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ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В настоящей диссертации применяют следующие термины с соответствующими определениями:
Геном ‒ совокупность генов, содержащихся в одинарном наборе хромосом организма.

Генотип – совокупность всех генов организма, аллельные варианты которых характеризуют фенотипические отличия одного и того же признака.
ДНК-библиотека – пул фрагментов ДНК с прикрепленными адаптерами для дальнейшего секвенирования. 
МИК (минимальная ингибирующая концентрация) препарата - самая минимальная концентрация препарата, которая подавляет 99% роста микобактерий.
Множественная лекарственная устойчивость ‒ устойчивость к двум самым эффективным противотуберкулезным препаратам первого ряда – рифампицину и изониазиду.

Монорезистентность – устойчивость к одному из противотуберкулезных препаратов.

Мультирезистентный туберкулез – туберкулез с множественной лекарственной устойчивостью. 
Полирезистентность – устойчивость к двум и более препаратам, кроме комбинации рифампицина и изониазида.   
Пре-широкая лекарственная устойчивость – устойчивость к рифампицину и изониазиду, а также к одному из фторхинолонов – левофлоксацину или моксифлоксацину.
Фенотипическая чувствительность – лекарственная чувствительность к противотуберкулезным препаратам на основе микробиологических методов. 
Широкая лекарственная устойчивость ‒ устойчивость к рифампицину и изониазиду, к одному из фторхинолонов (левофлоксацину или моксифлоксацину), а также к бедаквилину или линезолиду (либо к обоим препаратам).

MTBC (Mycobacterium tuberculosis complex) – микобактерии туберкулезного комплекса, все девять видов (M. tuberculosis, M. bovis, M. pinnipedii, M. microti, M. africanum, M. caprae, M. canettii, M. orygis и M. mungi) входящие в данный комплекс, вызывают туберкулез у людей и животных, и показывают определенные фенотипические свойства. 

ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 

	АС-РТ-ПЦР
	- аллель специфическая полимеразная цепная реакция в режиме реального времени

	ВИЧ
	- вирус иммунодефицита человека

	ВОЗ
	- Всемирная организация здравоохранения

	ДНК
	- дезоксирибонуклеиновая кислота

	ИТЛ
	- инфильтративный туберкулез

	ЛУ
	- лекарственная устойчивость

	МЛУ
	- множественная лекарственная устойчивость

	ННЦФ МЗ РК
	- Национальный научный центр фтизиопульмонологии Министерства здравоохранения Республики Казахстан

	ПАСК
	- парааминосалициловая кислота

	пре-ШЛУ
	- пре-широкая лекарственная устойчивость

	ПТП
	- противотуберкулезный препарат

	ПЦР
	- полимеразная цепная реакция

	РУ-ТБ
	- рифампицин-устойчивый туберкулез

	СНГ
	- Содружество Независимых Государств

	СССР
	- Союз Советских Социалистических Республик

	ТБ
	- туберкулез

	ТЛЧ
	- тест на лекарственную чувствительность 

	ФКТ
	- фиброзно-кавернозный туберкулез

	ШЛУ
	- широкая лекарственная устойчивость

	BACTEC-
MGIT 960  
	- BACTEC-Mycobacteria Growth Indicator Tube 960 (BACTEC- Пробирка с индикатором роста микобактерий 960)

	CR
	- clustering rate (коэффициент кластеризация)

	DR
	- direct repeat (прямой повтор)

	ETR
	- Exact Tandem Repeats (точные тандемные повторы)

	MIRU-VNTR
	- Mycobacterial Interspersed Repetitive Units – Variable Number Tandem Repeats (Микобактериальные рассеянные повторяющиеся единицы – Вариабельное число тандемных повторов)

	NCBI
	- National Center for Biotechnology Information (Национальный центр биотехнологической информации)

	QUB
	- Queen’s University Belfast (Королевский университет Белфаста)

	RD
	- Region of difference (регион различия)

	RRDR
	- Rifampicin Resistance Determining Region (регион, определяющий устойчивость к рифампицину)

	SNP
	- Single Nucleotide Polimorphism

	UPGMA
	- Unweighted pair group method with arithmetic mean (метод невзвешенной парной группы со средним арифметическим)


ВВЕДЕНИЕ
Общая характеристика работы. Диссертационная работа посвящена комплексному изучению молекулярно-генетических и клинико-эпидемиологических свойств генотипа Beijing M. tuberculosis. 
Актуальность темы исследования. Туберкулез (ТБ) остается одной из основных проблем общественного здравоохранения в мире и является второй по значимости причиной смертности от одного инфекционного агента после коронавирусной инфекции (COVID-19) [1]. Согласно данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), в 2023 г. 10,8 миллиона человек заболели туберкулезом, из них 8,2 миллиона больных среди впервые выявленных случаев. В тот же год, 1,25 миллиона людей умерли от туберкулеза, включая 161 000 случаев среди ВИЧ-инфицированных [1, p. 2].
Основным препятствием в борьбе с туберкулезом является широкое распространение устойчивых к лекарственным препаратам M. tuberculosis штаммов. Наибольшую опасность представляют штаммы с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ), обуславливающие устойчивость к двум наиболее эффективным противотуберкулезным препаратам (ПТП) 1 ряда – рифампицину и изониазиду, а также штаммы с более сложными формами МЛУ – с пре-широкой лекарственной устойчивостью (пре-ШЛУ) (МЛУ+устойчивость к одному из фторхинолонов – левофлоксацину или моксифлоксацину) и ШЛУ (пре-ШЛУ+устойчивость к бедаквилину или линезолиду (либо к обоим препаратам)). В данное время, рифампицин-устойчивость (РУ) применяется как показатель МЛУ-ТБ, среди пациентов с устойчивостью к рифампицину МЛУ-ТБ выявляется в ~80% случаях [2]. По оценкам ВОЗ, в 2023 г. в мире было выявлено 400 000 случаев МЛУ/РУ-ТБ [1, p. 2]. 
В Казахстане, несмотря на то что за последние 21 лет (2002-2023) значительно снизились показатели заболеваемости и смертности от туберкулеза от 165,1 до 34,7 случаев на 100 000 населения и от 24,2 до 1,12 случаев на 100 000 населения, соответственно [3, 4], количество случаев с МЛУ-ТБ растет с каждым годом. Так, за 13 лет (2010-2023) показатели МЛУ-ТБ в стране увеличились в 2 раза от 14 до 28 случаев на 100 000 населения [1, p. 18; 5]. По данным ВОЗ, Казахстан входит в список 30 стран с самым высоким бременем МЛУ/РУ-ТБ в мире [1, p. 18]. 
Согласно исследованиям, МЛУ-ТБ и его широкое распространение ассоциировано с генотипом Beijing M. tuberculosis [6, 7]. Штаммы данного генотипа преобладают среди больных ТБ молодого возраста и являются более вирулентными в сопоставлении с другими генотипами M. tuberculosis [8, 9]. Некоторые представители генотипа Beijing снижают эффективность лечения ТБ и считаются значимым фактором неудачи лечения или повторного случая заболевания [9, c. 8, с. 11; 10-12]. Однако, повышенная способность приобретения устойчивости к лекарственным препаратам свойственна не для всех изолятов Beijing и отличается среди разных субгрупп и кластеров генотипа Beijing [12, p. 2; 13-16]. К тому же, полногеномный анализ резистентных изолятов генотипа Beijing показал разнообразие генетических изменений в геноме, ассоциированных с лекарственной устойчивостью [17, 18]. Так как в различных географических регионах циркулируют разные изоляты генотипа Beijing актуальным является изучение структуры генотипа Beijing и его клинически и эпидемиологически значимых кластеров в Казахстане для мониторинга лекарственно-устойчивого, в том числе мультирезистентного туберкулеза среди новых и повторных случаев заболевания.
Предыдущие исследования показывают, что генотип Beijing является самым распространенным генотипом среди штаммов M. tuberculosis в Казахстане и встречался в 70,4%-79% случаях [19-22]. В отдельных работах была проведена оценка взаимосвязи генотипа Beijing с лекарственной устойчивостью [19, p. 646; 20, p. 543], с МЛУ-ТБ [20, p. 543], а также с наиболее распространенными мутациями Ser531Leu rpoB гена и Ser315Thr katG гена, ассоциированных с устойчивостью к рифампицину и изониазиду, соответственно [23], были определены кластеры генотипа Beijing и их роль в распространении лекарственной устойчивости [20, p. 542]. Однако, в данных исследованиях генотипы (семейства) M. tuberculosis в основном были охарактеризованы на небольшой выборке образцов [19, p. 647; 20, p. 539; 23, p. 1161]. В большинстве исследований, полученные результаты были описаны в общей выборке без разделения на новые и повторные случаи [20, р. 538]. В исследованиях, где анализ проводился среди образцов, выделенных от впервые выявленных и повторных случаев по отдельности, выборки преимущественно включали в себя только лекарственно-устойчивые изоляты [19, p. 647; 23, p. 1161] либо состояли преимущественно из образцов от повторных случаев ТБ [22, p. 1]. А сбор изолятов M. tuberculosis в большей степени только от повторно заболевших пациентов делает выборку ограниченной для оценки распространения лекарственной устойчивости в общей популяции. 
Поэтому для идентификации генотипа Beijing и его особенностей среди казахстанской популяции M. tuberculosis необходимо изучение данного генотипа как среди больных ТБ с впервые выявленными, так и повторными случаями заболевания с включением всех имеющихся образцов на данный момент (устойчивых и чувствительных).
В целом, в предыдущих работах, детально не проводилось исследование генотипа Beijing в Казахстане. Ранее не изучалась взаимосвязь данного генотипа и его основных кластеров с клиническими формами заболевания, а также с возрастом и полом больных ТБ, ограничена информация по геномным исследованиям казахстанских лекарственно-устойчивых образцов генотипа Beijing. Поэтому необходимо проведение комплексной молекулярно-генетической и клинико-эпидемиологической характеристики изолятов генотипа Beijing, циркулирующих на территории Казахстана. 
Объектом исследования являются образцы ДНК клинических изолятов M. tuberculosis, ДНК референсного штамма M. tuberculosis H37Rv. 
Предметом исследования являются генетические маркеры, обуславливающие лекарственную устойчивость к противотуберкулезным препаратам и генетические локусы, используемые для идентификации M. tuberculosis генотипов. 
Цели и задачи исследования 
Целью исследования является проведение комплексной молекулярно-генетической характеристики генотипа Beijing M. tuberculosis в Казахстане среди новых и повторных случаев туберкулеза.
Для достижения цели, поставлены следующие задачи: 
1. Определить частоту распространения генотипа Beijing M. tuberculosis среди впервые выявленных случаев и рецидивов в Казахстане.

2. Исследовать ассоциацию генотипа Beijing и его основных кластеров c различными лекарственно-устойчивыми формами ТБ (моно-, полирезистентный ТБ и МЛУ-ТБ), а также с наиболее распространенными мутациями Ser531Leu rpoB гена и Ser315Thr katG гена, ассоциированных с устойчивостью к самым эффективным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду, соответственно.
3. Выявить особенности клинико-эпидемиологических параметров туберкулеза при заболевании генотипом Beijing M. tuberculosis.
4. Изучить полные геномы казахстанских изолятов генотипа Beijing с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ и апробация различных геномных баз данных для определения лекарственной чувствительности на основе секвенирования нового поколения.  
Методы исследования 

Комплексная молекулярно-генетическая и клинико-эпидемиологическая оценка генотипа Beijing M. tuberculosis проводилась методами микробиологии, молекулярной биологии, биоинформатики и статистики. 
Научная новизна исследования
Впервые в Казахстане проведена комплексная молекулярно-генетическая характеристика генотипа Beijing M. tuberculosis среди новых и повторных случаев ТБ и был выполнен сравнительный анализ данных образцов, полученных от впервые выявленных случаев, рецидивов и в общей выборке. Выявлена частота распространения генотипа Beijing и его доминирующих кластеров. Детально исследованы клинико-эпидемиологические данные больных, зараженных генотипом Beijing. Впервые в Казахстане изучена взаимосвязь генотипа Beijing и его основных кластеров c клиническими формами ТБ, различной лекарственной устойчивостью (моно- и полирезистентная устойчивость, МЛУ) и с наиболее распространенными мутациями Ser531Leu rpoB гена и Ser315Thr katG гена, ассоциированных c устойчивостью к самым эффективным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду, соответственно.
Впервые нами были охарактеризованы и опубликованы полные геномы лекарственно-устойчивых казахстанских изолятов Beijing (МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ). 
Теоретическая значимость исследования. Полученные результаты в рамках данного исследования позволят расширить знания о молекулярно-генетических и клинико-эпидемиологических особенностях самого распространенного генотипа Beijing M. tuberculosis и его основных кластеров среди новых и повторных случаев ТБ в Казахстане и могут быть применены в медицине и фтизиатрии для улучшения стратегических мер по мониторингу и профилактике лекарственно-устойчивого, в том числе мультирезистентного туберкулеза. 

Разработанные в рамках диссертационной работы методические рекомендации «Определение семейств клинических изолятов Mycobacterium tuberculosis по разработанной схеме генотипирования с использованием MIRU-VNTR анализа» на казахском и русском языках могут быть использованы в учебно-образовательном процессе в медицинских ВУЗах, в научных лабораториях и лабораториях противотуберкулезной службы для генотипирования M. tuberculosis.  

Загруженные в результате нашего исследования геномы M. tuberculosis в международную базу данных NCBI (под номерами PRJNA503963 и PRJNA481625) делают доступной последовательности белков и генов казахстанских Beijing изолятов с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ для биомедицинского сообщества и дают возможность получить новые знания для создания вакцин и новых противотуберкулезных лекарств, а также для изучения эволюции микобактерий.
Практическая значимость исследования. В рамках нашего исследования была разработана и апробирована схема MIRU-VNTR генотипирования, состоящая из 7 полиморфных локусов, характерных для казахстанских штаммов микобактерий и внедрена в работу ННЦФ МЗ РК         (г. Алматы) для предварительных скрининговых исследований популяций M. tuberculosis и выявления кластеров, распространенных в Казахстане. 

Стандартные схемы MIRU-VNTR генотипирования, в том числе предлагаемая нами схема также могут быть использованы в программе по контролю ТБ для быстрого определения близко-родственных штаммов и путей возможной передачи, определения и дифференциации случаев реактивации туберкулеза от реинфекции, мониторинга вторичных случаев ТБ и идентификации эпидемиологически и клинически важных генотипов во время вспышек заболевания в определенных очагах инфекции.   
В результате диссертационной работы были отработаны методы подготовки ДНК-библиотек для полногеномного секвенирования на платформах секвенирования нового поколения, а также апробированы шесть геномных баз данных и рекомендованы наиболее оптимальные базы для определения профиля лекарственной чувствительности и идентификации мутаций в генах, ассоциированных с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда. Данные знания могут быть применены в клинической практике для быстрого определения и анализа лекарственной чувствительности штаммов M. tuberculosis в совокупности с микробиологическими методами, что в свою очередь позволит подобрать наиболее эффективную, персонализированную антибиотикотерапию.
Основные положения, выносимые на защиту:
1. В Казахстане среди новых и повторных случаев туберкулеза широко распространен генотип Beijing с преобладанием Центрально-Азиатского/Российского кластера 94-32.
2. Генотип Beijing ассоциирован с лекарственно-устойчивым туберкулезом, включая МЛУ-ТБ с преобладанием в два раза в группе повторных случаев ТБ в сопоставлении с впервые выявленными случаями. Наиболее распространенный кластер 94-32 генотипа Beijing связан с инфицированием лекарственно-устойчивыми, в том числе мультирезистентными штаммами M. tuberculosis, а кластер 94-15 с заболеванием лекарственно-чувствительным ТБ. Среди рифампицин-устойчивых, а также мультирезистентных изолятов самая распространенная мутация Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена ассоциирована с генотипом Beijing.
3. Имеются особенности клинико-эпидемиологических параметров туберкулеза при заражении генотипом Beijing M. tuberculosis. Генотип Beijing взаимосвязан с наиболее трудоспособным молодым возрастом от 18 до 44 лет. В целом, женщины заболевают туберкулезом раньше, чем мужчины (средний возраст 36,3 лет vs. 38,1 лет).  
Средний возраст пациентов ТБ, зараженных Beijing ниже по сравнению с пациентами ТБ с non-Beijing генотипами среди рецидивов (39,7 лет vs. 46,6 лет). Среди зараженных генотипом Beijing, женщины моложе, чем мужчины в общей выборке (35,1 лет vs. 37,6 лет) и среди повторных случаев (35,7 лет vs. 41 лет). Среди пациентов, зараженных основными Beijing кластерами такая особенность характерна для зараженных Beijing 94-32 в общей выборке. 
Больные с фиброзно-кавернозным туберкулезом заражены преимущественно лекарственно-устойчивыми штаммами M. tuberculosis и ФКТ ассоциирован с мультирезистентным туберкулезом. А пациенты с очаговым ТБ среди новых случаев в большей степени заражены лекарственно-чувствительными штаммами M. tuberculosis. Туберкулезный плеврит связан с заражением non-Beijing генотипами в общей выборке. 
4. Имеются разные типы мутаций (миссенс мутации, варианты сдвига рамки считывания, нонсенс варианты и тд), обуславливающие устойчивость к противотуберкулезным препаратам, в том числе новые мутации в геномах казахстанских Beijing изолятов с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ. Три геномные базы данных ResFinder, TB-Profiler и Mykrobe являются эффективными для первичного скрининга лекарственной чувствительности к ПТП 1 и 2 ряда, а две базы данных ResFinder и TB-Profiler для обширного и детального анализа различного спектра мутаций в генах лекарственной устойчивости. 
Связь темы диссертации с планами научных работ. Диссертационная работа выполнена в рамках проектов грантового финансирования МОН РК AP05134737 «Изучение генетических особенностей лекарственно-устойчивых MDR и XDR клинических изолятов M. tuberculosis на основе данных полногеномного секвенирования и генотипирования» (2018-2020), АР09259750 «Распространенность, лекарственная устойчивость и генотипическое разнообразие семейства Beijing M. tuberculosis в Казахстане» (2021-2023), а также в рамках проекта грантового финансирования АОО «Назарбаев университет» 11022021CRP1511 «Drug-resistant Mycobacterium tuberculosis: Genome diversity project in Kazakhstan» (2022-2024).
Апробация работы. Основные результаты диссертационной работы представлены на международных и отечественных конференциях:
1. European Respiratory Society (ERS) Congress (Vienna, 2024; Milan, 2023).
2. Astana Biotech (Astana, 2024).
3. European Human Genetics Conference (Glasgow, 2024; Vienna, 2022; Virtual Conference, 2021).
4. 14th International Congress of Human Genetics: Molecular and Cytogenetic Diagnostics (Cape Town, 2023).
5. International Conference of Center for Life Sciences (Astana, 2022). 
6. CHEST Congress (Bologna, 2022, 2020; Orlando, 2021).
7. Международная конференция молодых ученых: вирусологов, биотехнологов, биофизиков, молекулярных биологов и биоинформатиков (Новосибирск, 2022, 2021).
8. X Международная научно-практическая конференция «Наука и образование в современном мире: Вызовы XXI века» (Нур-Султан, 2022).
9. 15th International Conference on Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics of Infectious Diseases (2021).
10. Х Юбилейная международная научно-практическая конференция «Молекулярная диагностика» (Москва, 2021).
11. XXVI Всероссийская научно-практическая конференция «Клиническая лаборатория: от аналитики к диагнозу» (Москва, 2021). 
12. International Conference Dedicated to 10th Anniversary of Center for Life Sciences «Modern Perspectives for Biomedical Sciences: from Bench to Bedside» (Nur-Sultan, 2020).

Публикации по теме исследования. По результатам исследований в рамках диссертационной работы опубликовано 35 печатных работ, из них 5 статей в журналах, входящих в базы данных Web of Science и Scopus; 5 статей в журналах, входящих в список рекомендованных КОКСНВО МНВО РК; 10 тезисов в изданиях, входящих в базы данных Web of Science и Scopus; 13 тезисов в материалах международных конференций; 2 методические рекомендации. 
Структура диссертации. Диссертационная работа изложена на 149 страницах. Работа состоит из введения, обзора литературы, материалов и методов исследования, результатов и обсуждений, заключения, списка использованных источников, включающих 240 источника и 4 приложения. Диссертационная работа состоит из 26 таблиц и 10 рисунков. 
1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Общая характеристика Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis – возбудитель туберкулеза, инфекционного заболевания, которое характеризуется поражением легких (туберкулез легких), нервной системы, костей и суставов, мочеполового аппарата, кожи, глаз, кишечника и других органов (внелегочной туберкулез) [24]. Туберкулез легких является наиболее распространенной формой ТБ (83%), внелегочной ТБ диагностируется до 17% среди всех случаев ТБ [1а, р. 43].
Заболевание известно с древних времен. По некоторым данным, заражение людей ранним прародителем микобактерий туберкулеза, вероятно, произошло 70 000 лет назад в Африке, и туберкулезная инфекция начала распространяться на другие континенты во время миграции древних людей, и значительно широко распространилась в эпоху Неолита. Предполагается, что в 1630-1919 гг. показатели заболеваемости туберкулезом были чрезвычайно высокими и туберкулез являлся причиной 20% смертей в Европе и Северной Америке [25]. В большей степени это было обусловлено с меняющимися социально-экономическими условиями такими как рост городов, беднота, скопление населения, скудное питание, низкий уровень санитарно-гигиенических норм и отсутствие мер профилактики заболевания. До середины XIX века существовали различные теории (наследственная, опухолевая и т.д) о происхождении туберкулеза. Однако, в 1882 г. Робертом Кохом была установлена инфекционная природа заболевания. Им было впервые показано, что штаммы M. tuberculosis, выделенные из тканей воспроизводят заболевание у лабораторных животных. За данное открытие в 1905 г. Р. Коху была присуждена Нобелевская премия в области медицины [26]. С данного момента начинается новый этап исследования и борьбы с ТБ.  
Согласно современной таксономии, вид M. tuberculosis относится к роду Mycobacterium, семейству Mycobacteriaceae, порядку Actinomycetales, классу Actinobacteria, типу Actinobacteria, надцарству Bacteria [27]. В настоящее время, род Mycobacterium состоит из 170 видов патогенных и непатогенных для человека микобактерий [28]. 

M. tuberculosis вместе с другими шестью генетически близкородственными видами такими как M. bovis, M. pinnipedii, M. microti, M. africanum, M. caprae и M. canettii входит в состав микобактерий туберкулезного комплекса (Mycobacterium tuberculosis complex, MTBC). Кроме перечисленных семи распространенных видов, к MTBC относят еще два новых вида – M. orygis и M. mungi. Все виды, входящие в данный комплекс, вызывают туберкулез у людей и животных, и показывают определенные фенотипические свойства [29]. Микобактерии, не входящие в MTBC, то есть нетуберкулезные микобактерии (НТМ) могут вызывать микобактериозы. При микобактериозах поражаются различные органы, преимущественно бронхолегочная система. К наиболее важным микобактериям, которые являются причиной микобактериозов относятся M. avium, M. fortinatum, M. terrae, M. leprae, M. ulcerance и т.д [30].  
Среди видов MTBC для человека патогенными являются M. tuberculosis и M. bovis, в африканском контингенте среди больных ТБ также идентифицируются M. аfricanum и M. canettii [29, р. 2]. Наибольшую этиологическую значимость при туберкулезе у людей представляет M. tuberculosis, который обнаруживается в 90-95% и 80-85% случаях среди больных туберкулезом легких и внелегочным туберкулезом, соответственно. Другой вид M. bovis выявляется у 5-10% и 15-20% пациентов с туберкулезом легких и других органов, соответственно [24, с. 15]. 

