлення 
резистентності до ліків за допомогою tNGS, є те, що деякі рідкісні мутації 
не включені до мішеней виявлення tNGS. До них належать rpoB 
Leu545Met, katG Gly593Asp, ahpC-48G > A, embA –12 C > T, embB 
Asp354Ala тощо. Серед них rpoB Leu545Met, embA –12 C > T та embB 
Asp354Ala спостерігалися нами в кількох ізолятах M. tuberculosis. Ці варі-
анти мутацій можуть бути в перспективі розглянуті для включення в 
майбутні оптимізації методу tNGS. 

Висновки. Потенціал tNGS у трансформації рутинної практики в 
галузі діагностики та лікування ТБ є дуже значний. Високий рівень відпо-
відності результатів між tNGS та WGS/фТМЧ у поєднанні з його економіч-
ною ефективністю свідчить про те, що tNGS може бути конкурентоспро-
можною альтернативою та призводити до зміни основних напрямів 
діагностики ТБ в майбутньому: замість того, щоб покладатися на послі-
довне тестування на ЛС M. tuberculosis, одностадійна комплексна оцінка 
може спростити діагностичний процес. 

Одностадійна комплексна оцінка має кілька клінічних переваг: 
вона дозволяє раннє виявлення ТБ та його профілів резистентності, 
забезпечує широке охоплення мішеней резистентності для широко 
використовуваних клінічних препаратів. tNGS демонструє надійну та 
швидку ефективність у виявленні ТБ та пов’язаної з ним ЛС M. tuberculosis 
і може бути безпосередньо застосовано до клінічних зразків, що позиці-
онують його як перспективний підхід для лабораторного тестування ТБ.

Ключові слова: цільове (таргетне) секвенування наступного поко-
ління,  M. tuberculosis, впровадження методу.
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method using GeneXpert MTB/Rif Ultra cartridges than by the tNGS method, 
41.4% and 22.9%, respectively. This difference in indicators is statistically 
significant. The main reason drug resistance is not detected by tNGS is that 
some rare mutations are not included in the detection targets of tNGS. These 
include rpoB Leu545Met, katG Gly593Asp, ahpC-48G > A, embA -12 C > T, 
embB Asp354Ala, etc. Among them, rpoB Leu545Met, embA -12 C > T and 
embB Asp354Ala were observed by us in several isolates of MBT. These 
mutational variants may be prospectively considered for inclusion in future 
optimizations of the tNGS method.

Conclusions. The potential of tNGS to transform routine practice in the 
field of TB diagnosis and treatment is very significant. The high level of con-
cordance between tNGS and WGS/fTMS, combined with its cost-effective-
ness, suggests that tNGS may be a competitive alternative and may lead to 
a change in the main directions of TB diagnosis in the future: instead of 
relying on sequential MBT drug testing, a one-step comprehensive assess-
ment may simplify the diagnostic process. 

One-step comprehensive assessment has several clinical advantages: it 
allows early detection of TB and its resistance profiles, and provides broad 
coverage of resistance targets for commonly used clinical drugs.

tNGS demonstrates reliable and rapid performance in the detection of 
TB and associated MBT and can be directly applied to clinical samples, posi-
tioning it as a promising approach for laboratory TB testing.

Key words: targeted sequencing of the next generation, 
M. tuberculosis, implementation of the method.
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