M. tuberculosis – грамположительные бактерии, внешне представляют собой слегка изогнутые палочки длиной 1-10 мкм и шириной 0,2-0,6 мкм [24, c. 14]. Морфология изменчивая и зависит от возраста клеток, условий культивирования и содержания питательной среды. В молодых культурах наблюдаются палочки прямой формы, в то время как в старых культурах отмечаются нитевидные, зернистые формы. Для нормального развития M. tuberculosis необходимы специальные питательные среды, содержащие белок, глицерин, факторы роста (биотин, никотин, рибофловин и др.) и различные макро- и микроэлементы [24, c. 15].
Микроорганизм относится к неподвижным аэробам. Размножается относительно медленно путем клеточного деления каждые 18-24 часа [30, с. 17]. Оптимальная температура для роста 37°-38°С, pH 7.0-7.5. При температуре 37°С на жидких питательных средах рост микроколоний обнаруживается на 5-7 день в виде сухой морщинистой пленки кремого цвета, а на плотных средах на 14-20 день в виде светло-кремовых сухих и морщинистых колоний с неровными краями, приподнятыми в центре [31]. Медленный рост является одним из отличительных идентификационных свойств микобактерий и одной из основных проблем диагностики M. tuberculosis [32]. 
M. tuberculosis отличается от других микобактерий туберкулезного комплекса такими биохимическими свойствами как синтез огромного числа ниацина и восстановление нитратов [33].   
Клеточная структура M. tuberculosis состоит из клеточной стенки и внешней оболочки, которая называется капсулой [27, р. 12].
Клеточная стенка играет важную роль в развитии, вирулентности и лекарственной устойчивости M. tuberculosis. Структура клеточной стенки M. tuberculosis является уникальной по сравнению с другими прокариотами. Клеточные стенки большинства прокариотов содержат пептидогликан, это полимер, состоящий из гликановых цепей повторяющихся остатков N-ацетилглюкозамина и N-ацетилмурамовой кислоты, сшитых между собой боковыми пептидными цепями. А в случае M. tuberculosis большая часть клеточной стенки состоит из липидов и немного из пептидогликана, что отличает его механизм от других прокариотических клеток. 50% сухой массы клеточной стенки M. tuberculosis составляют миколевые кислоты, это жирные кислоты, содержащие 70-90 атомов углерода. Данный слой повышает устойчивость клетки к деградации с помощью лизосомальных ферментов и покрывает главным образом внешние части клетки. Фосфатидилинозитолманнозиды (гликолипиды), пептидогликаны и арабиногалактан формируют внутренние слои клетки. Арабиногалактан – полисахарид, состоящий из двух моносахаридов арабинозы и галактозы в фуранозной форме, с помощью уникальных гликозилтрансфераз соединяет пептидогликан с внешним слоем, миколевой кислотой. На внешней стороне слоя миколевой кислоты находятся манноза-содержащие гликолипиды такие как липоманнан и липоарабиноманнан, покрытый маннозой и манногликопротеины (рисунок 1) [27, р. 17]. 
С особенностями структуры и содержания клеточной стенки M. tuberculosis связаны такие свойства как устойчивость к антибиотикам, сложная окрашиваемость различными красителями (для окрашивания микобактерий применяются особые интенсивные методы окраски, например, метод Циль-Нильсона), устойчивость к кислотным и щелочным соединениям, спирту, а также к дезинфецирующим средствам [27, p. 6, p. 7].
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Рисунок 1 – Структура клеточной стенки M. tuberculosis 

Примечания:

1. На данном рисунке показаны основные компоненты клеточной стенки и их распределение. 
2. Внутренний слой состоит из пептидогликана, который ковалентно связан c арабиногалактаном. 3. Наружная мембрана содержит миколевые кислоты, гликолипид подобный (покрытый маннозой) липоманнан и манногликопротеины. 
4. PIM – фосфатидилинозитолманнозид.
5. Составлено по источнику [27, p. 18]
А бактериальная капсула в основном содержит различные полисахариды, в том числе гликоген, такой как α-глюкан и в очень маленьком количестве арабиноманнан и маннан. Капсула позволяет микобактериям прикрепляться к поверхностям, защищает от разных токсичных соединений, высыхания и обеспечивает устойчивость к иммунитету хозяина [27, p. 17].
В 1998 г. был опубликован первый полный геном штамма M. tuberculosis H37Rv, который был выделен от пациента с легочным ТБ в 1905 г. во время вспышки ТБ в Нью-Йорке. Геном M. tuberculosis представлен одной хромосомой, содержит 4 411 529 п.о. и состоит из ( 4000 генов. В результате полногеномного секвенирования были выявлены гены, участвующие в формировании лекарственной устойчивости, в регуляции различных клеточных процессов, включая метаболические пути, метаболизм липидов и т.д. [34]. Однако, есть и гены, функции которых до сих пор неизвестны [34, p. 537; 35].
По сравнению с другими бактериями, например, E. coli, у которого почти такой же размер генома, M. tuberculosis обладает более высоким содержанием GC-пар (65,6% против 50% обнаруженных в E. coli) [36] и имеет в 5 раз больше различных ферментов ((250 ферментов), которые принимают участие в метаболизме жирных кислот [37]. Также отличием генома M. tuberculosis от других микроорганизмов является присутствие большого количества повторяющихся элементов, в частности инсерционных последовательностей (insertion sequences) [34, p. 537]. Необходимо отметить, что у M. tuberculosis не были идентифицированы внехромосные генетические элементы (плазмиды), хотя у некоторых микобактерий рода Mycobacterium они имеются [38].
Одним из основных открытий геномного проекта стало определение двух семейств новых белков, богатых глицином – семейств PE и PPE. PE/PPE гены M. tuberculosis – это группа (170 генов, которые названы в честь присутствия N-концевых мотивов ProGlu и ProProGlu. Эти гены составляют приблизительно 10% генома M. tuberculosis [34, р. 542] и представляют собой разный набор генов, которые участвуют в инфицировании M. tuberculosis, иммунной модуляции хозяина и транспорте питательных веществ [39].  
Ре-аннотация (повторная аннотация) первого генома в 2002 г. увеличило количество генов до 4043 [40], затем до 4090 генов в 2011 г. [41]. В 2022 г. полногеномное секвенирование трех культур H37Rv на платформах Oxford Nanopore Technologies MinION и Illumina NovaSeq с использованием метода de novo сборки (Bact-Builder) позволило создать высокоточные последовательности полного генома и выявить (6,4 kb новой последовательности. Данная последовательность кодирует десять новых регионов, содержащих вставки в PE/PPE генах и новые паралоги esxJ и esxN генов и отсутствовала в опубликованном референсном геноме в базе данных GenBank (NC_000962.3). В связи с этим, референсный геном M. tuberculosis (H37Rv.1) был обновлен и в настоящее время доступен в Genbank под номером CP110619 [35, р. 9].
1.2 Патогенез и клинические формы туберкулеза
Микобактериальная клеточная стенка играет важную роль в патогенезе туберкулеза. Благодаря уникальной структуре клеточной стенки M. tuberculosis его механизм воздействия на иммунную систему хозяина обеспечивает некоторые преимущества для его роста и обитания внутри клетки. В целом, он поражает макрофаги или фагоцитарные клетки альвеол легких.  

Липидные фракции клеточной стенки такие как миколевые кислоты, корд фактор и Wax D являются одними из основных факторов вирулентности и патогенности M. tuberculosis. Миколевые кислоты являются сильными гидрофобными молекулами и участвуют в формировании защитной оболочки вокруг микобактерий, которая влияет на пронициаемость поверхности клеток. Когда микобактериальная клетка проходит процесс фагоцитоза, данная оболочка блокирует атаку лизоцима, катионных белков и кислородных радикалов. Корд фактор проявляет вирулентное поведение по отношению к клеткам млекопитающих и является наиболее важным фактором выживания M. tuberculosis внутри клетки-хозяина [27, р. 6]. А липидная фракция Wax D помогает бактериям избегать фагоцитарной клетки или макрофага [27, р. 6; 42].
Успешная реализация геномных проектов позволило исследование темы патогенности и вирулентности M. tuberculosis на более глубоком уровне.  В результате этих исследований был выявлен спектр генов, которые вероятно оказывают влияние на вирулентность и патогенность M. tuberculosis [43]. 

Среди причин, способствующих M. tuberculosis долгое время присутствовать и размножаться в иммунных клетках-хозяина можно отметить его способность пережить окислительно-восстановительный стресс, проявляемый макроорганизмом [44]. В детоксикации и нейтрализации окислительно-восстановительного стресса у M. tuberculosis участвуют такие защитные ферменты как супероксиддисмутаза (SodA, SodB), каталаза (KatG), алкилгидропероксидаза (AhpC) и пероксиредоксины (Prx) [45]. Чтобы обеспечить восстановительную внутриклеточную среду для оптимального функционирования своих белков даже при воздействии окислительного стресса микобактериями используются микотиоловые и тиоредоксиновые (TrxB) системы [45, р. 296]. С помощью окислительно-восстановительных сенсоров, в частности двухкомпонентных белков DosS и DosT,  транскрипционного фактора WhiB3 и антисигма-фактора RsrA M. tuberculosis контролирует свои метаболические пути, чтобы выжить в среде с дефицитом питательных веществ, а также в кислых, окислительных, нитрозативных и гипоксических средах внутри гранулем или инфекционных поражений [45, р. 278; 46, 47].
Пути заражения ТБ и инфекционный процесс при ТБ
Основным источником M. tuberculosis при туберкулезной инфекции является больной ТБ, распространяющий микобактерии в окружающую среду (бактериовыделитель). Существуют несколько путей передачи заболевания: 1) аэрогенный или воздушно-капельный; 2) алиментарный; 3) контактный; 4) внутриутробный [30, с. 20].
Заражение в большей степени происходит воздушно-капельным путем при прямом контакте с больным, выделяющим инфекцию при кашле и чихании. Риск заражения возможен и алиментарным путем через пищеварительный тракт, то есть при употреблении молока или мяса инфицированного животного либо при использовании общих с больным ТБ столовых приборов. Инфицирование контакным путем проходит через поврежденную кожу, конъюктиву глаз и т.д. Заражение внутриутробным путем от матери к плоду встречается очень редко и осуществляется при поражении микобактериями плаценты либо при инфицировании поврежденной плаценты во время родов больной туберкулезом женщины [30, c. 20-22].
Инфекционный процесс при туберкулезе состоит из трех этапов: 
Первичный туберкулез. На первом этапе попавшие в легкие бактерии фагоцитируются неактивированными альвеолярными макрофагами. Если фагоцитированная микобактерия не будет уничтожена инфицированным макрофагом, то внутриклеточная пролиферация бактерий может стать причиной некроза или апоптоза клетки-хозяина [25, р. 2]. 
До начала адаптивного иммунного ответа (выробатка антител и активация CD4+ Т-хелперов), бактерии реплицируются в фагосомах миелоидных дендритных клеток, а также в вновь прибывших альвеолярных макрофагах и моноцитах, поступающих из кровотока. Цитокины, такие как фактор некроза опухоли (ФНО), высвобождаемые клетками врожденного иммунитета проникают в эндотелий сосудов и привлекают дополнительные фагоцитирующие клетки к месту инфекции. Из-за непрерывного притока врожденных иммунных клеток в месте репликации бактерий образовывается ранняя гранулема. Ранняя гранулема характеризуется популяциями высокоподвижных перемещающихся макрофагов, меньшими популяциями дендритных клеток и полиморфно-ядерных лейкоцитов (ПМН), которые создают среду для повторяющихся циклов фагоцитоза и уничтожения реплицирующихся бактериальных клеток [25, р. 3]. 
В некоторых случаях бактерии фагоцитируются макрофагами, которые попадают в внутригрудные лимфатические узлы, что приводит к лимфо-гематогенной диссеминации и обсеменению дистальных участков инфекции [25, р. 3].
Первичный острый туберкулез. У некоторых людей адаптивного иммунного ответа и сопутствующего созревания гранулемы достаточно, чтобы нейтрализовать инфекцию, оставляя только зажившее кальцинированное поражение. Однако, в большинстве случаев бактериальная популяция продолжает выживать. У небольшего количества (~ 5%) индивидуумов в течении 15-30 недель после первоначального заражения инфекция быстро прогрессирует до активного симптоматического заболевания так называемого первичного острого туберкулеза [25, р. 4]. 
Вторичный туберкулез. У подавляющего большинства людей после первоначального заражения инфекция будет находиться в клинически бессимптомном, долгосрочном латентном состоянии. Эта стадия называется латентной туберкулезной инфекцией. Инфекция может оставаться латентной в течении многих лет и даже протекать бессимптомно в течении всей жизни. Здесь очень важную роль играет состояние иммунной системы. Если иммунная система хозяина слаба или подавлена, то персистирующие микобактерии активизируются и размножаются. Затем, инфекция переходит из латентного состояния в активное состояние, когда макроорганизм проявляет различные симптомы туберкулеза и заражает других [48, 49]. Согласно данным, около 5-10% латентных инфекций реактивируются и приводят к грубому некрозу пораженных участков легких [50]. Кроме реактивации M. tuberculosis в остаточных очагах, причиной вторичного туберкулеза также может быть и повторное заражение микобактериями (суперинфекция) при сниженном иммунитете организма [25, р. 4]. 
Методы диагностики ТБ
Ранняя диагностика и успешное лечение туберкулеза имеют решающее значение для предотвращения дальнейшего распространения бактерий и развития устойчивых штаммов. Для установки диагноза в клинической медицине используется опрос, а также физикальные и специальные методы обследования.

Во время опроса выясняются жалобы заболевшего человека и факторы риска, а также проводится тщательный сбор анамнеза. Физикальные методы обследования включают в себя осмотр, пальпацию, перкуссию, аускультацию и т.д. К специальным методам относятся: лабораторные методы (микроскопическое определение микобактерий в мокроте и других субстанциях; бактериологический или культуральный метод идентификации микобактерий; молекулярно-генетические методы диагностики; биологический метод выявления микобактерий; биохимические и иммунологические методы); методы лучевой диагностики (рентгенологические методы - флюорография, рентгенография, томография линейная, компьютерная томография и т.д.; ультразвуковое исследование); эндоскопические методы (бронхоскопия, торакоскопия, медиастиноскопия, цистоскопия, плевроскопия и т.д.); методы биопсии; туберкулинодиагностика [24, с. 24].
В основном для скрининга и исключения туберкулезной инфекции используются иммунологические тесты, такие как QuantiFERON-TB Gold и туберкулиновая кожная проба (реакция Манту). Рентгенография (рентген грудной клетки) также является скрининговым методом, используемым для диагностики активного туберкулеза легких, но не латентного туберкулеза. Несмотря на низкую чувствительность и отсутствие дифференцации между микобактериями и другими кислоустойчивыми бациллами, микроскопия мазка мокроты является очень эффективным и широко используемым инструментом в диагностике туберкулеза, при котором бактерии туберкулеза окрашиваются по Цилю-Нильсену. По сравнению со спектроскопией мазка, посев мокроты является высокоспецифичным и чувствительным методом диагностики туберкулеза, при котором для культивирования бактерий туберкулеза используется среда Левенштейна–Йенсена. Однако, поскольку штаммы M. tuberculosis медленно растут на питательных средах, для появления колоний требуется не менее двух недель (иногда 6-8 недель), что еще больше задерживает диагностику и лечение [51]. У 5-10% инфицированных туберкулезом людей развиваются некоторые признаки и симптомы, которые позволяют поставить клинический диагноз. Клинические проявления активного туберкулеза легких могут включать кашель, потливость, лихорадку и боли в груди в течении 3 недель и более, потерю массы тела, потерю аппетита, одышку, кровохарканье, чувство усталости, частые простуды и т.д [24, с. 23; 51, р. 2].
Клинические формы туберкулеза
В зависимости от локализации и клинико-рентгенологических особенностей с учетом патогенетических и патоморфологических свойств туберкулезного процесса существуют различные клинические формы туберкулеза. Среди пациентов с туберкулезом органов дыхания (включая легочной ТБ) встречаются такие клинические формы как инфильтративный туберкулез легких (ИТЛ); туберкулез внутригрудных лимфатических узлов; первичный туберкулезный комплекс; казеозная пневмония; кавернозный туберкулез; фиброзно-кавернозный туберкулез (ФКТ); очаговый туберкулез; туберкулезный плеврит; туберкулема легких; диссеминированный туберкулез; миллиарный туберкулез; цирротический туберкулез; туберкулез бронхов, трахеи, верхних дыхательных путей; туберкулез органов дыхания, комбинированный с профессиональными пылевыми заболеваниями легких (кониотуберкулез). У больных туберкулезом других органов и систем диагностируются следующие клинические формы: туберкулез мозговых оболочек и центральной нервной системы; туберкулез кишечника, брюшины и брыжеечных лимфатических узлов; туберкулез костей и суставов; туберкулез мочевых, половых органов; туберкулез кожи и подкожной клетчатки; туберкулез периферических лимфатических узлов; туберкулез глаза и т.д. [24, с. 115-116].
Факторы риска
Важно отметить, что вероятность инфицирования M. tuberculosis и развитие туберкулеза зависит от множество факторов. Согласно исследованиям, к факторам риска относятся семейные случаи ТБ в анамнезе, неблагоприятные жилищные условия, плохая вентиляция, скученное проживание и недоедание. Было показано, что туберкулез ассоциирован с мужским полом, наличием ВИЧ-инфекции, легочных заболеваний и диабета, детьми до 5 лет и повседневным длительным контактом с больным ТБ (бактериовыделителем). Другими факторами риска являются алкоголь, курение, злоупотребление наркотиками и пребывание в пенитенциарном учреждении [52]. Также такие исследования как «случай-контроль», полногеномные ассоциативные исследования (GWAS), изучение генов-кандидатов, близнецовые и семейные исследования выявили связь генетических факторов человека с восприимчивостью или устойчивостью к туберкулезу [53]. 
Лечение туберкулеза
В начале-середине XX века для лечения и улучшения здоровья больных туберкулезом использовали санатории и хирургические методы лечения (коллапсотерапия). Однако, наиболее значимые достижения в лечении туберкулеза связаны с разработкой антибиотиков между 1944 г. и началом 1950 г. и развитием химиотерапии [54]. Возможность лечения туберкулеза с помощью химиотерапии была важным вехом в медицине и привела к внедрению многих принципов, которые сегодня считаются стандартной практикой в разработке лекарственных препаратов [55].
На сегодняшний день, химиотерапевтические режимы, рекомендованные ВОЗ для лечения чувствительного и устойчивого к противотуберкулезным препаратам (ПТП) туберкулеза являются наиболее эффективными [56-58] и применяются во всем мире, в том числе и в Казахстане (Приказ Министра здравоохранения Республики Казахстан от 30 ноября 2020 г. №ҚР ДСМ-214/2020). 
Химиотерапевтические режимы ВОЗ постоянно совершенствуются на основе проводимых клинических исследований (оценка различных комбинаций препаратов и длительность их приема при лечении) для лечения заболевания с минимальными побочными эффектами, улучшенной переносимостью, повышенным качеством жизни и с предотвращением приобретения дополнительной лекарственной устойчивости. За последние десять лет, исследования в области новых препаратов привели к разработке и оценке нескольких новых схем лечения. Крайние изменения в руководства ВОЗ по лечению лекарственно-чувствительного и лекарственно-устойчивого туберкулеза были внесены относительного недавно в 2022 г. и 2024 г., соответственно. В данных руководствах были представлены и рекомендованы ВОЗ более короткие (4 или 6 месяцев) схемы для применения в лечении ТБ, включая ЛУ-ТБ [56, р. 16; 57, р. 6; 58, р. 3].
В различных химиотерапевтических режимах, предлагаемых ВОЗ для лечения лекарственно-чувствительного и лекарственно-устойчивого туберкулеза используются такие ПТП первого (основного) ряда как рифампицин, изониазид, этамбутол, пиразинамид и стрептомицин, а также ПТП второго (резервного) ряда - фторхинолоны (левофлоксацин, моксифлоксацин и гатифлоксацин), инъекционные препараты (амикацин, канамицин и капреомицин), этионамид/протионамид, циклосерин/теризидон, линезолид, клофазимин, бедаквилин, деламанид и парааминосалициловая кислота (ПАСК) и т.д. [56, р. 6; 57, р. 16-17; 59].
Для лечения лекарственно-чувствительного ТБ, ВОЗ предлагает четыре коротких химиотерапевтических режима с применением как минимум четырех эффективных препаратов 1 ряда. Эти химиотерапевтические режимы отличаются между собой некоторыми параметрами такими как длительность лечения (от 4 до 6 месяцев) и использование разных комбинаций препаратов в лечении и т.д [56, р. 10-11]. 
Рекомендуемые режимы ВОЗ в основном состоят из двух этапов: начального и продолжающего. Длительность начальной фазы составляет 2 месяца, во время этого периода больному в целях остановки бактериовыделения назначаются четыре ПТП 1 ряда, а именно рифампицин, изониазид, этамбутол и пиразинамид (либо изониазид, рифампицин, пиразинамид и препарат 2 ряда моксифлоксацин). В состав второй продолжающейся фазы (от 2 до 4 месяцев, в зависимости от режима) в целях ликвидации очагов инфекции обязательно входят два наиболее эффективных ПТП 1 ряда – изониазид и рифампицин [56, р. 10-11].   
Пропущенные дозы препаратов или перерывы в лечении могут привести к неоптимальным концентрациям препаратов необходимых для лечения, приобретенной лекарственной устойчивости, более длительному лечению, неудаче лечения и рецидиву заболевания. В связи с этим, ВОЗ рекомендует проводить терапию под непосредственным наблюдением (Directly Observed Therapy, DOT) для всех лиц, которым назначено лечение туберкулеза [56, р. 20; 57, р. 76]. DOT, во время которого медицинский работник наблюдает за пациентом, принимающим противотуберкулезные препараты, обычно проводится лично. Однако, недавно в 2023 г. Центр по контролю и профилактике заболеваний США обновил клинические практические рекомендации и считает, что взаимодействие между пациентами и медицинскими работниками с целью контроля режима приема препаратов и клиническому мониторингу можно проводить и с использованием видеоустройства (Video Directly Observed Therapy, vDOT), например смартфона, планшета или компьютера, что является эквивалентным непосредственному наблюдению оффлайн [60].  
ПТП 2 ряда играют решающую роль в лечении лекарственно-устойчивого туберкулеза, который не реагирует на ПТП 1 ряда. В зависимости от эффективности и токсичности препараты используемые для лечения ЛУ-ТБ классифицируются на различные группы: группа A -  фторхинолоны, группа B – аминогликозиды (амикацин, канамицин и стрептомицин) и капреомицин, группа C - этионамид/протионамид, циклосерин/теризидон, линезолид, клофазимин и группа D - бедаквилин, деламанид и ПАСК [59, р. 1098].

По классификации ВОЗ [61], устойчивые к противотуберкулезным препаратам штаммы M. tuberculosis делятся на монорезистентные (устойчивые к одному препарату), полирезистентные штаммы (устойчивые к двум и более препаратам, кроме комбинации устойчивости к рифампицину и изониазиду), штаммы с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) (устойчивые, как минимум к рифампицину и изониазиду), штаммы с пре-широкой (пре-ШЛУ) (МЛУ+устойчивость к одному из фторхинолонов – левофлоксацину или моксифлоксацину) и широкой лекарственной устойчивостью (ШЛУ) (пре-ШЛУ+устойчивость к бедаквилину или линезолиду (либо к обоим препаратам)).
Для лечения лекарственно-устойчивого ТБ, ВОЗ предлагает четыре химиотерапевтических режима состоящих также из двух этапов (начального и продолжающего) и включающих в себя ПТП 1 и 2 ряда в разных комбинациях. В лечении ЛУ-ТБ применяются как минимум четыре препарата, чтобы повысить эффективность и снизить вероятность развития дополнительной устойчивости. Поэтому при выборе препаратов для лечения важно найти баланс между количеством препаратов, необходимых для эффективности схемы лечения, учитывать вероятность взаимодействия препаратов и побочные эффекты, связанные с ними. К тому же, подбор подходящих для лечения ПТП 2 ряда необходимо осуществлять на основе теста на лекарственную чувствительность (ТЛЧ) в соответствии с рекомендациями ВОЗ [57, р. 2; 58, р. 2].   
Согласно рекомендациям ВОЗ [57, р. 2-3; 58, р. 2], существуют четыре режима лечения лекарственно-устойчивого ТБ. Длительность данных схем лечения варьирует от 6 до 18 месяцев и выше в зависимости от лекарственной устойчивости M. tuberculosis к тем или иным препаратам, а также группы населения (дети, подростки, беременные и кормящие женщины) и т.д [58, р. 3-4]. 
С учетом сложной перспективы того, что все больше случаев МЛУ/ШЛУ-ТБ не поддаются лечению всеми доступными препаратами или имеют риск серьезных последствий была проведена переоценка роли легочной хирургиии как способа уменьшения количества легочной ткани с трудноизлечимой патологией и снижения бактериальной нагрузки. ВОЗ дает условную рекомендацию по выборочной частичной резекции легкого (лобэктомии или клиновидной резекции) в качестве дополнения к химиотерапии пациентов с МЛУ/РУ-ТБ с устойчивостью к дополнительным лекарствам [32, р. 64].
1.3 Лекарственно-устойчивый M. tuberculosis
Широкое распространение лекарственно-устойчивых штаммов M. tuberculosis является главной проблемой в борьбе с туберкулезом. Глобальные показатели заболеваемости ТБ и смертности остаются довольно-таки высокими, в 2023 г. в мире было зарегистрировано 10,8 миллионов случаев заболевания и 1,25 миллиона смертей от ТБ [1, р. 2]. Согласно данным ВОЗ было выявлено 410 000 случаев МЛУ-ТБ, ассоциированного с устойчивостью к самым основным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду и рифампицин-устойчивого ТБ (МЛУ/РУ-ТБ), и среди них зафиксировано 160 000 смертей [1а, р. 47]. Штаммы с более сложной формой МЛУ - ШЛУ (согласно классификации ВОЗ 2006-2020 гг.), которые дополнительно имели устойчивость к фторхинолонам и инъекционным препаратам второго ряда были идентифицированы уже в 106 странах в 2016 г. и были связаны с высоким уровнем смертности, в особенности в сочетании с ВИЧ-инфекцией [32, р. 38]. В некоторых исследованиях было показано, что среди пациентов с ШЛУ-ТБ лечение не было успешным в 30-75% случаях [62]. 
Последнее десятилетие ознаменовалось появлением новых, эффективных препаратов для лечения МЛУ/РУ-ТБ таких как бедаквилин, претоманид, деламанид и линезолид. В 2021 г. ВОЗ объявила о пересмотре определения ШЛУ-ТБ и впервые предложила стандартное определение для пре-ШЛУ-ТБ. Пре-ШЛУ-ТБ является промежуточной стадией между МЛУ-ТБ и ШЛУ-ТБ и характеризуется как МЛУ и дополнительная устойчивость к левофлоксацину или моксифлоксацину, а ШЛУ-ТБ имеет пре-ШЛУ+устойчивость к бедаквилину и/или линезолиду. Эти изменения подчеркивают клиническую значимость этих прогрессивных форм лекарственной устойчивости и минимизируют использование токсичных инъекционных препаратов 2 ряда, из которых только амикацин и стрептомицин по-прежнему рекомендуются в условиях, когда невозможно применение полностью пероральных препаратов или когда необходимо экстренное лечение. На сегодняшний день для пре-ШЛУ-ТБ и ШЛУ-ТБ доступны очень ограниченные варианты лечения, поэтому штаммы с пре-ШЛУ и ШЛУ представляют собой серьезную угрозу общественному здравоохранению в мире [61, р. 6]. 
Несомненно, использование новых препаратов и отказ от старых схем лечения на основе инъекционных препаратов привели к постепенному улучшению показателей успешности лечения пациентов с МЛУ/РУ-ТБ. В 2022 г. в мире показатель успешности лечения среди пациентов с МЛУ/РУ-ТБ, начавших лечение в 2021 г. составил 68%, что на 18% выше по сравнению с 2012 г. [1а, р. 43]. Однако, несмотря на наличие новых препаратов, ограниченный доступ к данным антибиотикам и/или неудачный подбор препаратов для наиболее эффективного режима, содержащей по крайней мере четыре активных препарата приводит к неблагоприятным результатам лечения при ЛУ-ТБ, включая неудачи лечения и смертности. Далее, лечение ЛУ-ТБ еще больше усложняется высокой стоимостью, длительной продолжительностью и изнурительной токсичностью имеющихся в настоящее время ПТП 2 ряда.
Продолжительность лечения ЛУ-ТБ в зависимости от индивидуальных особенностей пациента, таких как предыдущий анамнез туберкулеза и применение препаратов составляет 6, 9, 18 и более месяцев. Помимо продолжительности, для эффективного лечения туберкулезной инфекции требуются правильно подобранные схемы лечения и оптимальное соблюдение режима приема лекарств. А с соблюдением режима приема лекарств связаны некоторые трудности такие как сложные стратегии дозирования препаратов, их серьезные и часто опасные для жизни побочные эффекты и взаимодействие лекарств [62, р. 1138].
Ниже будут описаны основные механизмы развития лекарственной устойчивости M. tuberculosis к ПТП 1 и 2 ряда, а также будут представлены методы, используемые для выявления лекарственной чувствительности M. tuberculosis к антибиотикам. 
1.3.1 Механизмы развития устойчивости к разным противотуберкулезным препаратам

К двум основным широко распространенным типам лекарственной устойчивости M. tuberculosis относятся внутренняя и приобретенная устойчивость. 

Внутренняя устойчивость (intrinsic resistance)
M. tuberculosis имеет внутреннюю устойчивость в разной степени к некоторым классам антибиотиков, включая пенициллины, цефалоспорины и макролиды. Микобактерии обладают различными механизмами для самозащиты от антибиотиков такими как гидрофобная клеточная оболочка, небольшое количество заполненных водой поринов и низкая липидная текучесть клеточной мембраны, что делает ее непроницаемой для широкого спектра соединений. К другим важным механизмам внутренней устойчивости относится модификация мишени препарата такая как модификация метилтрансферазы рибосомальной РНК и внутренняя устойчивость к макролидным антибиотикам (мишенью которых являются рибосомы), оттоку препаратов и ферментативной инактивации препарата такого как β-лактамаза расширенного спектра BlaC. Существует интерес к разработке соединений, которые могут ингибировать внутренние механизмы устойчивости к антибиотикам у M. tuberculosis, однако, в настоящее время ни один из таких соединений не используется для клинического лечения туберкулеза [63].

Приобретенная лекарственная устойчивость

Приобретенная лекарственная устойчивость обычно возникает двумя различными способами такими как механизмы хромосомной или генной мутации и механизмы внехромосомной или генной передачи. У многих бактерий важную роль в приобретенной лекарственной устойчивости играют мобильные генетические элементы такие как плазмиды и транспозоны. Однако, у микобактерий не сообщалось о таком типе горизонтального переноса генов лекарственной устойчивости [64]. 
Лекарственная устойчивость M. tuberculosis изолятов в большой степени обусловлена хромосомными мутациями. Штаммы с приобретенной устойчивостью являются трансмиссивными. На развитие устойчивых мутантов влияет множество факторов: длительное лечение, нерегулярный прием назначенных препаратов, нехватка препаратов и т.д. Это в итоге может привести к устойчивости к определенным, часто используемым препаратам и в дальнейшем к устойчивости ко всем препаратам. Неэффективные препараты или низкая дозировка противотуберкулезных препаратов, используемых во время лечения могут дать бактериям дополнительное преимущество для выживания и отбора устойчивых штаммов для дальнейшего размножения [65]. 
Основные механизмы устойчивости, приводящие к лекарственной устойчивости M. tuberculosis включают в себя изменения в мишенях (рецепторы, ионные каналы, ферменты, транспортные системы, гены) лекарственных средств; сверхэкспрессию мишени лекарственного препарата; нарушения активации пролекарства и активации эффлюксного насоса, основной функцией которого является вытеснение токсичных субстратов (включая антибиотики) из бактериальной клетки [66]. Ниже подробно представлены механизмы лекарственной устойчивости к ПТП 1 и 2 ряда.
Механизмы развития лекарственной устойчивости к ПТП 1 ряда

Изониазид. Изониазид применяется в лечении ТБ с 1952 г. и является одним из важных ПТП 1 ряда, оказывает бактерицидное действие на метаболически активные микобактерии. Ранние исследования выявили, что препарат нарушает целостность клеточной стенки M. tuberculosis, ингибируя биосинтез миколевой кислоты. Изониазид является пролекарством, внутриклеточно активируется в M. tuberculosis с помощью фермента каталазы-пероксидазы (KatG) для образования аддукта с никотинамид аденин динуклеотидом (НАД). Активированный комплекс прочно связывается с еноил-ацил-переносящим белком редуктазой (InhA) и ингибирует синтез миколевой кислоты [55, р. 151; 59, р. 1099; 67, 68]. 
Большинство штаммов, устойчивых к изониазиду имеют миссенс-мутации  в 315 кодоне katG гена, с преобладанием мутации Ser315Thr, которая выявляется в 60–95% случаях среди изониазид-устойчивых штаммов [59, р. 1099; 68, c. 7]. Нуклеотидная замена С-15T в промоторной области fabG-inhA приводит к сверхэкспрессии InhA и является второй наиболее распространенной мутацией, ассоциированной с изониазид-устойчивостью. Данная мутация была идентифицирована у 6-43% устойчивых к изониазиду образцов. Также, хоть и редко среди устойчивых изолятов встречаются мутации S94A и I194T в inhA гене. Мутации в inhA наиболее часто ассоциированы с низким уровнем устойчивости к изониазиду (МИК 0,2-1 mg/L) [12, p. 2; 55, р. 151; 59, р. 1099; 67, с. 47; 68, c. 9]. В 10-18% случаев мутации определяются в промоторной области ahpC-oxyR. Ген ahpC кодирует алкил-гидропероксид редуктазу, которая участвует в клеточной регуляции оксидативного стресса [12, p. 2; 67, с. 47; 69]. 4% изониазид-устойчивых штаммов содержат мутации в furA гене, кодирующем микобактериальный регулятор поглощения железа или в промоторной области furA-katG. Делеция furA в M. tuberculosis приводит к сверхэкспрессии KatG и гиперчувствительности к изониазиду. Мутации в ndh (НАДН-дегидрогеназа) и kasA (β-кетоацил-АСР-синтаза) генах также вовлечены в формирование устойчивости к антибиотику [55, р. 151]. Приблизительно у 10% изониазид-устойчивых образцов не обнаруживаются мутации в известных генах ЛУ, что показывает о наличии альтернативного механизма устойчивости [66, р. 1279]. 
Рифампицин. Рифампицин используется в лечении ТБ с 1972 г. и является одним из основных ПТП 1 ряда из-за его мощного бактерицидного эффекта как на активно делящиеся микобактерии, так и на микобактерии в латентном (неактивном) состоянии. После попадания в клетку микроорганизма, рифампицин связывается с β-субъединицой микобактериальной РНК-полимеразы и останавливает процесс транскрипции. В 95% случаях мутации, ассоциированные с рифампицин-устойчивостью находятся в так называемом RRDR (rifampicin resistance determining region) регионе rpoB гена между кодонами 507-533 [12, p. 2; 55, р. 151; 59, р. 1099; 68, c. 7]. У 31-81% устойчивых образцов мутации в основном встречаются в 531, 516, 526 и 533 кодонах гена [59, р. 1099], среди них наиболее часто выявляемой мутацией является мутация Ser531Leu в 531 кодоне с аминокислотной заменой серина на лейцин [12, p. 2; 70]. Также в некоторых исследованиях были найдены мутации и вне RRDR региона rpoB гена [59, р. 1099]. 
Этамбутол. Этамбутол используется в лечении ТБ более 50 лет, обладает бактериостатистическим действием на активно делящиеся M. tuberculosis. Главной мишенью действия препарата является фермент арабинозилтрансфераза, который участвует в биосинтезе арабиногалактана в клеточной стенке M. tuberculosis. Арабинозилтрансфераза кодируется опероном embCAB, мутации ассоциированные с устойчивостью к этамбутолу обычно определяются в данном опероне [55, р. 151; 59, р. 1099], в частности в 306, 406 и 497 кодонах embB гена. Среди всех этамбутол-устойчивых мутаций наиболее распространенной является мутация M306V embB гена [59, р. 1099; 68, c. 8-9]. Мутации в 270, 251 и 254 кодонах embC гена, а также в промоторной области embA гена также приводят к этамбутол-устойчивости. Кроме embCAB, мутации связанные с устойчивостью к препарату встречаются в ubiA (декапренил-фосфат фосфорибозилтрансфераза) и aftA (арабинофуранозилтрансфераза) генах [55, р. 152]. Соглано данным, мутации ассоциированные с этамбутолом определяются в embB и ubiA генах в 40-68% и 9,5-45,5% случаях, соответственно [59, р. 1100].  
Пиразинамид. Пиразинамид широко применяется в качестве противотуберкулезного препарата с 1972 года, действует бактерицидно на  старые, медленно делящиеся, метаболически неактивные клетки M. tuberculosis [59, р. 1099]. Несмотря на свою значительную стерилизующую активность in vivo, пиразинамид не проявляет активности in vitro в нормальных условиях  культивирования при нейтральном pH и активен только при кислом pH (pH=5,0-6,0 и ниже). Кроме того, в отличии от других ПТП, активность данного антибиотика увеличивается при низкой метаболической активности микобактерий. In vivo, пиразинамид обладает высокой стерилизующей активностью в отношении микобактерий, находящихся в состоянии покоя в кислой среде, которая присутствует во время воспалительного процесса [71]. 
Пиразинамид является пролекарством, попадает в клетку посредством пассивной диффузии и под действием фермента пиразинамидазы, кодируемым pncA геном превращается в активную форму – пиразиновую кислоту (PAO). В результате, 1) подкисляется цитоплазма микобактерий, которая приводит к ингибированию жизненно важных ферментов, а также PAO 2) может инактивировать мембрану и влиять на мембранный транспорт, ингибируя синтез белка и РНК [68, c. 8; 71, р. 3].
Среди пиразинамид-устойчивых штаммов в основном (до 99% случаев) мутации обнаруживаются в pncA гене. Мутации в данном гене разнообразны по своей природе и разбросаны по всему гену (длиной 561 п.о.), мутации встречаются и в промоторных регионах гена. Также было показано, что мишенью активной формы пиразинамида являются рибосомальный белок S1 (RpsA, участвует в транс-трансляции), аспартатдекарбоксилаза (PanD, фермент, критически важный для синтеза пантотената и кофермента А и в свою очередь, важный для производства энергии) и АТФ-зависимая протеаза (ClpC1, часть протеазного комплекса, участвующего в деградации белка, который возможно важен для выживания персистирующих бактерий) [55, р. 152; 59, р. 1099; 68, c. 8]. 
Стрептомицин. Стрептомицин был впервые выделен из Streptomyces griseus, микроорганизма обычно встречающегося в почве и стал первым антибиотиком, использованным в лечении туберкулеза с 1944 г. В настоящее время, препарат редко включается в существующие схемы лечения. Аминогликозиды, к которым относится и стрептомицин оказывают действие на синтез белка путем связывания с 16S рРНК в бактериальных рибосомах [55, р. 153; 59, р. 1101]. В 70% случаях стрептомицин-устойчивые образцы имеют мутации в rpsL и rrs генах, кодирующих рибосомальный белок S12 и 16S рРНК, соответсвенно. В rpsL гене преобладают мутации в 43 (A/G, Lys→Arg, Thr) и 88 (A/G/C, Lys→Gln, Arg, Thr) кодонах, а в rrs гене наиболее часто наблюдаются однонуклеотидные полиморфизмы в 530 и 912 позициях. Также мутации, ассоциированные со стрептомицин-устойчивостью выявляются в gidB гене (кодирует метилтрансферазу, ответственную за модификацию G527 в 16S рРНК), в основном они связаны с низким уровнем устойчивости к препарату. Однако, до 50% устойчивых изолятов могут не иметь мутаций в перечисленных трех генах, что свидетельствует о существовании других механизмов, отвечающих за устойчивость к стрептомицину [68, c. 7; 72]. 
Механизмы развития лекарственной устойчивости к ПТП 2 ряда

Фторхинолоны. К фторхинолонам относятся такие антибиотики как ципрофлоксацин и офлоксацин (препараты старого поколения), моксифлоксацин, гатифлоксацин и левофлоксацин (антибиотики нового поколения). Фторхинолоны нового поколения обладают бактерицидным действием и эффективны как против активно делящихся туберкулезных бацилл так и микобактерий в неактивном состоянии. В настоящее время, они рекомендованы ВОЗ в качестве основных препаратов для лечения и борьбы с МЛУ-ТБ. Механизм действия фторхинолонов заключается в подавлении активности ДНК-гиразы, фермента необходимого для транскрипции и репликации бактериальной ДНК. ДНК-гираза является тетрамерным ферментом и включает в себя две субединицы ( и (, которые кодируются gyrA и gyrB, соответственно [55, р. 152; 59, р. 1101]. Поэтому мутации, связанные с лекарственной устойчивостью к фторхинолонам обнаруживаются в gyrA (74-113 кодоны) и gyrB (500-538 кодоны) генах [73]. Устойчивость к фторхинолонам в основном вызвана мутациями в высококонсервативном регионе gyrA гена в так называемом «регионе, определяющем устойчивость к хинолонам» (Quinolone resistance-determining region, QRDR). 87 и 83% изолятов устойчивых к моксифлоксацину и офлоксацину имеют мутации в 88–94 кодонах gyrA гена [74]. В целом, мутации в gyrB гене встречаются не так часто и больше связаны с низким уровнем устойчивости, тогда как мутации gyrA сами по себе или в сочетании с мутациями в gyrB, придают высокий уровень устойчивости к фторхинолонам [55, р. 152; 68, c. 6]. 
Инъекционные препараты (канамицин, амикацин и капреомицин). Аминогликозиды канамицин и амикацин, а также циклический полипептид капреомицин являются инъекционными препаратами, используются для лечения лекарственно-устойчивого ТБ. Они принадлежат к разным классам антибиотиков, однако, все три препарата являются ингибиторами синтеза белка и действуют путем связывания с бактериальной рибосомой, что приводит к модификации структуры 16S рРНК [62, р. 1142; 68, c. 8]. 

В основном, мутации, связанные с устойчивостью к инъекционным препаратам находятся в rrs гене, кодирующем 16S рРНК. Полиморфизм A–G в 1401 позиции rrs гена является наиболее распространенным молекулярным механизмом устойчивости ко всем трем препаратам и связан с устойчивостью к капреомицину и амикацину в ~70–80% случаях и к канамицину в 60% случаях [62, р. 1142]. Кроме 1401 позиции, в rrs гене мутации также обнаруживаются в 1402 и 1484 позициях. Среди канамицин-устойчивых изолятов еще выявляются мутации в -10 и -35 позициях промоторной области eis гена, кодирующем фермент аминогликозид-ацетилтрансферазу. Также, мутации в tlyA гене, кодирующем 2’-O-метилирование рибозы в рРНК идентифицируются среди капреомицин-устойчивых образцов [59, р. 1102; 68, c. 8].  
Этионамид. Этионамид является аналогом протионамида, применяется для лечения лекарственно-устойчивого ТБ. Также как и изониазид, этионамид и протионамид являются пролекарством. Этионамид активируется ферментом монооксигеназой, который кодируется ethA геном. После активации этионамид ингибирует синтез миколевой кислоты во время биосинтеза клеточной стенки ингибированием фермента еноил-ацил-переносящего белка редуктазы. Регуляторный контроль ethA гена осуществляется посредством репрессора транскрипции (EthR). Этионамид-устойчивые изоляты имеют мутации в etaA/ethA, ethR и inhA генах [68, c. 7]. Мутации в inhA, в частности в промоторном регионе fabG1-inhA показывают совместную устойчивость к изониазиду и этионамиду [62, р. 1143]. In vitro исследования показали, что монооксигеназа MymA также принимает участие в активации этионамида, так как делеция mymA гена приводит к этионамид-устойчивости [55, р. 153].
Циклосерин. Циклосерин обладает бактериостатическим действием, применяется для лечения МЛУ-ТБ и ШЛУ-ТБ [55, р. 153]. Препарат ингибирует биосинтез пептидогликана и конвертацию L-аланина в D-аланин. Циклосерин обычно ингибирует аланин рацемазу, L-аланиндегидрогеназу и D-аланин-D-аланинлигазу, которые кодируются alr, ald и ddlA, соответственно. В ald гене мутации могут возникать в любом месте гена длиной 1116 п.о. [59, р. 1102; 68, c. 10]. 

Линезолид. Линезолид относится к антибактериальным препаратам класса оксазолидинонов. Обладает бактерицидной активностью в отношении M. tuberculosis, эффективен при лечении МЛУ- и ШЛУ-ТБ. Линезолид ингибирует синтез белка, связываясь с 23S рРНК из 50S субъединицы рибосомы, тем самым ингибируя образование комплекса инициации. В основном линезолид-устойчивые изоляты M. tuberculosis содержат мутации в гене 23S рРНК (rrl). Также мутации, связанные с устойчивостью к данному препарату выявляются в rplC гене, кодирующем рибосомальный белок L3 (мутация T450C) и регуляторе транскрипции Rv0678 [55, р. 154; 59, р. 1102; 68, c. 9]. Предполагается, что эффлюксные насосы (белки, которые вытесняют антибиотики из бактериальной клетки) тоже участвуют в развитии устойчивости к линезолиду [75].
Клофазимин. Клофазимин относится к риминофеназинам и первоначально использовался для лечения лепры, но он также активен в отношении МЛУ- и ШЛУ-ТБ. Точный механизм действия клофазимина до конца не изучен, однако, препарат приводит к образованию активных форм кислорода за счет восстановления НАДН-дегидрогеназой. In vitro воздействие клофазомина приводит к мутациям в Rv0678, который кодирует репрессор транскрипции эффлюксного насоса mmpL5-mmpS5. Также с клофазамин-устойчивостью были ассоциированы мутации в генах, кодирующих такие белки как PepQ (аминопептидаза Xaa-Pro, Rv2535) и Rv1979c (пермеаза) [55, р. 154; 62, р. 1144; 68, c. 9]. 
Бедаквилин. Бедаквилин (ранее известный как TMC-207) принадлежит к классу диарилхинолинов [59, р. 1102]. Оказывает действие на туберкулезные палочки в латентном состоянии [62, р. 1143]. Бедаквилин является первым препаратом, введенным специально для лечения ТБ с 1960-х годов и одобрен для лечения МЛУ-ТБ пациентов с инфекциями, устойчивыми как минимум к трем ПТП 1 ряда [55, р. 154]. Препарат связывается с С субъединицой F0 комплекса АТФ-синтазы, кодируемой atpE, тем самым ингибируя синтез АТФ микобактериальной клетки. В atpE гене, ассоциированном с устойчивостью к препарату встречались мутации A63P и I66M. Однако, в большинстве изолятов M. tuberculosis, устойчивых к бедаквилину идентифицируются мутации в гене, кодирующем регулятор транскрипции Rv0678, который приводит к повышению регуляции мембранного транспортера mmpL5 и связаны с перекрестной резистентностью к клофазимину. Также были показаны мутации в pepQ гене, которые придают устойчивость к двум препаратам – бедаквилину и клофазамину, что вполне возможно, поскольку оба препарата воздействуют на энергетический метаболизм у M. tuberculosis [59, р. 1102; 68, c. 9].

Деламанид. Деламанид (OPC-67683) относится к производным нитроимидазола, оказывает действие на нереплицирующиеся микобактерии. Препарат является пролекарством, активируется F420-зависимой нитроредуктазой, кодируемой ddn (Rv3547) и ингибирует синтез миколевой кислоты, одного из основных компонентов клеточной стенки. В отличие от изониазида, деламанид ингибирует только биосинтез метокси-кето-миколевой кислоты, но не α-миколевой кислоты. Мутации в генах, связанных с активацией пролекарства (ddn и fgd1), или в генах, связанных с биосинтетическим путем F420 (fbiA, fbiB и fbiC) приводят к устойчивости к деламаниду, а также к перекрестной устойчивости к претоманиду, другому производному нитроимидазола, ранее известному как PA-824 [55, р. 155; 59, р. 1102; 62, р. 1144]. В раннем исследовании, деламанид-устойчивость была связана с миссенс-мутацией D49T fbiA гена [76].   

Пара-аминосалициловая кислота (ПАСК). Противотуберкулезная активность ПАСК была впервые обнаружена в 1940-х годах. Но, из-за его токсичности со стороны желудочно-кишечного тракта и более низкой эффективности по сравнению с рифампицином и пиразинамидом, ПАСК был вскоре исключен из стандартной схемы лечения. Однако, препарат был вновь использован в 1992 г. во время вспышки МЛУ-ТБ и в настоящее время применяется в лечении мультирезистентного ТБ. ПАСК является пролекарством и воздействует на фолатный цикл M. tuberculosis. Препарат сначала активируется дигидрофолатсинтазой, кодируемой folC. Активированный дигидрофолат антиметаболит может, в свою очередь, ингибировать ферментативную активность дигидрофолатредуктазы, кодируемой dfrA. Среди ПАСК-устойчивых изолятов были обнаружены мутации I43T, I43A, E40G, R49W, E153A и A183P в folC гене. Также было показано, что устойчивость к ПАСК обусловлена мутациями в thyA (T202A),   dfrA генах [59, р. 1102; 62, р. 1143]. RibD, дополнительный фермент фолатного цикла, который связан с ПАСК-устойчивостью, в исследовании Zhang et al. большая часть устойчивых к препарату образцов в ribD гене имели мутацию A11G [77]. 
1.3.2 Методы определения лекарственной устойчивости
Ранняя и точная диагностика лекарственно-устойчивого туберкулеза имеет важное значение для надлежащего лечения пациентов, предотвращения дальнейшей передачи МЛУ-ТБ, снижения смертности и минимизации затрат на лечение и ненужной госпитализации. Неадекватное лечение может привести к отбору резистентных субпопуляций туберкулеза, то есть к ТБ с МЛУ и ШЛУ, а также к ТБ с новыми видами устойчивости, тем самым ограничивая доступные варианты лечения [78]. 
Основные существующие на сегодняшний день методы выявления лекарственной чувствительности делятся на микробиологические методы с использованием микобактериальных культур, выращенных в присутствии антибиотиков (фенотипический тест на лекарственную чувствительность (ТЛЧ)) и молекулярные методы, которые определяют мутации в генах, ассоциированных с лекарственной устойчивостью к противотуберкулезным препаратам (молекулярный ТЛЧ). Определение лекарственной чувствительности может проводится как напрямую с диагностическим материалом так и непрямым способом с чистой культурой M. tuberculosis, выделенной из диагностического материала [78, р. 2].
Микробиологические методы определения лекарственной чувствительности
В фенотипическом ТЛЧ микобактерии считаются устойчивыми если могут расти в присутствии препарата, что в свою очередь указывает на то, что препарат является неэффективным для лечения. Некоторые микробиологические методы могут оценить диапазон концентраций препарата и определить точную минимальную ингибирующую концентрацию (МИК), то есть самую минимальную концентрацию препарата, которая подавляет 99% роста микобактерий (90% в ситуации с пиразинамидом). Другие микробиологические методы могут определить только одну критическую концентрацию препарата (для каждого препарата имеется определенная критическая концентрация) и не могут идентифицировать точную МИК. Микробиологические методы требуют хорошо обученный персонал и лабораторию с высоким уровнем биологической безопасности для защиты  сотрудников и окружающей среды, и являются трудоемкими. В основном, для фенотипического ТЛЧ необходима положительная культура M. tuberculosis, на что уходит 2–3 недели и получение результатов ТЛЧ дополнительно занимает еще несколько недель. В итоге, от сбора образцов до определения лекарственной чувствительности может уходить до 2 месяцев [78, р. 2; 79]. 
Референсным методом микробиологического определения лекарственной чувствительности является метод абсолютных концентраций на твердой питательной среде Левенштейна-Йенсена или 7H11 Миддлбрука. Для определения лекарственной чувствительности данным методом используется чистая культура микобактерий, которая предварительно выделяется из диагностического материала. Суспензия микобактерий высевается на твердую среду, в составе которой имеется критическая концентрация препарата. Если на питательной среде с препаратом выросло более 20 колониеобразующих единиц (КОЕ) микобактерий, это свидетельствует о том, что данный штамм имеет устойчивость к тестируемому препарату. Время выполнения ТЛЧ с использованием твердой среды Левенштейна-Йенсена составляет 3-8 недель, а с применением 7H11 Миддлбрука 10-12 дней [78, р. 2; 79, р. 2]. 
Метод, с использованием жидкой среды BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960 является наиболее распространенным и применяется для более быстрой детекции с высокой чувствительностью, время выполнения 14-28 дней. BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson) - это полностью автоматизированная система, которая использует флуоресценцию кислородного датчика для обнаружения роста микобактерий в жидкой среде. В данной системе используется только одна критическая концентрация препарата и изоляты классифицируются как чувствительные или устойчивые [78, р. 2; 79, р. 2]. 
С использованием плашки Sensititre Mycobacterium tuberculosis MYCOTBI AST plate (ThermoFisher Scientific Inc) можно определить МИК для 12 препаратов, лиофилизированных на 96-луночной плашке методом микроразведений, время выполнения 7-21 дней. Данным методом тестируются различные концентрации препаратов в одной плашке. Суспензия микобактерий добавляется в каждую лунку и плашка инкубируется, после чего оценивается рост микобактерий для выявления точной МИК. Несмотря на некоторые недостатки такие как ограниченная производительность, низкая чувствительность и т.д, фенотипический ТЛЧ также проводится с применением колориметрических анализов (непрямой метод), которые используют изменения цвета для выявления лекарственной устойчивости в биологическом образце, время выполнения 8-9 дней; тонкослойного агара (thin-layer agar, TLA) (прямой метод), где для выявления устойчивости в тонкий слой агаровой среды вводится клинический образец, время выполнения 18 дней. Агар состоит из частей с препаратами и без них, если в сегменте с препаратом наблюдается рост микобактерий это является показателем устойчивости к препарату; и других методов таких как слайд на основе прямой микроскопии (Direct microscopy-based slide) (прямой метод, время выполнения 14 дней), проточная цитометрия (непрямой метод, время выполнения 1 день) и т.д. [78, р. 3-6].  
Молекулярные методы определения лекарственной чувствительности

Молекулярные ТЛЧ основаны на выявлении мутаций в генах M. tuberculosis, связанных с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда. За последнее десятилетие несколько молекулярных коммерческих тестов были одобрены ВОЗ и используются для определения лекарственной устойчивости M. tuberculosis: тесты на основе ПЦР Xpert MTB/RIF, Xpert MTB/RIF Ultra и Xpert MTB/XDR (Cepheid, США), тесты на основе гибридизации GenoType MTBDRplus и GenoType MTBDRsl (Hain LifeScience, Германия), Nipro NTM+MDRTB и LPA Genoscholar PZA-TB II assay (Nipro, Япония) [63, р. 624; 78, р. 6; 79, р. 2].  

Другая группа тестов, которая также была одобрена ВОЗ это ‒ централизованные и автоматизированные тесты амплификации нуклеиновых кислот (Nucleic Acid Amplification Tests, NAATs), применяемые для определения M. tuberculosis, а также лекарственной устойчивости: петлевая изотермическая амплификация, TrueLab, централизированный ТЛЧ (Roche или Abbott) и таргетное секвенирование. Данные тесты проводятся на лабораторных оборудованиях, где требуется больше инфраструктуры и технических навыков. В сравнении с фенотипическим ТЛЧ с использованием культур, данные анализы требуют более низкий уровень безопасности (уровень безопасности 2) и позволяют быстро получить результаты с высокой производительностью. Однако, из-за проблем с транспортировкой образцов и представлением результатов, применение данных централизованных анализов в диагностике ЛУ в странах с высокими показателями туберкулеза ограничено [63, р. 624-625; 78, р. 6; 79, р. 6]. 

Также лекарственную устойчивость можно выявлять на основе новых технологий таких как полногеномное секвенирование из положительной культуры и с помощью амплификации нуклеиновых кислот в месте оказания медицинской помощи из мокроты. Тестирование ЛУ с использованием данных методов пока еще не было одобрено ВОЗ, но они находятся на стадии разработки и оценки [63, р. 624-625]. 

В целом, в настоящее время для определения мутаций в генах устойчивости используются методы гибридизации ДНК, ДНК-микрочипы, методы основанные на ПЦР в режиме реального времени и методы секвенирования [79, р. 2].
Методы гибридизации ДНК
Методы гибридизации позволяют одновременно определить различные мутации с использованием нескольких зондов. Сначала выделяется ДНК и проводится амплификация таргетного региона. После, ампликоны гибридизируются со специфическими олигонуклеотидными зондами, которые комплементарны таргетным последовательностям и иммобилизируются на поверхности стрипа. Затем, осуществляется пост-гибридизационная промывка для удаления неспецифического связывания. Гибриды ампликон-зонд визуализируются наглядно в виде цветных бэндов на стрипе. Выполнение всего анализа занимает 5–7 часов [79, р. 2]. 

В настоящее время, для скрининга  лекарственной устойчивости образцов мокроты с положительным мазком ВОЗ рекомендует несколько тестов основанных на гибридизации ДНК GenoType MTBDRplus и GenoType MTBDRsl (Hain LifeScience, Германия), а также Nipro NTM+MDRTB и LPA Genoscholar PZA-TB II assay (Nipro, Япония). Эти тесты также могут быть использованы для определения устойчивости и у выделенных культур. С использованием GenoType MTBDRplus проводится идентификация микобактерий туберкулезного комплекса (MTBC) и определяется его устойчивость к рифампицину и изониазиду путем скрининга мутаций в rpoB, katG и промоторной области inhA. GenoType MTBDRsl позволяет выявить MTBC и его устойчивость к фторхинолонам, этамбутолу и аминогликозидам/циклическим пептидам путем анализа мутаций в gyrA, gyrB, rrs, embB и eis генах. Nipro NTM+MDRTB используется для определения случаев МЛУ-ТБ путем исследования мутаций в rpoB, katG и inhA, а также дифференцирует четыре вида Mycobacterium, которые вызывают туберкулез у людей, включая M. tuberculosis. С помощью LPA Genoscholar PZA-TB II assay выявляется устойчивость к пиразинамиду [78, р. 7-8; 79, р. 2-3; 80].

Кроме вышеперечисленных тестов, также существуют такие тесты как INNO-LiPA Rif TB LPA (Innogenetics, Бельгия), который применяется для выявление наиболее распространенных мутаций, ассоциированных с рифампицин-устойчивостью; и AID TB Resistance LPA (Aid Diagnostika, GmbH), который состоит из трех модулей и определяет широко распространенные мутации устойчивости к 1) рифампицину и изониазиду 2) аминогликозидам и 3) фторхинолонам и этамбутолу, соответственно [79, р. 2].  
В целом, тесты основанные на гибридизации ДНК являются быстрыми и легкими в выполнении, интерпретация результатов простая. Однако, данные анализы могут быть осуществлены только в референсных лабораториях, так как они требуют специальной лабораторной инфраструктуры и дорогостоящего оборудования [81]. К тому же, данные тесты не охватывают все мутации в генах устойчивости и ограничены только основными мутациями в них. Поэтому, чувствительность и специфичность этих тестов будет варьироваться в зависимости от того какая мутация преобладает в стране, где проводится исследование. 
ДНК-микрочипы
Технология ДНК-микрочипов также используется для выявления мутаций в генах лекарственной устойчивости микобактерий. С использованием ДНК-микрочипов возможно определение множество мутаций в таргетных генах в одной реакции. Основной принцип технологии заключается в следующем: после выделения ДНК таргетные регионы амплифицируются и метятся флуоресцентными красителями во время ПЦР; затем для формирования двухцепочечной ДНК проводится гибридизация меченных ампликонов с комплементарными зондами, иммобилизованных на чипе; выполняется пост-гибридизационная промывка для удаления неспецифических таргетов и «продуктов» неспецифического связывания; интенсивность сигнала гибридизации определяется сканером на соответствующей длине волны [79, р. 7].
В настоящее время, существуют тесты на основе микрочипов, где используется микрофлюидная камера для осуществления почти всех этапов (амплификация, гибридизация и определение мутаций) на одной платформе и уменьшения риска кросс-контаминации. Одним из таких тестов является TruArray MDR-TB Assay (Akonni Biosystems). С помощью данного теста можно определить до тридцати мутаций в гене rpoB, шести мутаций в katG и inhA, одну мутацию в embB и 2 мутации в rpsL. Также в состав набора входят два маркера для идентификация MTBC (IS6110) и Mycobacterium avium комплекса (IS1245). Для получения результатов необходимо несколько часов. Другой набор VereMTB (Veredus Laboratories, Сингапур) основан на методе мультиплексной ПЦР-микрочипа и микрофлюидной камеры, с использованием набора определяют МЛУ-ТБ, M. tuberculosis и девять других видов Mycobacterium [79, р. 7]. Гидрогелевый микрочип низкой плотности TB-TEST (Россия) дает возможность одновременно анализировать основные мутации в девяти генах, ассоциированных с ПТП 1 и 2 ряда, а также включает в себя 6 SNPs для идентификации семейств M. tuberculosis, широко распространенных в России (время выполнения 19 часов) [82].

На сегодняшний день, ни один тест на основе микрочипов не был одобрен ВОЗ для определения лекарственно-устойчивого ТБ [63, р. 624; 81, р. 4]. Набор GeneChip MDR (CapitalBio, Китай) является единственным тестом на основе микрочипов на рынке, который был одобрен в рамках проекта NHFPC-Bill & Melinda Gates Foundation по туберкулезу, но не ВОЗ для определения рифампицин- и изониазид-устойчивости в различных провинциях Китая [81, р. 139].  
В целом, тесты на основе ДНК-микрочипов показывают довольно-таки хорошую специфичность и чувствительность в определении мутаций в генах устойчивости и могут быть использованы для быстрого скрининга устойчивости. Однако, для их применения в клинике необходимы усовершенствованные программы для анализа и интерпретации интенсивности  сигнала флуоресценции [79, р. 7-8]. 
Методы основанные на ПЦР в режиме реального времени 
В настоящее время ПЦР в режиме реального времени широко применяется для создания быстрых тестов в диагностических целях. Данная реакция обычно проводится двумя основными способами: 1) любая двухцепочечная ДНК, полученная в результате ПЦР-амплификации определяется с помощью неспецифических флуоресцентных красителей и 2) с использованием сиквенс-специфичных зондов, помеченных флуоресцентным репортером для специфического определения гибридизации зондов с ампликонами. Для каждого зонда свойственна определенная температура плавления (Tm), а изменение Tm является показателем присутствия мутаций в таргетном регионе. Данное свойство было взято за основу для разработки тестов на основе ПЦР в режиме реального времени для скрининга лекарственной устойчивости микобактерий [79, р. 3].

Такие зонды как линейные зонды с двойной меткой (dual labeled linear probes) и зонды типа «молекулярный маяк» (sloppy molecular beacon) применяются для выявления мутаций в генах устойчивости M. tuberculosis к препаратам. Зонды с двойной меткой состоят из пары флуоресценция-гаситель и генерируют различные профили плавления в зависимости от того имеется мутация в последовательности или нет при их гибридизации с амплифицированными таргетами. А зонды типа «молекулярный маяк» состоят из структуры стебель-петля и термодинамически более стабильны, чем зонды с двойной меткой [79, р. 3]. 
В настоящее время, тесты Xpert (Xpert MTB/RIF, Xpert MTB/RIF Ultra Xpert MTB/XDR) (Cepheid, США) на основе ПЦР в режиме реального времени были одобрены ВОЗ для идентификации MTBC и определения рифампицин- и изониазид-устойчивости, а также устойчивости к некоторым ПТП 2 ряда в образцах мокроты. Время выполнения - меньше чем 2 часа [63, р. 625; 78, р. 6-7; 79, р. 4; 80, р. 2]. Тест Xpert MTB/RIF использует полуколичественную вложенную ПЦР в режиме реального времени для амплификации RRDR региона rpoB гена (между кодонами 507-533), состоящего из 81 п.о., который затем гибридизуется с пятью зондами типа «молекулярный маяк». Каждый зонд охватывает определенную последовательность и метится флуоресцентным красителем. Для проведения всего анализа используется автономный картридж в целях уменьшения кросс-контаминации между образцами. Xpert MTB/Rif Ultra является тестом с более высокой чувствительностью определения туберкулеза за счет более низкой специфичности, а точность определения рифампицин-устойчивости одинаковая с картриджом Xpert MTB/RIF. Оборудование GeneXpert, на котором выполняются данные тесты требует постоянного источника электроэнергии и контроля температуры (чувствителен к жаре и пыли), также имеется ряд проблем с  поставкой картриджей, высокой стоимостью, отсутствием поддержки по техническому обслуживанию и т.д., поэтому широкое применение Xpert или Xpert Ultra является ограниченным [63, р. 625; 83]. В качестве альтернативы этим тестам ВОЗ рекомендует тест Truenat (Molbio Diagnostics, Индия), который проводится на оборудовании с батарейным питанием (и может быть использован в пунктах оказания помощи больным ТБ), имеет более низкие эксплуатационные расходы, дополнительно тестирует на изониазид-устойчивость и т.п. [80, р. 49; 84]. А Xpert MTB/XDR тест определяет высокий и низкий уровень устойчивости к изониазиду, к фторхинолонам и инъекционным ПТП 2 ряда (амикацин, канамицин и капреомицин) [63, р. 625]. 
Кроме вышеупомянутых тестов, одобренных ВОЗ на рынке имеются и другие тесты на основе ПЦР в режиме реального времени, например, наборы Genedrive MTB/RIF ID kit (Epistem, Великобритания), Anyplex II MTB/MDR и MTB/XDR (Seegene, Южная Корея) и другие. Genedrive MTB/RIF ID kit выявляет M. tuberculosis (на основе короткого повторяющего региона REP13E12) и рифампицин-устойчивость (на основе наиболее важных мутаций в rpoB гене) из образцов мокроты с использованием портативного термоциклера весом 560 г., время выполнения анализа 75 минут.  Anyplex II MTB/MDR и MTB/XDR применяются для идентификации M. tuberculosis, МЛУ-ТБ (анализируются наиболее частые 34 мутации в rpoB, katG и inhA) и ШЛУ-ТБ (13 мутаций в gyrA, rrs и eis) из образцов мокроты, бронхиального смыва и т.д с помощью амплификатора Real-time PCR CFX96 (время выполнения 3,5 часов) [79, р. 4-6]. 
Преимуществами тестов на основе ПЦР в режиме реального времени являются короткое время выполнения анализа и низкий риск заражения, так как все этапы после выделения ДНК осуществляются в одной пробирке. Однако, скрининг ЛУ на основе ПЦР в режиме реального времени требует дорогостоящего специального оборудования и квалифицированный персонал. Далее, количество зондов в одной реакции ограничено, это приводит к ограниченному количеству таргетов. Также имеются ограничения по диапазону размеров амплифицированных таргетов (до 75–200 п.о.) для определения большого количества мутаций [79, р. 3].
В целом, для определения мутаций в генах устойчивости используются различные методы на основе ПЦР в режиме реального времени [78, р. 11; 79, р. 3-6]. В нашем исследовании, для скрининга наиболее распространенных мутаций Ser531Leu и Ser315Thr в 531 кодоне rpoB гена и 315 кодоне katG гена, ассоциированных с устойчивостью к самым эффективным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду, соответственно среди собранных казахстанских изолятов M. tuberculosis мы использовали аллель-специфический ПЦР в режиме реального времени (АС-РТ-ПЦР). 

Аллель-специфический ПЦР основан на использовании праймеров, предназначенных для селективного связывания с определенным аллелем. Данный анализ проводится с помощью двух различных прямых праймеров, каждый из которых предусмотрен для определения нормального (дикого типа) или мутантного аллеля, и обратных праймеров, которые остаются неизменными и одинаковыми для обоих аллелей. АС-РТ-ПЦР по сравнению с другими методами на основе аллель-специфичного ПЦР имеет множество преимуществ. Во первых, метод АС-РТ-ПЦР обладает высокой специфичностью и чувствительностью. В отличии от стандартного ПЦР-ПДРФ (полимеразная цепная реакция-полиморфизм длин рестрикционных фрагментов) анализа, АС-РТ-ПЦР является быстрым, доступным и простым методом, для которого требуется только ПЦР-амплификатор и нет необходимости в большом количестве фермента для выявления мутации в гене. А в сопоставлении с обратной линейной блот гибридизацией (Reverse Line Blot Hybridization) АС-РТ-ПЦР является менее трудоемким и легко анализируемым, так как не включает этап подготовки гибридной мембраны и сложные этапы анализа [85].  
Методы секвенирования
Методы секвенирования ДНК делятся на две основные категории: классические и высокопроизводительные. 
Классические методы секвенирования

Основным примером классического метода секвенирования является секвенирование по Сэнгеру. Данный метод также известен как «метод терминации цепи» и был впервые представлен в 1977 г. британским биохимиком Фредериком Сэнгером и его коллегами. Секвенирование по Сэнгеру основано на выборочной интеграции радиоактивных или флуоресцентно меченных концевых дидезоксинуклеотидов во время ПЦР, после чего осуществляется капиллярный электрофорез для того чтобы разделить по размерам и зафиксировать сигналы. В настоящее время несмотря на то, что секвенирование по Сэнгеру имеет высокую стоимость, требует дорогостоящего оборудования и ограничивается анализом единичных генов ЛУ (длиной до 1000 п.о.), он является точным и высокочувствительным методом для определения мутаций в отдельных генах, а также позволяет идентифицировать новые мутации и считается «золотым стандартом» валидации последовательностей ДНК, в том числе тех, которые уже были секвенированы с использованием секвенаторов нового поколения [86]. Поэтому в нашем исследовании для образцов, где на основе АС-РТ-ПЦР не было выявлено основных мутаций Ser531Leu и Ser315Thr в rpoB и katG среди устойчивых образцов, а также где результаты АС-РТ-ПЦР не совпали с результатами микробиологического анализа, было проведено секвенирование по Сэнгеру rpoB и katG, fabG-inhA, ahpC-oxyR генов, ассоциированных с устойчивостью к рифампицину и изониазиду, соответственно, так как согласно литературным данным, среди рифампицин- и изониазид-устойчивых изолятов мутации в основном находятся в данных генах (см. раздел 1.3.1). 
Высокопроизводительные методы секвенирования

Развитие секвенирования нового поколения (Next-generation sequencing, NGS) стало большим прогрессом в молекулярной биологии. NGS является быстрым методом диагностики лекарственной устойчивости путем определения известных мутаций в таргетных генах либо в полном геноме. Основные этапы NGS: выделение ДНК с контролем качества, подготовка ДНК-библиотек, секвенирование и анализ данных [63, р. 625]. 
C помощью полногеномного секвенирования одновременно можно провести идентификацию вида, определить все известные и неизвестные мутации, связанные с лекарственной устойчивостью, а также исследовать эволюцию микобактерий [79, р. 6]. На сегодняшний день, полногеномное секвенирование проводится из положительных культур M. tuberculosis, так как метод требует относительно большого количество ДНК хорошего качества. Задержка результатов, связанная с культурой является одной из проблем, препятствующих широкому внедрению полногеномного секвенирования. Тем не менее, результаты полногеномного секвенирования могут быть получены в среднем на 9 дней быстрее, чем окончательные отчеты референс-лабораторий по ТЛЧ и стоят на 7% дешевле существующих диагностических тестов [63, р. 625; 87]. 
Полногеномное секвенирование уже используется в странах с высоким уровнем дохода для определения полного профиля лекарственной устойчивости в целях назначения персонализированной антибиотикотерапии [87, р. 50]. Внедрение технологий полногеномного секвенирования в медицинскую практику в странах с низким и средним уровнем дохода пока полностью не стало реальностью. Однако, в настоящее время проводимые в некоторых странах клинические испытания для оценки целесообразного использования методов полногеномного секвенирования при лечении лекарственно-устойчивого туберкулеза на стадии завершения [63, р. 625; 88] и есть страны, которые включили полногеномное секвенирование в диагностический и лечебный алгоритм при туберкулеза [240].
Время выполнения полногеномного секвенирования можно сократить путем прямого проведения секвенирования на образцах мокроты, однако, чувствительность данного метода может снизиться из-за наличия других микроогранизмов или контаминации в мокроте и/или низкого количества микобактерий [78, р. 8]. Недавно, Goig et al. [89] смогли успешно провести полногеномное секвенирование напрямую из мокроты с маленьким количеством микобактерий путем добавления этапа специальной обработки и обогащения патологического материала, но, данный анализ остается дорогим для применения в клинической практике. 
В настоящее время для диагностики ЛУ-ТБ в клинических целях используются такие NGS платформы как MiSeq (Illumina), Ion Torrent Personal Genome Machine (ThermoFisher Scientific), GeneReader NGS System (Qiagen) и т.д., которые генерируют короткие прочтения от 30 до 300 п.о., а также платформы секвенирования третьего поколения (Third Generation Sequencing, TGS) такие как MinION (Oxford Nanopore Technologies) и PacBio RSII (Pacific BioSciences), преимуществами которых являются длинные прочтения (до несколько тысяч п.о.) и короткое время выполнения [63, р. 625; 79, р. 6]. Определение профилей лекарственной чувствительности на основе сырых полногеномных данных (например, файлы fastq) проводится с помощью различных геномных баз данных: KvarQ, ResFinder, TB-Profiler, CASTB, Mykrobe, PhyResSE, TGS-TB, CARD, PATRIC, ReSeqTB, CRyPTIC, Resistance Sniffer, Treesist-TB и другие. Лекарственная устойчивость определяется согласно каталогу мутаций ВОЗ, который служит в качестве международного стандарта [78, р. 8; 90].
Для скринига ЛУ-ТБ на рынке имеются несколько наборов на основе NGS для таргетного секвенирования. Например, для определения ЛУ к ПТП 1 и 2 ряда на Ion Torrent Personal Genome Machine, ThermoFisher Scientific предлагает панель из восьми генов, таргетная панель AmpliSeq for Illumina TB Research Panel (Illumina) включает в себя эти же восемь генов [79, р. 6]. Для прямого выявления ЛУ-ТБ из образцов мокроты используется тест Deeplex-MycTB assay (GenoScreen) (выявляет виды микобактерий, оценивает ЛУ к 18 таргетным генам для видов в составе MTBC), к другим многообещающим наборам относятся ONT EPI 2ME (Oxford Nanopore Technology), который определяет устойчивость к 16 таргетным генам и Deepchek (ABL), который состоит из 13 таргетных генов. В целом, наборы на основе NGS для таргетного секвенирования имеют преимущество в сравнении с существующими молекулярными тестами, так как включают в себя большое количество локусов [63, р. 625, p. 627].  
Полногеномное секвенирование, в том числе таргетное секвенирование являются перспективными методами для быстрого определения ЛУ (время выполнения 2-3 дня). Поэтому ВОЗ опубликовала техническое руководство по применению технологий секвенирования нового поколения для идентификации мутаций, ассоциированных с устойчивостью к препаратам и рекомендовала использовать технологии NGS в качестве альтернативного метода определения лекарственной чувствительности с более быстрым результатом либо вместо фенотипического ТЛЧ, где невозможно его проведение [79, р. 6; 91-93]. 
В нашем исследовании мы отработали методы подготовки ДНК-библиотек для полногеномного секвенирования казахстанских изолятов M. tuberculosis на платформах NGS - Roche 454 GS FLX+ и Illumina MiSeq. Также нами проведена апробация часто используемых на момент нашего исследования шести геномных баз данных таких как ResFinder, TB-Profiler, CASTB, Mykrobe, TGS-TB и CARD для подбора наиболее оптимальных баз данных для определения профиля лекарственной чувствительности.
1.4 Генетические линии M. tuberculosis
На основе геномных регионов различия (regions of difference, RDs) или полиморфизмов больших последовательностей (large sequence polymorphisms, LSPs) микобактерии туберкулезного комплекса (M. tuberculosis complex, MTBC) были классифицированы на девять генетических линий. Из них линии 1-4 (Lineage 1-4 или L1-L4) и линии 7-9 (L7-L9) относятся к M. tuberculosis, а линии 5 (L5) и 6 (L6) к M. africanum [94, 95]. 

Линии 2-4 являются монофилетической группой, то есть имеют общего предка, идентифицируются делецией TbD1 и потерей мембранных белков MmpS6 и MmpL6, которые ассоциированы с повышенной устойчивостью к окислительным и гипоксическим стрессорам. Линии 2-4 относятся к «современным» линиям и в настоящее время являются основной причиной распространения туберкулеза в мире. Линия 2 (также известная как Восточно-Азиатская линия, на англ. East Asian lineage), в частности включает в себя изоляты генотипа Beijing, который широко распространен в восточноазиатских и центральноазиатских государствах. К линии 3 (также известной как CAS/Delhi) относится генотип CAS (Central Asian Strain), штаммы данного генотипа в основном циркулируют в Индии, но также встречаются и в других странах Южной, Западной и Центральной Азии и в Восточной Африке. Штаммы, входящие в состав линии 4 (также известной как Евро-Американская линия, на англ. Euro-American lineage) встречаются как в Африке и Азии, так и в Европе и Америке. Линия 4 включает в себя генотипы LAM, X, S, Haarlem, Ghana, Uganda, Cameroon и т.д. [94, р. 2; 95, р. 2].
Линия 1 и линии 5-9 относятся к «предковым» линиям. Среди «предковых» линий больше всех широко распространены штаммы линии 1 (также известного как Индо-Океанская линия, на анг. Indo-Oceanic lineage) и они в основном встречаются в Юго-Восточной Азии и Индии. Предполагается, что линии 5-9 возникли в Африке и выявляются в африканских странах. Среди них линии 5-6 (также известные как Mycobacterium africanum West Africa I и West Africa II, соответственно) обнаруживаются до 50% среди случаев ТБ с положительным мазком на территории Западной Африки [94, р. 2; 95, р. 2].  
1.4.1 Восточно-Азиатская линия (Beijing)
Восточно-Азиатская линия (линия 2) M. tuberculosis одна из широкораспространенных и хорошо изученных линий, и генотип Beijing является основным представителем данной линии [96]. Впервые изоляты генотипа Beijing были идентифицированы van Soolingen и его коллегами в 1995 г. среди китайских изолятов M. tuberculosis. Так как эти изоляты в основном были собраны из г. Пекин (на англ. Beijing), данную группу изолятов M. tuberculosis назвали генотипом «Beijing» [9, с. 10; 97, 98].
На сегодняшний день, изоляты генотипа Beijing были идентифицированы практически во всех странах мира и превалируют на территории Азии (1,4-79,4%) и Восточной Европы (22-71%). Исследования показывают, что генотип Beijing взаимосвязан с МЛУ-ТБ и его широким распространением. Штаммы генотипа Beijing неоднократно были причиной вспышек туберкулеза в США и в государствах Южной, Западной и Северной Европы. Генотип Beijing преобладает среди людей молодого возраста и является наиболее вирулентным в сопоставлении с другими генотипами M. tuberculosis. Также изоляты генотипа Beijing имеют повышенную способность сопротивляться лечению заболевания и были связаны с неэффективностью лечения и повторным заболеванием ТБ. Однако, согласно опубликованным работам устойчивость к лекарственным препаратам характерна не для всех штаммов генотипа Beijing и различается среди субгрупп и кластеров данного генотипа [9, c. 10; 12, р. 1-2; 97, с. 19; 234].
Классификация генотипа Beijing
В 1995 г. штаммы генотипа Beijing были охарактеризованы на основе очень похожих IS6110-RFLP паттернов и своеобразным сполиготипом, где присутствовал сигнал гибридизации в девяти спейсерных участках от 35 до 43 [98, р. 3235]. Через десять лет было рекомендовано более соответствующее определение генотипа Beijing на основе сполиготипирования. Согласно предложенной схеме, для идентификации генотипа Beijing в сполигопрофиле образца должны отсутствовать сигналы гибридизации в спейсерных участках от 1 до 34, и должны присутствовать сигналы минимум в трех спейсерных участках от 35 до 43. Генотип Beijing можно определить еще с помощью филогенетического анализа по 24 MIRU-VNTR локусам в сравнении с известными референсными штаммами [96, р. 1]. 
В течении длительного времени считалось, что генотип Beijing представляет собой гомогенную группу изолятов, которые имеют похожие IS6110-RFLP паттерны [99]. Однако, позже были предложены различные методы (схемы) для классификации изолятов Beijing. 

В 2002 г. Mokrousov et al. впервые предложили поделить генотип Beijing на две эволюционно значимые филогенетические сублинии: древние/атипичные и  современные/типичные. В 2005 г. данная группа ученых предложила делить генотип Beijing на филогенетические линии на основе вставки IS6110 в NTF регионе. Из-за простоты анализа, данный метод начал широко применяться для идентификации филогенетических сублиний генотипа Beijing, однако позже были выявлены расхождения результатов на основе NTF маркера с другими генетическими маркерами, используемыми в филогенетической классификации [96, р. 1].

Tsolaki et al. [100] и Gagneux et al. [101] предложили разделение M. tuberculosis на филогенетические линии на основе делеций полиморфизмов больших последовательностей (large sequence polymorphisms, LSPs). С использованием геномных микрочипов было показано, что изоляты генотипа Beijing также могут быть идентифицированы по нескольким LSPs, характерным для изолятов генотипа Beijing, которые в дальнейшем делять их на пять сублиний на основе определенных регионов различия (RD) (сублинии 105, 207, 181, 142, 150) [100, р. 3189; 102]. 
С помощью технологий полногеномного секвенирования были получены знания о структуре и эволюционном развитии генотипа Beijing на основе трех видов исследований [96, р. 2]. 
1) на основе полиморфизмов в ограниченном наборе генов, участвующих в ДНК репликации, репарации и рекомбинации [96, р. 2]. В исследовании Rad et al. [103] были использованы три гена-мутатора (muT2, muT4 и ogt) для разделения генотипа Beijing на пять групп (W; muT4; muT4 ogt(37); muT2 muT4; muT2 muT4 ogt(12)). А в работе Mestre et al. [104] были отобраны 56 таких генов, которые поделили штаммы генотипа Beijing на 26 субтипов (26 типов Bmyc последовательностей). Полученные данные были полезными для прослеживания эволюционного развития Восточно-Азиатской линии, однако все еще остаются проблемы с интерпретацией данных, так как многие субтипы в своем составе имели только по одному образцу [96, р. 2]; 
2) на основе полиморфизмов генов, полученных при сравнении полногеномных данных [96, р. 2]. Filliol et al. [105] определили 11 типов на основе однонуклеотидных полиморфизмов, однако, в другом исследовании [106] некоторые из этих однонуклеотидных полиморфизмов были непригодными для классификации изолятов генотипа Beijing на сублинии;
3) на основе анализа полногеномных данных [96, р. 2]. Coll et al. [107], Luo et al. [108] и Merker et al. [6, р. 243-244] на основе полногеномных данных поделили образцы Восточно-Азиатской линии на пять, четыре и восемь групп. Coll et al. [107, р. 2-3] провели общевидовое исследование, для построения филогении были использованы однонуклеотидные полиморфизмы. А основные сублинии были аннотированы с помощью специфичных для линий регионов различий (RD), так Восточно-Азиатская линия была поделена на пять сублиний: 2.1 (делеция только RD105); 2.2.2 (делеция RD105 и RD207 локусов); 2.2.1 (делеция RD105, RD207 и RD181 локусов); и делеции RD150 и RD142 были характерными для двух субгрупп 2.2.1.1 и 2.2.1.2, соответственно. Luo et al. [108, р. 8137] сконцентрировались на изучении генотипа Beijing и рекомендовали свою классификацию и терминологию на основе независимого анализа полногеномных данных. Merker et al. [6, р. 243-245] выполнили похожий анализ, но с фокусом на эволюцию Восточно-Азиатской линии и поделили древние и современные изоляты генотипа Beijing на три (Asia Ancestral 1; Asia Ancestral 2; Asia Ancestral 3) и пять субгрупп (Asian African 1; Asian African 2; Pacific RD150; Europe Russia B0/W148; Central Asia), соответственно. 

В 2017 г. Shitikov et al. [96, р. 2] выполнили анализ эволюционного развития Восточно-Азиатской линии с помощью данных полногеномного секвенирования и на основе однонуклеотидных полиморфизмов построили максимально правдопободный вариант филогении линии 2. Кроме предложенного ими метода или схемы классификации Восточно-Азиатской линии, авторы также классифицировали штаммы из своей коллекции с восьмью ранее опубликованными методами (схемами) [6, р. 244; 100, р. 3189; 101, р. 2869-2870; 103, р. 840-842; 104, р. 6; 105, р. 759; 106, р. 175-176; 107, р. 2; 108, р. 8137; 109], описанными выше и показали, что дискриминирующая способность разработанной ими схемы является высокой (HGDI=0.79) в сопоставлении с другими методами. Согласно классификации Shitikov et.al. [96, р. 1, р. 4] Восточная-Азиатская линия включает в себя две основные клады такие как прото-Beijing (имеет необычный сполигопрофиль, где присутствуют сигналы гибридизации в 43 спейсерных участках) и Beijing (имеет известный сполигопрофиль, где отсутствуют сигналы между 1-34 спейсерными участками). В целом, изоляты линии 2 были поделены на десять групп, из них три группы (Asia Ancestral 1; Asia Ancestral 2; Asia Ancestral 3) были относены к древней группе Beijing и остальные семь групп (Asian African 1; Asian African 2; Asian African 2/RD142; Asian African 3; Pacific RD150; Europe/Russia B0/W148 outbreak; Central Asia) вошли в состав современной группы Beijing.
Недавно, в 2021 г. Thawornwattana et al. [110] предложили схему классификации линии 2, которая дополняет схему разработанную Shitikov et al. [96, р. 4]. Thawornwattana et al. [110, р. 2-3] пересмотрели предыдущую классификацию и предложили еще шесть современных Beijing генотипов (L2.2.M1-L2.2.M6). В настоящее время пересмотренная номенклатура линии 2 [110, р. 1] является наиболее эффективной по сравнению с другими классификациями.    

Несмотря на то, что были разработаны различные методы (схемы) для классификации изолятов генотипа Beijing, какого-либо консенсуса пока еще не достигнуто.
Кроме крупных сублиний, с использованием IS6110-RFLP анализа и 24 MIRU-VNTR типирования были выявлены клинически и эпидемиологически важные клональные кластеры генотипа Beijing: штамм W, который был найден во время вспышки мультирезистентного туберкулеза в г. Нью-Йорк (США) в середине 90-х; высоктрансмиссивный штамм Gran Canaria GC1237, который был выявлен на испанском острове Гран-Канария в конце 90-х годов у африканского беженца из Либерии и был источником быстрой передачи туберкулеза в сообществе; два больших клональных кластера Beijing – 94-32 и B0/W148, циркулирующих в странах СНГ, последний из которых был связан с МЛУ-ТБ и быстрым распрострением (10 раз быстрее) по сравнению с другими изолятами генотипа Beijing; два значимых Beijing кластера древней сублинии, которые впервые были идентифицированы на территории России – 1071-32 (Сибирь) и 14717-15 (Дальный Восток) и ассоциированы с МЛУ-ТБ, а также с гипервирулентностью и высокой летальностью на мышиных моделях, соответственно [9, c. 11; 12, p. 2; 97, c. 19].
Кластер Beijing 94-32, идентифицированный с использованием 24 MIRU-VNTR (MLVA MtbC 15-9) анализа на основе IS6110-RFLP генотипирования относится к кластеру А0 и на основе 12 MIRU локусов к субтипу М2. Так как кластер 94-32 или Central Asian кластер широко распространен не только в Центральной Азии, но и в различных регионах России, данный кластер также называется Central Asian/Russian кластер. Central Asian кластер или Central Asian/Russian кластер является гетерогенным и его самым опасным компонентом является штамм Central Asian Outbreak (CAO) [9, c. 11; 111]. Изоляты CAO широко распространены в таких странах Центральной Азии как Узбекистан и Кыргызстан, и были ассоциированы с МЛУ-ТБ в Узбекистане и высокой трансмиссивностью в Кыргызстане. Согласно еще одной номенклатуре, Central Asian/Russian 94-32 кластер, включая CAO относится к CC1 клональному комплексу [6, р. 245-246; 112]. 
Beijing В0/W148 ранее был определен как «успешный» российский клон M. tuberculosis. По результатам IS6110-RFLP анализа в базе данных Санкт-Петербургского института имени Пастера в России был обозначен как B0, а в Нью-Йоркской базе данных PHRI в США был зарегистрирован как W148, в связи с этим данный клон получил название «В0/W148». Субгруппа В0/W148 сильно перекрывается с кластером 100-32, который был идентифицирован с помощью MIRU-VNTR метода по 24 локусам в базе данных MIRU-VNTRplus.org. Согласно исследованиям, B0/W148 ассоциирован с МЛУ-ТБ и быстро размножается, чем другие Beijing изоляты. Изоляты субгруппы B0/W148 в различных источниках упоминаются как East-European sublineage, Resistant European cluster, East European cluster 2 [9, c. 11]. Согласно еще одной номенклатуре, Russian 100-32 кластер, включая B0/W148 относится к CC2 клональному комплексу [6, р. 245-246; 112, р. 7]. 
На сегодняшний день, изоляты Beijing 94-32 и 100-32 были идентифицированы среди лекарственно-устойчивых изолятов в США, странах Европы и Восточной Азии [9, c. 12; 12; 97, c. 19].

Происхождение генотипа Beijing, его сублиний и клональных кластеров 

Существуют разные гипотезы о географическом происхождении линии 2. Некоторые предполагают, что линия 2 возникла в Северо-Восточной Азии, другие связывают происхождение данной линии с южным регионом Восточной Азии. Стоит подчеркнуть, что большое количество исследований поддерживают теорию о Юго-Восточном происхождении генотипа Beijing, данная гипотеза обосновывается высоким генетическим многообразием и широким распространением изолятов данного генотипа на этой территории. Есть гипотеза и о возникновении линии 2 в Южном Китае, еще предполагается, что эволюционный переход предковых сублиний к современным произошел именно здесь. Важно отметить, что возникновение предковой линии прото-Beijing также связывают с Южным Китаем. Хотя, и не исключается теория о возможном происхождении генотипа в северном регионе Восточной Азии [112, р. 7].
Считается, что микобактерии возникли 70000 лет назад, а линия 2 (Восточно-Азиатская линия) 30000 лет назад. Согласно анализу сублиний, слияние прото-Beijing и предковой Beijing случилось 2200 лет назад, а разделение всех предковых линий осуществилось 1300 лет назад. По оценкам, возникновение генетических линий таких как прото-Beijing и современный Beijing произошло 900 и 500 лет назад, соответственно. Предполагается, что сублинии возникли через 1200 лет после появления предка [112, р. 7].
В работе Thawornwattana et al. [110, p. 7] было показано, что прото-Beijing (L2.1) преимущественно включает изоляты из Китая, Тайланда и Вьетнама, также в небольших количествах штаммы из Малайзии, Индонезии и Японии. Интересно, что в филогенетическом древе изоляты из Вьетнама образовали отдельный кластер, что показывает о возможном возникновении нового «местного» штамма в данном регионе, а среди остальных изолятов, в целом не наблюдалось четкого деление по странам. Потенциальным местом происхождения линии 2 возможно являются Китай, Тайланд и Вьетнам, так как образцы из данных стран были равномерны распределены по филогении и охватили множество сублиний, что может быть показателем их давнего нахождения в этой местности [110, p. 7; 112, p. 8]. Штаммы прото-Beijing из Японии не показали клинически важных проявлений [113], однако, два кластера древней сублинии, найденных в России (Сибирь и Дальный Восток, соответственно) имели МЛУ [114, 115].

Согласно исследованию Thawornwattana et al. [110, p. 7], современные сублинии генотипа Beijing широко распространены в различных странах мира, что является показателем высокой приспособленности этих штаммов с учетом их масштабного распространения [112, p. 8]. В относительно недавнем исследовании было показано, что все образцы генотипа Beijing в Казахстане были отнесены к современным сублиниям с помощью IS6110-NTF метода основанного на геле [22, p. 5].  
Имеются и различные теории по происхождению клональных кластеров Beijing [112, р. 5, р. 7]. Возможным происхождением субгруппы B0/W148 считается Сибирь и оттуда в последующем в 1960-1980 гг. изоляты B0/W148 распространились по территории России, в особенности в европейской части [112, р. 7; 116]. Согласно другой гипотезе [6, р. 246-247], изоляты СС1 (Central Asian/Russian 94-32 кластер, включая CAO) и CC2 (Russian 100-32 кластер, включая B0/W148) клональных комплексов предположительно распространились в начале 19 века, возможно этому способствовала китайская революция в 1861-1877 гг., в результате которой произошла миграция людей в Царскую Россию, в частности в государства Центральной Азии, что и привело к распространению данных штаммов на этой территории [112, р. 7]. Время возникновения данных клональных кластеров подтвердилось в работе Shitikov et al. [96, р. 6], в результате оценки происхождения клад А, В (B0/W148) и CAO они пришли к выводу, что данные субгруппы возникли приблизительно 180 лет назад. На территории России и Центральной Азии циркулируют ЛУ, а именно МЛУ штаммы данных клональных комплексов, согласно Merker et al. [6, р. 247] распространение МЛУ клонов в этих странах произошло относительно недавно и ускорилось в результате проблем в работе системы здравоохранения, возникших во время распада СССР [112, р. 7]. 
Согласно недавним исследованиям [117], штамм B0/W148 появился в начале 1960-х годов 20 века в Центральной Азии. Экспансия данного клона на запад произошла в результате нескольких эпидемий в конце 1980-х и конце 1990-х годов, то есть в годы когда произошли социально-экономические изменения в постсоветском пространстве (распад СССР и финансовый кризис, соответственно) [112, р. 7]. Популяция Beijing B0/W148 значительно расширилась с 20-кратным увеличением уже в конце 1980-х - начале 1990-х годов [117, р. 5-7]. 
По опубликованным работам [118], штамм CAO возник в 1974 г. (95ДИ: 1969-1982). Штаммы САО превалируют в государствах Центральной Азии, также получили широкое распространение и приобрели ЛУ, в частности МЛУ в 1990-е годы во время развала Советского союза [112, р. 7; 118, р. 11]. 
Так как субгруппы B0/W148 и CAO имеют эпидемическое значение в здравоохранении были разработаны тесты на основе ПЦР для экспресс идентификации данных штаммов [111, р. 1; 119].
В нашем исследовании кластеры генотипа Beijing среди  казахстанских образцов данного генотипа (n=495) были выявлены с использованием MIRU-VNTR анализа по 24 локусам. Для того, чтобы определить какие кластеры генотипа Beijing играют важную роль в распространении лекарственно-устойчивого, в том числе мультирезистентного туберкулеза в Казахстане были проведены различные ассоциативные исследования. Была оценена взаимосвязь генотипа Beijing и его доминирующих кластеров с основными мутациями Ser531Leu rpoB гена и Ser315Thr katG гена, ассоциированными с устойчивостью к самым эффективным ПТП 1 ряда – рифампицином и изониазидом, соответственно, а также с клинико-эпидемиологическими параметрами. 
В рамках диссертационной работы, изоляты генотипа Beijing (n=495) были дополнительно поделены на пять сублиний (сублинии 105, 207, 181, 142 и 150) на основе делеций полиморфизмов больших последовательностей (large sequence polymorphisms, LSPs) таких как RD105, RD207, RD181, RD142 и RD150 [100, p. 3186], а затем была осуществлена оценка взаимосвязи этих пяти сублиний с лекарственно-устойчивыми формами ТБ и клиническими диагнозами. RD105 локус (размером 3467 п.о.) является полезным маркеров для дифференцации штаммов генотипа Beijing от non-Beijing штаммов, так как делеция данного локуса была идентифицирована только среди Beijing изолятов. Остальные RD локусы (RD207 - 7399 п.о., RD142 - 2851 п.о., RD150 - 2487 ​​п.о. и RD181 711 п.о.) были по-разному делетированы у Beijing изолятов, но являются монофилетическими для подразделения Beijing [100, p. 3186; 195, p.142].  

В нашей работе образцы генотипа Beijing (n=19), отобранные для полногеномного секвенирования были определены методом сполиготипирования. С использованием полногеномных данных, изоляты генотипа Beijing с пре-ШЛУ (n=10) были еще поделены на субгруппы на основе однонуклеотидных полиморфизмов.
1.4.2 Современные методы генотипирования
Методы генотипирования были использованы в молекулярной эпидемиологии туберкулеза с начала 1990-х годов. С применением различных методов генотипирования были идентифицированы разные генотипы M. tuberculosis. Некоторые генотипы эндемичны в определенных странах, тогда как другие, например, генотип Beijing циркулирует во всем мире и отвечает за сохраняющиеся высокие эпидемиологические показатели заболевания. Информация о биологическом разнообразии штаммов M. tuberculosis у пациентов ТБ играет значительную роль во время эпидемий и вспышек ТБ для разработки стратегических задач по контролю и профилактике туберкулеза [97, р. 18; 120-123]. 
Методы генотипирования также могут быть использованы для клинического ведения пациентов по классификации штаммов, так как была показана взаимосвязь некоторых генотипов M. tuberculosis со значимыми клиническими исходами как устойчивость к противотуберкулезным препаратам, неэффективность лечения или высокая трансмиссивность [122, р. 1673]. 
В настоящее время методы генотипирования широко используются в программах по борьбе с туберкулезом [124], поскольку результаты генотипирования позволяют отслеживать эпидемиологические тенденции, оценивать эффективность программ и выявлять случаи ложноположительных результатов и перекрестного заражения культур [122, p. 1673]. Также с помощью методов генотипирования можно различать случаи реинфекции заболевания от реактивации и контролировать случаи рецидивов [120, с. 5; 121, c. 9]. 
На сегодняшний день существуют около десяти различных методов для генотипирования M. tuberculosis. К широко используемым методам типирования относятся: анализ полиморфизм длин рестрикционных фрагментов (Restriction Fragment Length Polymorphism) IS6110 или IS6110 RFLP-типирование; MIRU-VNTR (микобактериальные рассеянные повторяющиеся единицы – вариабельное число тандемных повторов, на англ. Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-Variable Number of Tandem Repeats) генотипирование; сполиготипирование и полногеномное секвенирование (на англ. Whole genome sequencing).  
IS6110 RFLP-типирование. IS6110 RFLP-типирование является первым стандартизированным и высокопроизводимым методом генотипирования M. tuberculosis. В основе метода лежит выявление числа копий инсерционной последовательности IS6110 в геноме микобактерий. Данная последовательность включает в себя около 1350 п.о. и имеет сайт рестрикции PvuII. Количество IS6110 фрагментов в геноме варьирует от 0 до 26 копий. После обработки рестриктазой PvuII, геномная ДНК M. tuberculosis делится на фрагменты, количество и длина которых определяется количеством и локализацией IS6110. Затем фрагменты разделяются с помощью гель-электрофореза и визуализируются с использованием метода Саузерн-блот гибридизации c меченными пероксидазой ДНК-зондами, комплементарными инсерционной последовательности IS6110. В итоге, для каждого образца получается уникальный гибридизационный паттерн. IS6110 RFLP-анализ обладает высокой дискриминирующей способностью, поэтому считается «золотым стандартом» генотипирования микобактерий [121, с. 10; 125]. IS6110 RFLP-фингерпринты, полученные в различных лабораториях можно сопоставить и вносить в каталог. 
Преимущества метода: существует программа для сравнивания большого количество RFLP паттернов, а RFLP рисунки на пленке или мембране сканируются и оцифровываются для компьютерного анализа. Размеры бэндов на рисунке определяются с помощью сравнения с ДНК-маркером на геле [122, p. 1674]. 
Недостатки метода: генотипирование штаммов имеющих менее шести IS6110 RFLP-фрагментов в геноме неосуществимо, в связи с тем что разрещающая способность анализа низкая [121, с. 11; 125, p. 318-319].  

MIRU-VNTR генотипирование. VNTR это локус в геноме, где короткая нуклеотидная последовательность организуется тандемной повторностью. У M. tuberculosis VNTR представлен в виде микобактериальных рассеянных повторяющихся единиц (MIRU). На сегодняшний день в геноме M. tuberculosis выявлено более 40 MIRU-VNTR локусов, состоящих из различного числа тандемных повторов длиной 46-101 п.о. В зависимости от цели исследования MIRU-VNTR анализ проводится с использованием 12, 15 и 24 стандартных локусов [121, с. 15-16; 235].

Метод базируется на ПЦР-амплификации с применением специфичных праймеров для MIRU-VNTR локусов и на детекции размеров ПЦР-продуктов после гель-электрофореза. Затем, на основе полученных размеров ампликонов определяется количество тандемных повторов в том или ином локусе. В результате, для каждого образца получается 12-, 15- или 24-значный цифровой профиль, где каждая цифра относится к количеству тандемных повторов в соответствующем локусе. Полученные цифровые профили могут быть легко анализированы и сопоставими с MIRU-VNTR профилями штаммов из разных стран мира с помощью международных баз данных MIRU-VNTRplus и SITVIT. Данный подход простой и доступный во многих молекулярно-генетических лабораториях [121, с. 15-16; 235, р. 235].

MIRU-VNTR анализ также может быть проведен с помощью капиллярного электрофореза с применением праймеров, меченных флюоресцентными красителями, что в свою очередь позволяет быструю и высокопроизводительную оценку огромного числа клинических штаммов. Дискриминирующая способность MIRU-VNTR анализа почти такая же как и у «золотого стандарта» IS6110 RFLP-типирования, поэтому на сегодняшний день данный метод стал референсным методом генотипирования M. tuberculosis [121, с. 15-16; 235, р. 235].
Сполиготипирование. Сполиготипирование основано на методе ПЦР и заключается в определении структуры так называемого DR (direct repeat)-региона. DR-регион включает в себя несколько десятков повторяющихся последовательностей длиной 36 п.о. и содержит уникальные неповторяющиеся спейсерные последовательности длиной от 34 до 41 п.о. между ними. В ПЦР-амплификации применяются праймеры, соответствующие спейсерным участкам. Наличии или отсутствие спейсерных участков выявляется с помощью Саузерн-блот гибридизации и результаты записываются в бинарном формате. Так, для 43 спейсерных участков присутствие сигнала регистрируется как 1, а отсутствие как 0. Затем, бинарный формат данных 43 спейсерных регионов переводится в октал код с 15-значным сполигопрофилем и сполигопаттерны анализируются в международных базах данных SITVIT и SpolDB4 [121, с. 13; 122, р. 1675-1676].

С помощью сполиготипирования можно быстро и легко анализировать огромное количество штаммов одновременно. Метод позволяет проводить сравнительный анализ сполигопаттернов, полученных в различных странах, а также типировать изоляты с меньшим числом копий IS6110 фрагментов в геноме. Дискриминирующая способность метода ниже по сравнению с выше описанными подходами. Однако, несмотря на это сполиготипирование широко используется для идентификации изолятов генотипа Beijing, так как гибридизационному паттерну Beijing штаммов характерно отсутствие сигналов между 1-34 спейсерными участками [121, с. 13; 122, р. 1675-1676].
Полногеномное секвенирование. Применение полногеномного секвенирования в молекулярной эпидемиологии туберкулеза стало доступным  благодаря технологическому развитию платформ для массового секвенирования. Очевидно, что основной проблемой данного метода является анализ cгенерированных данных. В последние годы было подготовлено много IT-инструментов, которые дают возможность не только расчитать количество SNPs среди геномов, но также эктраполировать из генома маркеры для исследования молекулярной эпидемиологии туберкулеза (MIRU-VNTR, сполиготипирование), маркеры для филогенетических исследований (SNP, LSP) и молекулярные маркеры резистентности к антибиотикам [122, р. 1678; 235, p. 236].
Дискриминирующая способность полногеномного секвенирования является высокой по сравнению с другими методами в обнаружении путей трасмиссии, и дифференциации рецидива и реинфекции. Учитывая, что стоимость полногеномного секвенирования снижается с каждым годом и данный метод имеет высокую дискриминирующую способность, а также в одном анализе можно определить профиль лекарственной чувствительности и провести генотипирование, данный метод в ближайшем будущем станет новым стандартом для рутиного генотипирования штаммов M. tuberculosis [122, р. 1678; 235, p. 236].
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Диссертационная работа была выполнена на базе Лаборатории геномной и персонализированной медицины Центра наук о жизни ЧУ «National Laboratory Astana», г. Астана. 
2.1 Объекты исследования
Объектами исследования являются ДНК клинических изолятов M. tuberculosis, ДНК референсного штамма M. tuberculosis H37Rv.
В рамках научно-исследовательской работы было собрано 833 клинических изолята M. tuberculosis от впервые выявленных и повторных случаев заболевания из разных регионов Казахстана. Все 833 образца были выделены из патологического материала больных ТБ, идентификация M. tuberculosis и выделение чистых культур проводилась микробиологическими методами. Был поставлен тест на лекарственную чувствительность (ТЛЧ) с помощью системы BACTEC-MGIT 960 и выделено ДНК из всех 833 клинических изолятов M. tuberculosis.  
Среди 833 образцов M. tuberculosis в ходе научных исследований были исключены из работы 55 изолятов, которые показали двойные инфекции (34 образца) и которых не было в достаточном количестве для проведения всех необходимых реакций (21 образец). В итоге, в работе были проанализированы 778 изолятов M. tuberculosis (рисунок 2):
- для 759 клинических изолятов были идентифицированы генотипы M. tuberculosis и определена частота распространения генотипа Beijing среди новых случаев и рецидивов в Казахстане с использованием MIRU-VNTR анализа по 24 локусам. Далее, для образцов генотипа Beijing M. tuberculosis (n=495) был дополнительно проведен RD-анализ по пяти локусам для определения сублиний. Для всей выборки образцов M. tuberculosis (n=759) была проведена аллель-специфическая ПЦР в режиме реального времени для определения наиболее частых мутаций Ser531Leu и Ser315Thr в rpoB и katG генах, ассоциированных с лекарственной устойчивостью (ЛУ) к основным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду, соответственно. Для образцов, результаты которых не совпали с результатами ТЛЧ было дополнительно проведено секвенирование rpoB (n=48) и katG (n=23), fabG-inhA (n=23), oxyR-ahpC (n=23) генов, обуславливающих устойчивость к рифампицину и изониазиду, соответственно по Сэнгеру;
- для остальных 19 изолятов был проведен полногеномный анализ с использованием секвенаторов нового поколения Roche 454 GS FLX+ (9 образцов) и Illumina MiSeq (10 образцов) для отработки методов подготовки ДНК-библиотек, а также апробации различных геномных баз данных для подбора наиболее оптимальных баз для выявления профиля лекарственной чувствительности и определения мутаций в генах ЛУ к ПТП 1 и 2 ряда. Данные 19 образцов имели различные формы лекарственной устойчивости (8 МЛУ, 10 пре-ШЛУ и 1 ШЛУ) и были идентифицированы как изоляты генотипа Beijing M. tuberculosis с помощью метода сполиготипирования. 
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Рисунок 2 – Дизайн исследования 
2.1.1 Коллекция клинических изолятов M. tuberculosis
2.1.1.1 Характеристика собранной коллекции M. tuberculosis для генотипирования
Было собрано 759 клинических изолятов M. tuberculosis от новых случаев (540 образцов) и повторных случаев (219 образцов) легочного туберкулеза из разных регионов Казахстана. Для всех больных ТБ были собраны клинические и эпидемиологические данные, включая возраст, пол, профиль лекарственной чувствительности и т.д. Протокол исследования был утвержден Этическим комитетом Центра наук о жизни ЧУ «National Laboratory Astana» (протокол №20 от 22 сентября 2017 г., протокол №05-2020 от 24 сентября 2020 г. и протокол №20 от 27 мая 2024 г.) [9, с. 15]. 
Клиническая характеристика пациентов среди новых случаев и рецидивов по отдельности, а также в общей выборке представлена в таблице 1.
Таблица 1 – Клиническая характеристика 759 пациентов среди новых и повторных случаев туберкулеза 
	Диагноз
	Новые 
случаи ТБ
	Повторные случаи ТБ
	Общее количество

	Казеозная пневмония
	2 (0,4%)
	0
	2 (0,3%)

	Цирротический туберкулез
	0
	1 (0,45%)
	1 (0,13%)

	Диссеминированный туберкулез
	14 (2,6%)
	0
	14 (1,8%)

	Фиброзно-кавернозный туберкулез
	13 (2,4%)
	40 (18,3%)
	53 (7%)

	Очаговый туберкулез легких
	11 (2%)
	0
	11 (1,44%)

	Инфильтративный туберкулез легких
	478 (88,5%)
	177 (80,8%)
	655 (86,3%)

	Миллиарный туберкулез
	3 (0,55%)
	0
	3 (0,4%)

	Первичный туберкулезный комплекс
	3 (0,55%)
	0
	3 (0,4%)

	Туберкулезный плеврит
	16 (3%)
	1 (0,45%)
	17 (2,23%)

	Итого:
	540 (100%)
	219 (100%)
	759 (100%)

	Примечание – Составлено по источнику [9, c. 23].


Таблица 2 ‒ Характеристика 759 случаев туберкулеза по возрасту и полу 
	Группы
	Возрастная группа
	Пол

	
	дети

0-17
	молодой

возраст

18-44
	средний возраст

45-59
	пожилой

возраст

60-74
	преклонный

возраст

75-90
	мужской
	женский

	новые случаи ТБ 
(n=540; 100%)
	19 (3,5%)
	371 (68,7%)
	102 (18,9%)
	38 
(7%)
	10 
(1,9%)
	331 (61,3%)
	209 (38,7%)

	повторные случаи ТБ

(n=219; 100%)
	1 (0,5%)
	133 (60,7%)
	59 (27%)
	22
 (10%)
	4
(1,8%)
	160 (73,1%)
	59 (26,9%)

	общее

количество
(n=759; 100%) 
	20 (2,6%)
	504 (66,4%)
	161 (21,2%)
	60
 (8%)
	14 
(1,8%)
	491 (64,7%)
	268 (35,3%)

	Примечание – Составлено по источнику [9, c. 15].


В соответствии с таблицей 2, представлена характеристика больных ТБ по возрасту и полу среди впервые выявленных и повторных случаев, а также в общей выборке. 

759 образцов M. tuberculosis были собраны в 2015-2020 гг. от пациентов с новыми и повторными случаями заболевания из 13 областей, включающие все регионы Казахстана: 
Северный Казахстан: 179

В Северный Казахстан вошли Павлодарская область, Костанайская область, Северо-Казахстанская область и Карагандинская область.   
Южный Казахстан: 405

В Южный Казахстан вошли Алматинская область, Жамбылская область, Южно-Казахстанская область и Кызылординская область.
Восточный Казахстан: 85
В Восточный Казахстан вошла Восточно-Казахстанская область.

Западный Казахстан: 90

В Западный Казахстан вошли Актюбинская область, Атырауская область, Мангыстауская область и Западно-Казахстанская область.
2.1.1.2 Характеристика изолятов M. tuberculosis отобранных для полногеномного секвенирования
В нашей научно-исследовательской работе для полногеномного анализа в 2019-2021 гг. от больных ТБ, находившихся на лечении в ННЦФ (МЗ, РК) были выделены и отобраны 19 клинических изолятов китайского генотипа Beijing M. tuberculosis с различной лекарственной устойчивостью: 8 изолятов с МЛУ-ТБ и 1 образец с ШЛУ-ТБ, охарактеризованные по классификации ВОЗ 2006 г. [126], 10 образцов с пре-ШЛУ-ТБ, охарактеризованные по новой классификации ВОЗ 2021 г. [61, р. 6]. Для определения генотипа Beijing M. tuberculosis нами было проведено сполиготипирование всех 19 образцов. Возраст больных ТБ варьировал от 14 до 54 лет. 2 образца M. tuberculosis были собраны от новых случаев ТБ и 17 изолятов от повторных случаев заболевания. 63,2% (n=12) больных ТБ были мужчинами и 36,8% (n=7) были женщинами. Среди 19 пациентов ТБ в 84,2% случаях (n=16) пациенты имели различные формы легочного туберкулеза (13 больных – ИТЛ и 3 больных - ФКТ), в 2 двух случаях (10,5%) был выявлен внелегочной туберкулез (туберкулез костей; и туберкулез костей и суставов, соответственно) и в одном случае (5,3%) был поставлен диагноз «Отдаленные последствия туберкулеза органов дыхания и неуточненного туберкулеза». 
2.2 Методы исследования
2.2.1 Микробиологические и молекулярно-генетические методы изучения собранной коллекции M. tuberculosis
Патологический материал от 778 больных ТБ был собран в различных регионах Казахстана, там проводился бактериологический посев и клинические изоляты M. tuberculosis отправлялись в Национальный научный центр фтизиопульмонологии Министерства Здравоохранения Республики Казахстан (ННЦФ МЗ РК) (г. Алматы). В Национальной референс-лаборатории ННЦФ была проведена идентификация M. tuberculosis и выделены чистые культуры с использованием твердой среды Левенштейна-Йенсена, мазки окрашивались согласно методу Циль-Нильсена. Также в Национальной референс-лаборатории был поставлен ТЛЧ к ПТП 1 и 2 ряда и выделено ДНК M. tuberculosis.
Молекулярно-генетические исследования M. tuberculosis были проведены в Лаборатории геномной и персонализированной медицины Центра наук о жизни ЧУ «National Laboratory Astana» (г. Астана).
2.2.1.1 Определение лекарственной устойчивости к противотуберкулезным препаратам
Лекарственная чувствительность к ПТП 1 ряда была определена для 778 изолятов M. tuberculosis, из них для 11 (10 пре-ШЛУ и 1 ШЛУ) образцов отобранных для полногеномного секвенирования дополнительно был поставлен ТЛЧ к ПТП 2 ряда на модифицированной жидкой среде Миддлбрука 7Н9 методом нерадиометрического измерения чувствительности с помощью системы BACTEC-MGIT 960 Mycobacteria Growth Indicator Tube (BD Diagnostic Systems, США) согласно инструкциям производителя при минимальной концентрации препаратов:  
1. ПТП 1 ряда: рифампицин – 0,5 (g/ml, изониазид – 0,1 (g/ml, этамбутол - 5 (g/ml, стрептомицин - 1 (g/ml, пиразинамид – 100 (g/ml.
2. ПТП 2 ряда: канамицин – 2,5 (g/ml, капреомицин - 2,5 (g/ml, амикацин - 1 (g/ml, офлоксацин – 2 (g/ml, этионамид – 5 (g/ml, бедаквилин – 1 (g/ml, линезолид - 1 (g/ml, моксифлоксацин – 0,25 и 1 (g/ml, левофлоксацин - 1 (g/ml, клофазимин - 1 (g/ml. 
Результаты ТЛЧ на системе BACTEC-MGIT 960 были получены от 4 до 12 дней. Клинические изоляты M. tuberculosis считались устойчивыми если пробирка показала флуресценцию, которая наблюдается при росте микобактерий в культуре за счет использования кислорода.
2.2.1.2 Выделение ДНК
Геномная ДНК M. tuberculosis была выделена с помощью набора PureLink Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific). Качество выделенных ДНК изолятов M. tuberculosis было оценено с помощью 1% агарозного геля и спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Приемлимыми считались показатели соотношений длин волн А260/280 нм и А260/230 нм в диапозоне 1,8-2,0 и 2,0-2,2, соответственно. Концентрации выделенных ДНК были определены флуориметром Qubit 2.0 (Invitrogen) с использованием набора Qubit dsDNA BR Assay Kit (ThermoFisher Scientific). 
Для генотипирования клинических изолятов M. tuberculosis были использованы бактериальные лизаты. Сначала колонии микобактерий, выращенные на твердой среде Левенштейна-Йенсена были ресуспендированы в 10 mМ Tris-HCl, 1 mМ EDTA (р=7,0), затем инактивированы при температуре 80°С в течении 30-45 минут с использованием водяной бани. Супернатант, содержащий ДНК был использован напрямую для амплификации в генотипировании.
2.2.1.3 Аллель-специфическая ПЦР в режиме реального времени 
Была проведена аллель-специфическая ПЦР в режиме реального времени (АС-РТ-ПЦР) для определения самых распространенных мутаций в 531 кодоне rpoB гена с заменой аминокислоты серина на лейцин Ser531Leu и в 315 кодоне katG гена с заменой аминокислоты серина на треонин Ser315Thr, ассоциированных с лекарственной устойчивостью к основным базовым ПТП 1 ряда соответственно рифампицину и изониазиду у 759 клинических изолятов M. tuberculosis [9, c. 20]. 
АС-РТ-ПЦР была выполнена с помощью набора SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) на амплификаторе CFX96 Real-Time System (Bio-Rad) с применением следующей ПЦР-программы: начальная денатурация 95°C – 3 минуты, 41 циклов денатурации при 95°C – 5 секунд, отжига при 60°C – 8 секунд, и элонгации при 72°C – 10 секунд. Температура съема данных проводилась по SYBR каналу, кривые плавления для амплифицированных продуктов - от 72°С до 97°С (с шагом 0,5). Для всех 759 образцов M. tuberculosis среди новых случаев и рецидивов реакция была поставлена с аллель-специфичными и референсными праймерами (последовательность без мутации) (таблица 3) [9, c. 20].
Таблица 3 – Последовательности праймеров, используемых в АС-РТ-ПЦР для определения устойчивости в анализируемых генах M. tuberculosis 
	Генетический локус
	Кодон
	Название праймера
	Нуклеотидная последовательность

(5’-3’)
	Ожидаемая температура плавления кривых

	katG
	315
	Mt315F
	GTAAGGACGCGATCACCAC
	860С

	
	
	Wt315F 
	GTAAGGACGCGATCACCAG
	

	
	
	315R
	GAAACTGTTGTCCCATTTCG
	

	rpoB
	531
	Mt531F
	CACAAGCGCCGACTGTT
	890C

	
	
	Wt531F
	CACAAGCGCCGACTGTC
	

	
	
	531R
	GGCACGCTCACGTGACAGAC
	

	Примечание – Составлено по источнику [9, c. 20].


Для определения мутаций Ser531Leu и Ser315Thr у всех клинических изолятов был проведен сравнительный анализ значений порогового цикла (Ct) для реакций с аллель-специфичными праймерами и референсными праймерами. В качестве контролей в реакции были использованы образцы с подтвержденными методом ДНК секвенирования по Сэнгеру результатами: 2 образца M. tuberculosis с мутацией в 531 кодоне rpoB гена - Ser531Leu, 2 чувствительных образца M. tuberculosis к рифампицину (без мутации); 2 образца M. tuberculosis с мутацией в 315 кодоне katG гена - Ser315Thr, 2 чувствительных образца M. tuberculosis к изониазиду (без мутации). Также в реакции была использована вода как отрицательный контроль [9, c. 20]. 

2.2.1.4 Секвенирование по Сэнгеру
Секвенирование генов, ассоциированных с устойчивостью к рифампицину и изониазиду было выполнено по Сэнгеру для образцов, у которых не совпали результаты аллель-специфического ПЦР в режиме реального времени с результатами ТЛЧ. Если у рифампицин- либо изониазид-устойчивых образцов не было обнаружено наиболее распространенных мутаций - Ser531Leu rpoB гена и Ser315Thr katG гена соответственно; или рифампицин- и изониазид-чувствительные изоляты наоборот показали эти мутации, то был проведен поиск мутаций в других кодонах данных генов, также дополнительно для определения изониазид-устойчивости были секвенированы fabG-inhA и oxyR-ahpC промоторные регионы и повторно исследованы образцы с выявленными мутациями среди чувствительных изолятов [9, c. 19].
ПЦР-амплификацию rpoB (n=48) и katG (n=23), fabG-inhA (n=23), oxyR-ahpC (n=23) генов, обуславливающих устойчивость к базовым ПТП 1 ряда –рифампицину и изониазиду, соответственно проводили при температуре отжига праймеров 590С на амплификаторе Mastercycler pro S (Eppendorf). Нуклеотидная последовательность всех праймеров показана в таблице 4. В качестве отрицательного и положительного контроля в реакции были использованы вода и чувствительный референсный штамм M. tuberculosis H37Rv, соответственно [9, c. 19].
Таблица 4 – Нуклеотидные последовательности праймеров, используемых в реакции секвенирования для амплификации rpoB, katG, fabG-inhA и oxyR-ahpC генов M. tuberculosis 
	Генетический локус
	Нуклеотидная последовательность (5’-3’)
	Ожидаемый размер ПЦР-продукта, п.о.
	Температура отжига

	rpoB
	F
	GAGGCGATCACACCGCAGAC 
	321
	59°С

	
	R
	GGTACGGCGTTTCGATGAAC
	
	

	katG
	F
	ACCCGAGGCTGCTCCGCTGG 
	168
	59°С

	
	R
	CAGCTCCCACTCGTAGCCGT
	
	

	fabG-inhA
	F
	GCCTCGCTGCCCAGAAAGG
	320
	59°С

	
	R
	CTCCGGATCCACGGTGGGT 
	
	

	oxyR-ahpC
	F
	CGCAACGTCGACTGGCTCATA
	359
	59°С

	
	R
	GCCTGGGTGTTCGTCACTGGT
	
	

	Примечание – Составлено по источникам [9, c. 19; 12, р. 10].


Наличие специфических ПЦР-продуктов оценивали на 1,5% агарозном геле, ожидаемая длина продуктов амплификации указана в таблице 4. ПЦР-продукты были очищены от остатков праймеров и dNTP с помощью экзонуклеазы I (Exo I) и щелочной фосфатазы креветок (SAP), соответственно при 37°С в течении 30 минут и при 85°С в течении 15 минут. Реакция секвенирования проводилась с флуоресцентно-мечеными дидезоксинуклеотидами (ddNTP) с использованием набора BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied BioSystems) согласно инструкциям производителя. Очистку продуктов реакции секвенирования от не связавшихся флуорисцентных ddNTP проводили методом осаждения этанол/ацетат натрием. Определение нуклеотидных последовательностей rpoB и katG, fabG-inhA, oxyR-ahpC генов было проведено на амплификаторе ABI 3730 (Applied Biosystems). Выравнивание и сравнительный анализ полученных последовательностей всех генов выполняли с референсной последовательностью M. tuberculosis H37Rv (NC_000962) с использованием программы SeqScape (Applied BioSystems) [9, c. 19].
2.2.1.5 MIRU-VNTR анализ
Генотипирование 759 клинических изолятов M. tuberculosis собранных из разных регионов Казахстана от впервые выявленных случаев и рецидивов было проведено методом MIRU-VNTR с использованием классических 24 локусов [127, 128]. ПЦР-амплификация всех MIRU-VNTR локусов была проведена на амплификаторе Mastercycler pro S (Eppendorf) с использованием праймеров специфичных для перекрывающихся регионов каждого локуса [9, c. 17; 120, с. 9; 129]. 
Для амплификации GC-богатых регионов и улучшения выхода и специфичности ПЦР-продуктов в ПЦР смесь был добавлен раствор бетаина в конечной концентрации 1М. Две разной концентрации MgCl2 было использовано в ПЦР реакции для амплификации MIRU-VNTR локусов, температура отжига праймеров которых составила 66°С и 63°С, соответственно [9, c. 18; 120, с. 9-10; 129, б. 9-10].
В ПЦР-реакции в качестве отрицательного контроля была использована вода, а в качестве положительного контроля – ДНК чувствительного референсного штамма H37Rv M. tuberculosis. ПЦР-продукты амплификации всех локусов были разделены на 1,5% агарозном геле окрашенном бромистым этидием при 120В в течении 5 часов. Количество тандемных повторов в MIRU-VNTR локусах было посчитано с применением программы Image LabTM Software (Gel DocTM XR+, Bio-Rad) [9, c. 18; 120, с. 11-12; 129, б. 11-12].
Филогенетическое древо было сконструировано на веб-ресурсе www.miru-vntrplus.org с использованием метода Unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA). Сравнение загруженных в международную базу данных цифровых профилей MIRU-VNTR 759 клинических изолятов M. tuberculosis со штаммами из различных регионов мира было проведено в соответствии с инструкциями по работе с веб-ресурсом. Значение измерения генетического расстояния для 24 MIRU-VNTR локусов было настроено на 0.17. Для каждого образца M. tuberculosis было выбрано 5 наиболее близко совпадающих референс штаммов из базы данных на основе 24 MIRU-VNTR генотипирования и заданного измерения генетического расстояния [120, с. 16-17; 129, б. 16-17]. 
Для выявления полиморфных локусов характерных для казахстанских изолятов M. tuberculosis были определены значения индекса аллельного полиморфизма (h-индекс) на веб-ресурсе www.miru-vntrplus.org. Согласно классификации Sola et al. если индекс аллельного полиморфизма h>0.6, то он является высоко дискриминационным, если значение h-индекса 0.3≤h≤0.6, то локус является средне дискриминационным и если h<0.3, то локус является менее дискриминационным [130]. Коэффициент кластеризации (clustering rate, CR) был высчитан по формуле CR=(nc-c)/n, где nc – общее количество кластеризованных штаммов, с – количество кластеров, n – общее количество штаммов. Два и более изолятов с идентичными MIRU-VNTR профилями в филогенетической группе были приняты за кластер [9, c. 18; 120, с. 14-15; 127, р. 315; 129, б. 14-15; 131]. 

Для определения дискриминирующей способности разных схем MIRU-VNTR генотипирования был посчитан индекс Хантера-Гастона (HGDI) [132], значение данного индекса выявляет вероятность того, что два разных штамма из тестируемой выборки будут идентифицированы как штаммы двух разных генотипов по данному методу [9, c. 18; 120, с. 16; 129, б. 16; 131, р. 130]:
[image: image3.png]>
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“Est modus in rebus; sunt certi denique fines, quos ultra citraque
nequit consistere rectum”

Horace [1]
“Non sunt multiplicanda entia sine necessitate”

William Occam [2]

A wide array of methods for molecular typing of bacterial spe-
cies is available and YATMs continue to emerge. They need to be
compared by a number of factors, such as, typability, reproduc-
ibility, and discriminatory power. The last of these factors, defined
as ability to distinguish between unrelated strains, requires an
objective and meaningful estimator. Currently, Hunter Gaston
Discriminatory Index (HGDI) is widely used for this purpose [3]. It is
Simpson's index of diversity [4] and has a clear mathematical
content. HGDI is a probability that two strains consecutively taken
from a sample would be placed into different types by the typing
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HGDI varies from 0 (all strains identical) to 1 (all strains different)
and is calculated using the following formula:

1
HGDI =1 —
N(N—1)

=1

where N is the total number of strains in the population, s is the
total number of distinct patterns discriminated by the typing
method, and n; is the number of strains belonging to the jth pattern
3.

The classification applied by Christophe Sola [5] to the quanti-
tatively similar measure of allelic diversity h defined a method to be
highly discriminatory if h > 0.6, moderately discriminatory if
0.3 < h < 0.6, and poorly discriminatory if h < 0.3. This classification
has been frequently used in M. tuberculosis research irrespective of
which of the two measures, HGDI or h, was calculated and article of

Sola et al. [5] was cited in 155 articles available in Scopus and 125 in .
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где S – число групп, на которое данный метод разделяет всю выборку штаммов;
nj – число штаммов в j группе;
N – общее число штаммов в исследуемой выборке.
2.2.1.6 RD-типирование   
RD-типирование было проведено на основе пяти RD локусов (RD105, RD207, RD181, RD142 и RD150) с помощью ПЦР в режиме реального времени как описано ранее [133] для 495 клинических изолятов генотипа Beijing M. tuberculosis. ПЦР реакция для амплификации RD локусов была проведена как в разделе 2.2.1.3. В качестве контрольного гена, который присутствует во всех изолятах M. tuberculosis использовали ген «домашнего хозяйства» katG. В качестве отрицательного контроля в реакции была использована вода. Последовательности праймеров RD локусов и katG гена, использованных в наших исследованиях показаны в таблице 5. 
Для того, чтобы определить имеется ли делеция того или иного RD локуса у клинических изолятов M. tuberculosis, сначала от значений порогового цикла (Ct) с RD праймерами отнимали значения порогового цикла (Ct) c праймерами контрольного гена. Если полученные значения Ct>5, то отмечалась делеция исследуемого RD локуса, если значения Ct≤5, то делеции изучаемого RD локуса не было. 

Таблица 5 ‒ Последовательности праймеров, используемых в RD-типировании клинических изолятов M. tuberculosis
	Генетический локус
	F/R
	Нуклеотидная последовательность (5’-3’)
	Ожидаемая температура плавления кривых

	RD105

	F
	GCTGTTTTGCTGTGGATTGTG
	86,50C

	
	R
	TCACGTAGCCGCTCAAGAG
	

	RD207

	F
	GGATCTTCAGCAGTTGTTCTGG
	87,50C

	
	R
	CTTGAAGTACTCGGAAGGTTCG
	

	RD181

	F
	CTGCCGCACAACCAATG
	910C

	
	R
	GTGGCGACCAGATCCTTG
	

	RD150

	F
	ACGATCAGCCCAGACAGC
	920C

	
	R
	GTATCTGACGGTGTGGTTTCC
	

	RD142

	F
	CGAGTTCAAGGCGATGTTC
	910C

	
	R
	GATGTGGTCGTGGTCTCC
	

	katG


	F
	AGCTCGTATGGCACCGGAA
	870C

	
	R
	CGTCGGGGTGTTCGTCCAT
	


Клинические изоляты M. tuberculosis, которые показали только RD105 делецию были отнесены к сублинии 105. Образцы с RD105 и RD207 делециями вошли в сублинию 207. Изоляты с RD105, RD181 и RD207 делециями были включены в сублинию 181. Клинические образцы с  RD105, RD142, RD181 и RD207 были отнесены к сублинии 142. Изоляты с RD105, RD150, RD181 и RD207 были включены в сублинию 150. 

2.2.2 Полногеномное секвенирование лекарственно-устойчивых изолятов M. tuberculosis
Полногеномное секвенирование лекарственно-устойчивых клинических изолятов Beijing M. tuberculosis было проведено на двух платформах нового поколения: 8 изолятов с МЛУ-ТБ и 1 образец с ШЛУ-ТБ на платформе Roche 454 GS FLX+ (Roche) и 10 образцов с пре-ШЛУ-ТБ на платформе MiSeq (Illumina). Определение генотипа Beijing M. tuberculosis у 19 образцов с различными формами ЛУ было проведено методом сполиготипирования.
2.2.2.1 Сполиготипирование
Сполиготипирование 19 лекарственно-устойчивых образцов M. tuberculosis отобранных для полногеномного секвенирования было проведено стандартным методом [134] с использованием коммерческого набора Spoligotyping for the Detection of Mycobacterium Complex Bacteria (Ocimum Biosolutions), согласно инструкциям производителя. В качестве положительного контроля были использованы ДНК H37Rа M. tuberculosis и M. bovis. ПЦР-амплификация DR (direct repeat)-региона была проведена с праймерами, которые соответствуют спейсерным участкам при температуре отжига 55°С [123, с. 74]: 
DRa – 5’ – GGTTTTGGGTCTGACGAC – 3’
DRb – 5’ – CCGAGAGGGGACGGAAAC – 3’.   
ПЦР-продукты были денатурированы при 96°С в течении 10 минут и гибридизированы с зондами (которые комплементарны 43 спейсерным участкам), закрепленными на нейлоновой мембране при 60°С в течении 1 часа. После гибридизации мембрана была промыта и инкубирована в разведенной стрептавидин-пероксидазе при 42°С в течении 45 минут. ДНК была определена методом хемилюминесценции с использованием рентгеновской пленки. Пленка сначала была помещена в раствор для проявление пленки в темной комнате, затем в раствор фиксажа для закрепления результатов сполиготипирования. Для каждого изолята присутствие либо отсутствие сигнала записывалось в бинарном формате, так для 43 спейсерных участков DR-региона присутствие сигнала гибридизации записывалось как 1, а отсутствие сигнала как 0. Далее, бинарный формат данных 43 спейсерных участков был переведен в октал код с 15-значным сполигопрофилем [123, c. 74]. Полученные сполигопаттерны были анализированы с использованием базы данных SITVIT [135].  

2.2.2.2 Секвенирование с использованием платформы нового поколения Roche 454 GS FLX+
Подготовка ДНК-библиотек M. tuberculosis. Подготовка ДНК-библиотек образцов с МЛУ (n=8) и ШЛУ (n=1) для полногеномного секвенирования проводилась с использованием набора GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit (Roche) согласно протоколу Rapid Library Preparation Method Manual GS FLX+ Series–XL+ (Roche). 
Секвенирование ДНК-библиотек на платформе Roche 454 GS FLX+. Эмульсионная ПЦР была проведена согласно руководству emPCR Method Manual – Lib-L SV (Roche) с использованием набора emPCR Kit Lib-LSV (Roche). Полногеномное секвенирование было проведено на платформе нового поколения Roche 454 GS FLX+ согласно протоколу GS-FLXPlus Sequencing Method Manual XL Plus Kit.     
2.2.2.3 Секвенирование на секвенаторе следующего поколения Illumina MiSeq
Подготовка ДНК-библиотек M. tuberculosis. ДНК-библиотеки 10 пре-ШЛУ образцов для полногеномного секвенирования были подготовлены с помощью набора Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina) согласно протоколу Nextera XT DNA Library Prep Reference Guide (Illumina). 
Секвенирование ДНК-библиотек на платформе Illumina MiSeq. Полногеномное секвенирование было проведено на секвенаторе следующего поколения Illumina MiSeq согласно инструкциям производителя с использованием набора MiSeq Reagents Kit v3 (600 cycle).
2.2.3 Статистический анализ 
Для определения каких-либо существенных различий между двумя категориальными переменными была проведена оценка критерия хи-квадрат ((2) и точного критерия Фишера (Fisher’s Exact Test) с использованием программного обеспечения IBM SPSS Statistics 24.0 [136]. Если ожидаемая частота ячеек была ниже 10, то использовали (2 с поправкой Йетса [137]. (2 с поправкой Йетса и p-значения были рассчитаны с 95% доверительным интервалом (ДИ) для среднего значения на веб-ресурсе MedCalc online [9, c. 22; 138].
Различия между группами по возрасту и полу были посчитаны на онлайн калькуляторе с использованием U-критерия Манна-Уитни [139] и t-критерия Стьюдента [140], соответственно. 
Статистически значимыми результаты считались если p-значение было равным или меньше 0,05. Если p-значение было больше 0,05, то нулевая гипотеза отклонялась [9, c. 22].
Статистическая обработка данных в нашем исследовании была выполнена как для общей выборки образцов (n=759), так и в разрезе образцов, выделенных от новых (n=540) и повторных (n=219) случаев заболевания по отдельности для определения особенностей полученных результатов в данных группах.
2.2.4 Биоинформатический анализ данных полногеномного секвенирования  M. tuberculosis
Для анализа данных полногеномного секвенирования 19 лекарственно-устойчивых изолятов Beijing M. tuberculosis нами были использованы различные методы биоинформатического анализа [9, с. 21-22; 68, с. 1; 97, с. 22-23; 141-144].
Анализ геномов и поиск вариантов [9, с. 21-22; 68, с. 1; 97, c. 22; 141, р. 3; 142, р. 5; 143, р. 2-3; 144, с. 2-3]
Для анализа качества прочтений был использован инструмент FastQC [145]. Прочтения с показателями качества <Q20 были удалены. Сборка генома de novo была проведена с использованием Velvet v.1.2.10 [146]. Статистика картирования была получена с помощью QUAST v.5.0 [147]. Предсказания и аннотация генов была выполнена с использованием сервиса аннотации генома RAST tool kit (RASTtk) [148]. Для выявления генетических отличий изолятов с  МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ сиквенс прочтения были выровнены относительно референсного генома M. tuberculosis H37Rv с помощью BWA 0.6.2 [149]. Для определения однонуклеотидных полиморфизмов (SNPs), инсерций и делеций (инделы) были применены программные наборы Samtools [150], GATK v.4.1 [151] и BCFtools v.1.10.2 [152]. Для аннотации SNPs, инсерций и делеций была использована база данных GMTV [153]. Идентифицированные геномные варианты были аннотированы с применением готового R скрипта.   
Идентификация мутаций ассоциированных с лекарственной устойчивостью [9, с. 21-22; 68, с. 1; 97, с. 22-23; 141, р. 3-4; 142, р. 5; 143, р. 2-3; 144, с. 3-8] 
Профиль лекарственной чувствительности лекарственно-устойчивых казахстанских Beijing изолятов был изучен с помощью баз данных ResFinder [154] (accessed on May 20, 2020; December 21, 2020; January, 12, 2023), CARD [155] (accessed on May 20, 2020; December 21, 2020), CASTB [156] (accessed on May 20, 2020; December 21, 2020; January 12, 2023), TGS-TB [157] (accessed on December 22, 2020), TB-Profiler [158] (accessed on May 20, 2020; December 22, 2020; January 13, 2023) и Mykrobe [159] (accessed on January 13, 2023).  

Мутации, ассоциированные с лекарственной устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда были идентифицированы с применением баз данных ResFinder [154, р. 2641] (accessed on May 20, 2020; December 21, 2020; January, 12, 2023; June 4, 2024) и TB-Profiler [158, р. 1] (accessed on May 20, 2020; December 22, 2020; January 13, 2023).
Для того, чтобы понять биологические значения генов, где были определены новые мутации был проведен функциональный анализ генов с помощью онлайн ресурса DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (accessed on November 1, 2024). Для оценки функции тех или иных генов, DAVID предоставляет полный набор баз данных функциональной аннотации таких как Gene Ontology, InterPro, SMART, UniProt, KEGG PATHWAY и т.д. [68, с. 5; 160].
Филогенетический анализ [9, с. 22; 68, с. 1; 97, с. 23; 141, р. 4; 142, р. 3; 143, р. 3; 144, с. 1-2, c. 6]
Одиннадцать референс геномов M. tuberculosis - H37Ra (NZ_CP016972) [161], H37Rv (NC_018143), K (NZ_CP007803) [162], CDC1551 (NC_002755) [163], KZN 4207 (NC_016768) [164], PanR1006 (NZ_CM002097) [165], XDR KZN 605 [166], RUS B0/148 (NZ_CP030093) [167], Beijing/NITR203 (NC_021054) [168], XDR1219 (PMID: 23801408) и XDR1221 (PMID: 23801408) [169] были использованы для сравнительного геномного анализа. Сравнительный геномный анализ был выполнен с помощью CSI Phylogeny инструмента с применением следующих параметров: минимальная глубина, 10х; минимальная относительная глубина, 10%; минимальное расстояние между SNPs, 10 п.о; минимальное качество SNP, 30; минимальное качество картирование прочтения, 25; минимальное Z-значение, 1.96 [170]. Линии и субгруппы M. tuberculosis были определены с помощью MTBseq [171]. 
3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
3.1 Молекулярно-генетическая и микробиологическая характеристика коллекции изолятов M. tuberculosis
3.1.1 Фенотипическая характеристика собранной коллекции
Выборка образцов M. tuberculosis, собранная для генотипирования. Была собрана коллекция из 759 клинических изолятов M. tuberculosis из тринадцати областей Казахстана среди новых (n=540) и повторных случаев (n=219) легочного туберкулеза. Сбор образцов включал в себя все клинические изоляты (чувствительные и устойчивые), полученные от пациентов, обратившихся в региональные ТБ диспансеры во время проведения исследования и выросшие на плотных питательных средах.
Для всех 759 образцов M. tuberculosis был поставлен ТЛЧ к четырем ПТП 1 ряда - рифампицину, изониазиду, стрептомицину и этамбутолу с использованием системы BACTEC-MGIT 960 и подготовлены бактериальные лизаты для генотипирования.
Результаты ТЛЧ показали, что в общей выборке образцов 64% (486/759) клинических изолятов были резистентными к ПТП 1 ряда, остальные 36% (273/759) были чувствительными к основным четырем антибиотикам, используемым в лечении ТБ. Лекарственно-устойчивые изоляты преобладали среди повторных случаев ТБ (84,9%, 186/219) по сравнению с новыми случаями заболевания (55,6%, 300/540) (p<0,0001) [9, c. 24; 12, с. 2].  
Распределение моно-, поли- и мультирезистентных изолятов и их различных комбинаций устойчивости среди впервые выявленных случаев, рецидивов и в общей выборке представлено в таблице 6. 
Среди 486 лекарственно-устойчивых форм туберкулеза были довольно-таки широко распространены образцы с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ), наиболее опасной формой лекарственной устойчивости (ЛУ), ассоциированной с резистентностью к двум основным базовым антибиотикам 1 ряда – рифампицину и изониазиду (64,6%; 314/486). Четыре комбинации устойчивости к лекарственным препаратам были отмечены среди мультирезистентных образцов и (50% изолятов одновременно были устойчивыми ко всем четырем тестированным препаратам 1 ряда (таблица 6) [9 c. 24]. 
Образцы с МЛУ в большей степени были обнаружены среди рецидивов (84,4%, 157/186), чем среди новых случаев (52,3%, 157/300) (p<0,0001) [9, c. 24; 12, p. 2] как и ожидалось. Согласно статистике ВОЗ, в мире резистентный ТБ, в частности МЛУ-ТБ/РР-ТБ в 5,4 раз чаще встречается среди повторных случаев, чем среди новых случаев (17,7% vs. 3,3%) и более 50% рецидивов регистрируются в бывших странах СССР [2, р. 14]. 
22,8% (n=111) образцов cреди 486 резистентных изолятов M. tuberculosis были полирезистентными, то есть были устойчивыми к двум и более препаратам (кроме комбинации ЛУ - R+H) 1 ряда. В меньшем количестве (12,6%; n=61) среди 486 лекарственно-устойчивых клинических изолятов M. tuberculosis отмечались монорезистентные образцы, которые были устойчивыми к одному из четырех ПТП 1 ряда.  Среди монорезистентных изолятов в большей части (6%, n=29) образцы были устойчивыми к стрептомицину (таблица 6) [9, с. 24]. Это скорее всего указывает на бессистемное неконтролируемое применение препарата и нарушение непрерывности курса лечения других инфекционных болезней.
Таблица 6 – Лекарственная устойчивость клинических образцов M. tuberculosis, выделенных от больных туберкулезом 
	Лекарственно-устойчивые изоляты
 M. tuberculosis
	Среди 
новых случаев
	Среди повторных случаев
	Общее количество

	Монорезистентные (устойчивые только к одному препарату) изоляты:
	49 (16,3%)
	12 (6,5%)
	61 (12,6%)

	устойчивость только к RIF
	6 (2%)
	2 (1,1%)
	8 (1,6%)

	устойчивость только к INH
	14 (4,7%)
	-
	14 (2,9%)

	устойчивость только к EMB
	7 (2,3%)
	3 (1,6%)
	10 (2,1%)

	устойчивость только к SM
	22 (7,3%)
	7 (3,8%)
	29 (6%)

	Мультирезистентные (устойчивые как минимум к RIF и INH) изоляты:
	157 (52,3%)
	157 (84,4%)
	314 (64,6%)

	устойчивость к RIF+INH
	13 (4,3%)
	1 (0,5%)
	14 (2,8%)

	устойчивость к RIF+INH+EMB
	3 (1%)
	1 (0,5%)
	4 (0,8%)

	устойчивость к RIF+INH+SM
	30 (10%)
	31 (16,7%)
	61 (12,5%)

	устойчивость к RIF+INH+EMB+SM
	111 (37%)
	124 (66,7%)
	235 (48,3%)

	Полирезистентные (устойчивые к двум и более препаратам, кроме комбинации RIF+INH) изоляты:
	94 (31,3%)
	17 (9,1%)
	111 (22,8%)

	устойчивость к INH+EMB
	4 (1,33%)
	1 (0,53%)
	5 (1%)

	устойчивость к INH+SM
	25 (8,32%)
	7 (3,75%)
	32 (6,6%)

	устойчивость к INH+EMB+SM
	28 (9,32%)
	6 (3,21%)
	34 (7%)

	устойчивость к RIF+EMB
	1 (0,33%)
	1 (0,53%)
	2 (0,4%)

	устойчивость к RIF+SM
	10 (3,32%)
	1 (0,53%)
	11 (2,3%)

	устойчивость к RIF+EMB+SM
	1 (0,33%)
	-
	1 (0,2%)

	устойчивость к EMB+SM
	25 (8,32%)
	1 (0,53%)
	26 (5,3%)

	Всего: 
	300 (100%)
	186 (100%)
	486 (100%)

	Примечания:
1. RIF – рифампицин. 
2. INH – изониазид. 
3. EMB – этамбутол. 
4. SM – стрептомицин.
5. Составлено по источникам [9, c. 24; 12, р. 2].


В целом, большой объем, а также географическая разнообразность нашей выборки и случайный характер ее формирование делают данную коллекцию образцов правильной моделью для исследования особенностей распространения лекарственной устойчивости M. tuberculosis и оценки биологического разнообразия штаммов микобактерий в Казахстане и позволяют делать выводы по полученным результатам на территорию Республики Казахстан. А высокая частота распространения МЛУ изолятов в нашей выборке образцов подтверждает продолжающуюся тенденцию увеличения МЛУ-ТБ, характерную как для Казахстана, так и для стран Центральной Азии и Восточной Европы [2, р. 53].
Выборка лекарственно-устойчивых образцов M. tuberculosis, отобранных для полногеномного секвенирования. Для 19 клинических изолятов генотипа Beijing M. tuberculosis, отобранных для полногеномного секвенирования был поставлен ТЛЧ к ПТП 1 и 2 ряда. Согласно результатам ТЛЧ, среди 19 образцов китайского генотипа 8 образцов были мультирезистентными, 10 образцов имели пре-широкую лекарственную устойчивость и 1 образец показал широкую лекарственную устойчивость [141, р. 2; 142, р. 5; 143, р. 3]. От всех 19 лекарственно-устойчивых изолятов генотипа Beijing M. tuberculosis была выделена геномная ДНК и подготовлены ДНК-библиотеки для полногеномного секвенирования.  
Полногеномный анализ лекарственно-устойчивых изолятов M. tuberculosis позволит выбрать наиболее оптимальные геномные базы данных для определения профиля лекарственной чувствительности и создать базу данных мутаций, связанных с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда, которые характерны для изолятов генотипа Beijing, циркулирующих в Казахстане. Полученные данные могут быть использованы в клинической практике для корректного подбора препаратов для лечения.  
3.1.2 Выявление мутаций в генах лекарственной устойчивости
Была проведена аллель-специфическая ПЦР в режиме реального времени (АС-РТ-ПЦР) для определения наиболее распространенных мутаций Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена и Ser315Thr в 315 кодоне katG гена, ассоциированных с резистентностью к самым эффективным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду, соответственно для всех 759 клинических изолятов M. tuberculosis. Для образцов, где результаты АС-РТ-ПЦР не соответствовали результатам микробиологических тестов было дополнительно проведено секвенирование по Сэнгеру rpoB и katG, fabG-inhA, oxyR-ahpC генов, связанных с устойчивостью к рифампицину и изониазиду, соответственно [9, с. 31-33; 12, p. 5].
Определение мутаций в rpoB гене клинических изолятов M. tuberculosis [9, c. 31-33] 
По результатам ТЛЧ, среди 759 изолятов устойчивость к рифампицину имели 336 (44,3%) образцов, а 423 (55,7%) были чувствительными к данному препарату.  
Результаты АС-РТ-ПЦР показали, что среди 336 рифампицин-устойчивых изолятов M. tuberculosis, мутация Ser531Leu rpoB гена была определена у 296 (88,1%) изолятов. А у остальных 40 (11,9%) изолятов мутация Ser531Leu rpoB гена не была найдена.
По результатам АС-РТ-ПЦР среди 423 чувствительных образцов к рифампицину не обнаружена мутация Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена в 97,9% (414/423) случаях, что подтвердило фенотипическую чувствительность. Однако, наличие мутации Ser531Leu была показана в остальных 9 (2,1%) случаях [9, с. 31-33].
Результаты идентификации мутации Ser531Leu в rpoB гене методом АС-РТ-ПЦР в разрезе групп образцов, выделенных от новых и повторных случаев по отдельности представлены в таблице 7.
Таблица 7 – Определение доминирующей мутации Ser531Leu в rpoB гене клинических изолятов M. tuberculosis методом аллель-специфической ПЦР в режиме реального времени*
	Рифампицин
	Количество изолятов
	Мутация Ser531Leu

	
	новые случаи** 
	повторные случаи
	да
	нет

	
	
	
	новые случаи** 
	повторные случаи
	новые случаи**
	повторные случаи

	Устойчивые изоляты

(n=336)
	175 (100%)
	161
(100%)
	153 (87,4%)
	143 (88,8%)
	22 (12,6%)
	18
(11,2%)

	Чувствитель- ные изоляты 

(n=423)
	365 (100%)
	58
(100%)
	8
(2,2%)
	1
(1,7%)
	357 (97,8%)
	57
(98,3%)

	Всего 
(n=759):
	540 (100%)
	219
(100%)
	161 (29,8%)
	144 (65,8%)
	379 (70,2%)
	75
(34,2%)

	* ‒ Составлено по источнику [9, с. 31-33].
** ‒ Составлено по источнику [12, p. 5].


Для того, чтобы идентифицировать другие мутации, вовлеченные в формирование лекарственной устойчивости к рифампицину были определены нуклеотидные последовательности rpoB гена методом ДНК-секвенирования по Сэнгеру 40 (11,9%) резистентных изолятов, у которых не была выявлена мутация Ser531Leu. Результаты секвенирования показали мутации в пяти кодонах rpoB гена у 29 рифампицин-устойчивых изолятов (таблица 8) [9, с. 31-33]. 
Больше половины рифампицин-устойчивых образцов, которые не показали мутацию Ser531Leu (6,2%; 21/40) имели четыре варианта мутаций в 526 кодоне - His526Arg, His526Leu, His526Tyr и His526Pro. Среди них наиболее часто встречалась мутация с заменой аминокислоты гистидина на лейцин (His526Leu) – 5% (n=17). В пяти (1,5%) образцах были определены другие (три варианта) мутации в 531 кодоне rpoB гена - Ser531Tyr (0,9%), Ser531Phe (0,3%) и Ser531Trp (0,3%). В одном (0,3%) образце была найдена мутация Asp516Phe в 516 кодоне гена. 2 (0,6%) изолята показали мутации с аминокислотной заменой лейцина на пролин (Leu533Pro) в 533 кодоне. В 3,3% (11/40) случаях не было идентифицировано каких-либо мутаций в rpoB гене (таблица 8) [9, c. 32].
Результаты секвенирования rpoB гене клинических изолятов M. tuberculosis в группах образцов, полученных от впервые выявленных и повторных случаев по отдельности представлены в таблице 8.
Для подтверждения выявленной мутации Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена среди 9 (2,1%) чувствительных образцов M. tuberculosis был проведен анализ нуклеотидных последовательностей rpoB гена этих образцов по Сэнгеру. Результаты секвенирование rpoB гена показали положительный результат во всех случаях с мутацией Ser531Leu – 2,1% (n=9). Среди данных изолятов в 2 (0,5%) случаях наблюдалась двойная мутация, то есть кроме мутации Ser531Leu, образцы также имели мутацию в 584 кодоне rpoB гена с заменой аминокислоты фенилаланина на серин Phe584Ser [9, с. 32].
Таблица 8 – Варианты аминокислотных замен в rpoB гене клинических изолятов M. tuberculosis, определенных методом ДНК-секвенирования по Сэнгеру* 
	Рифампицин
	rpoB ген
	Мутация
	Количество изолятов
	Всего

	
	
	
	новые случаи**
	повторные случаи
	

	Устойчивые изоляты без мутации Ser531Leu 
(n=40; 11,9%)
	516 кодон
	Asp516Phe
	-
	1 (0,6%)
	1 (0,3%)

	
	526 кодон
	His526Arg

His526Leu

His526Tyr

His526Pro
	-

9 (5,1%)

1 (0,6%)

1 (0,6%)
	1 (0,6%)

8 (5%)

1 (0,6%)

-
	1 (0,3%)
17 (5%)
2 (0,6%)
1 (0,3%)

	
	531 кодон
	Ser531Tyr

Ser531Phe

Ser531Trp
	-

1 (0,6%)

1 (0,6%)
	3 (1,9%)

-
-
	3 (0,9%)
1 (0,3%)
1 (0,3%)

	
	533 кодон
	Leu533Pro
	2 (1,1%)
	-
	2 (0,6%)

	
	нет мутации
	нет мутации
	7 (4%)
	4 (2,5%)
	11 (3,3%)

	Всего устойчивых изолятов:
	22/175 (12,6%)
	18/161 (11,2%)
	40/336 (11,9%)

	Чувствительные изоляты с мутацией Ser531Leu 

(n=9; 2,1%)
	531 кодон
	Ser531Leu
	7 (1,9%)
	-
	7 (1,6%)

	
	531 кодон+

584 кодон
	Ser531Leu+

Phe584Ser
	1 (0,3%)
	1 (1,7%)
	2 (0,5%)

	Всего чувствительных изолятов:
	8/365 (2,2%)
	1/58 (1,7%)
	9/423 (2,1%)

	* ‒ Составлено по источнику [9, c. 32].
** ‒ Составлено по источнику [12, p. 6].


В итоге, в нашем исследовании среди 336 рифампицин-устойчивых казахстанских изолятов M. tuberculosis, выделенных от впервые выявленных случаев и рецидивов в 96,7% (325/336) образцах были определены мутации в rpoB гене. Среди этих образцов, мутации наиболее часто встречались в 531 кодоне rpoB гена – 89,6% (301/336) случаев. В данном кодоне гена самая распространенная мутация Ser531Leu была найдена в 88,1% (296/336) случаях среди всех рифампицин-устойчивых образцов. Второй по значимости кодон rpoB гена, где были выявлены мутации в нашей выборке является 526 кодон - 6,2% (21/336). Мутация His526Leu преобладала среди всех мутаций, найденных в этом кодоне и составила 5% (17/336) случаев. У 0,9% (3/336) рифампицин-устойчивых изолятов были идентифицированы мутации в 516 (0,3%; 1/336) и 533 (0,6%; 2/336) кодонах [9, с. 31-33]. 
В ранних исследованиях, среди казахстанских мультирезистентных (n=92) и рифампицин-устойчивых образцов (n=272) мутации в rpoB гене, ассоциированном с устойчивостью к рифампицину были выявлены в 100% (92/92) и 93,8% (255/272) случаях, соответственно [23, р. 1162-1163; 172]. При сравнительном анализе данных по мутациям в rpoB гене казахстанских изолятов M. tuberculosis выделенных в 2001 г. [23, р. 1162], 2008 г. [172, р. 254] и в настоящем исследовании соответственно наблюдается увеличение количества штаммов с мутациями в 531 кодоне гена - 65,2% (60/92), 82,7% (225/272) и 89,6% (301/336), в том числе штаммов с самой распространенной мутацией Ser531Leu в этом кодоне - 65,2% (60/92), 80,9% (220/272) и 88,1% (296/336). А количество идентифицированных случаев с мутациями в 526 кодоне наоборот уменьшилось (6,2%; 21/336) по сравнению с предыдущими исследованиями, где было найдено 23,9% (22/92) [23, р. 1162] и 8,4% (23/272) [172, р. 254] случаев. Среди генетических изменений в 526 кодоне только в одном исследовании [172, р. 254] также как и в этой работе показано преобладание мутации His526Leu (3,3%; 9/272), а в другой работе [23, р. 1163] образцы преимущественно имели мутацию с заменой аминокислоты гистидина на аргинин His526Arg – 13% (12/92). Выявление большего количества штаммов с мутациями Ser531Leu и His526Leu в 531 и 526 кодонах rpoB гена в нашей работе в сравнении с ранними исследованиями возможно обусловлено более широким распространением определенных генотипов M. tuberculosis в Казахстане.
В целом, в предыдущих исследованиях [23, р. 1162-1163; 172, р. 254] все мутации в rpoB гене рифампицин-устойчивых изолятов были определены в RRDR регионе гена между кодонами 507 и 533. В отличии от нашей работы, кроме мутаций в 531, 526, 516 и 533 кодонах, генетические изменения наблюдались между кодонами 514 и 515 (инсерция) и в 522 кодоне в исследовании Hillemann et.al [23, р. 1162]. И только в нашей выборке была детектирована мутация в 584 кодоне Phe584Ser вне RRDR региона rpoB гена в 2 (0,5%) образцах, каждый из которых также имел самую распространенную мутацию Ser531Leu в RRDR регионе rpoB. Согласно литературным данным, мутация Phe584Ser rpoB гена впервые была описана в статье Yuan X et.al [173] и была обнаружена также в сочетании с мутацией Ser531Leu rpoB гена у 2 (2,6%) китайских образцов (один из них с ШЛУ) из провинции Цзянси. Связана ли мутация Phe584Ser rpoB гена с рифампицин-устойчивостью не известно, поэтому необходимы дальнейшие исследования для определения роли данной мутации в развитии лекарственной устойчивости. 
В нашем исследовании среди рифампицин-устойчивых изолятов в 3,3% (11/336) случаях не было определено никаких мутаций в rpoB гене. Отсутствие мутаций в rpoB гене рифампицин-устойчивых изолятов ранее было показано в исследованиях, проведенных в разных странах, включая Казахстан в 3,7-10,36% случаях [172, р. 254; 174, 175]. Возможно, устойчивость данных образцов к рифампицину обусловлена генетическими изменениями в других генах и осуществляется за счет неизвестных пока механизмов. 
Среди 423 рифампицин-чувствительных изолятов, выделенных от новых случаев и рецидивов в 2,1% (9/423) случаях была выявлена мутация Ser531Leu rpoB гена. Данные изоляты M. tuberculosis вероятно имеют низкий уровень устойчивости к препарату. Исследования показывают, что изоляты, относящиеся по данным метода BACTEC-MGIT 960 к рифампицин-чувствительным (набор SIRE, концентрация рифампицина в среде 1 мкг/мл) на самом деле имели устойчивость к рифампицину при низких концентрациях препарата - 0,25 мкг/мл [176] и 0,125 мкг/мл [177] на основе метода пропорций на твердой среде Миддлбрука 7H10 и метода макроразведений, и имели мутации в rpoB гене.
Определение мутаций в katG, fabG-inhA и oxyR-ahpC генах клинических изолятов M. tuberculosis [9, c. 31-33]
По результатам ТЛЧ к изониазиду, среди 759 изолятов устойчивость к данному препарату была выявлена у 399 (52,6%) образцов, остальные 360 (47,4%) образцов были изониазид-чувствительными.   
По результатам АС-РТ-ПЦР, среди впервые выявленных случаев из 399 изониазид-устойчивых изолятов M. tuberculosis мутация Ser315Thr katG гена была определена у 389 (97,5%) изолятов. У оставшихся 10 (2,5%) изолятов наличие мутации Ser315Thr в katG гене не наблюдалось [9, с. 31-33]. 
Результаты АС-РТ-ПЦР показали, что среди 360 случаев ТБ у 96,4% (347/360) изониазид-чувствительных образцов не обнаружена мутация Ser315Leu katG гена, а в 3,6% случаях (13/360) образцы показали данную мутацию (таблица 9) [9, с. 31-33].
Результаты определения мутации Ser315Thr в katG гене методом АС-РТ-ПЦР среди групп образцов, полученных от новых случаев и рецидивов по отдельности представлены в таблице 9.
Таблица 9 – Определение мутации Ser315Thr в katG гене клинических изолятов M. tuberculosis методом аллель-специфической ПЦР в режиме реального времени* 
	Изониазид
	Количество изолятов
	Мутация Ser315Thr

	
	новые случаи**
	повторные случаи
	да
	нет

	
	
	
	новые случаи**
	повторные случаи
	новые случаи**
	повторные случаи

	Устойчивые изоляты (n=399)
	228 (100%)
	171
(100%)
	220 (96,5%)
	169
(98,8%)
	8
(3,5%)
	2
(1,2%)

	Чувствительные изоляты (n=360)
	312 (100%)
	48
(100%)
	13 (4,2%)
	-
	299 (95,8%)
	48
(100%)

	Всего (n=759):
	540
	219
	233
	169
	307
	50

	* ‒ Составлено по источнику [9, с. 31-33].
** ‒ Составлено по источнику [12, p. 5].


Далее, для выявления других мутаций в генах, которые играют важную роль в формировании резистентности к изониазиду было проведено секвенирование katG, fabG-inhA, oxyR-ahpC генов 10 (2,5%) устойчивых изолятов, у которых не было найдено мутации Ser315Thr. По результатам секвенирования, 0,5% (2/10) изониазид-устойчивых образцов имели мутацию в промоторном регионе fabG-inhA (15 С-Т). У 0,3% (1/10) изолятов была найдена мутацию в 315 кодоне katG гена, только с другой аминокислотной заменой серина на глицин Ser315Gly. И у 1,8% (7/10) изолятов не было обнаружено мутаций в katG, fabG-inhA и oxyR-ahpC генах (таблица 10).
Таблица 10 – Мутации в генах клинических изолятов M. tuberculosis, ассоциированных с лекарственной устойчивостью к изониазиду* 
	Изониазид
	Гены
	Мутация
	Количество изолятов
	Всего

	
	
	
	новые случаи**
	повторные случаи
	

	Устойчивые изоляты без мутации Ser315Thr 
(n=10; 2,5%)
	katG
	Ser315Gly
	-
	1 (0,6%)
	1 (0,2%)

	
	fabG-inhA
	15 С-Т
	2 (0,9%)
	-
	2 (0,5%)

	
	ahpC-oxyR
	-
	-
	-
	-

	
	нет мутации
	нет мутации
	6 (2,6%)
	1 (0,6%)
	7 (1,8%)

	Всего устойчивых изолятов:
	8/228 (3,5%)
	2/171 (1,2%)
	10/399 (2,5%)

	Чувствительные изоляты с мутацией Ser315Thr
 (n=13; 3,6%)
	katG
	Ser315Thr
	13 (4,2%)
	-
	13 (3,6%)

	
	fabG-inhA
	-
	-
	-
	-

	
	ahpC-oxyR
	-
	-
	-
	-

	Всего чувствительных изолятов:
	13/312 (4,2%)
	-
	13/360 (3,6%)

	* ‒ Составлено по источнику [9, c. 32].
** ‒ Составлено по источнику [12, p. 7].


Для того, чтобы удостовериться в наличии Ser315Thr мутации в katG гене 13 (3,6%) изониазид-чувствительных изолятов и в целом посмотреть изониазид-устойчивые детерминанты у данных образцов было проведено секвенирование katG, fabG-inhA и oxyR-ahpC генов. По данным анализа результатов секвенирования, во всех 13 чувствительных к изониазиду образцах была подтверждена мутация Ser315Thr katG гена, а в промоторных регионах fabG-inhA и oxyR-ahpC мутаций в данных образцах не было (таблица 10) [9, с. 31-33]. 
В итоге, среди 399 изониазид-устойчивых казахстанских изолятов M. tuberculosis, выделенных от новых и повторных случаев в 98,2% (392/399) случаях были идентифицированы мутации в генах устойчивости к изониазиду. Генетические изменения в 315 кодоне katG гена были выявлены у 97,7% (390/399) изолятов, из них 97,5% (389/399) образцов имели самую распространенную мутацию Ser315Thr. В 0,5% (2/399) случаях мутации были найдены в промоторном регионе fabG-inhA [9, с. 31-33]. 
Мутации, связанные с изониазид-устойчивостью были выявлены почти в таком же количестве среди устойчивых к изониазиду образцах в ранее опубликованных работах по казахстанским изолятам M. tuberculosis - 100% (92/92) [23, р. 1162-1164] и 99,7% (309/310) [172, р. 254]. Среди них было найдено почти аналогичное количество образцов с доминирующей мутацией Ser315Leu katG гена, как и у нас (97,5%; 389/399) - 100% (92/92) [23, р. 1162-1163] и 98,4% (305/310) [172, р. 254], соответственно. В одной из предыдущих работ [172, р. 255], в 8% (25/310) образцах обнаружены двойные мутации, то есть клинические образцы одновременно имели генетические изменения в katG гене и промоторной области fabG-inhA. В отличии от этой работы в нашем и во втором другом исследовании [23, р. 1162], секвенирование промоторных областей fabG-inhA и oxyR-ahpC было проведено только в случае отсутствия мутации в katG гене, а не одновременно для всех изолятов. 
В нашей выборке у 7 (1,8%) образцов не было найдено изменений в katG, fabG-inhA и oxyR-ahpC генах, ассоциированных с устойчивостью к изониазиду. По данным ранних работ, мутации не были выявлены у 0,3-1,1% изониазид-устойчивых образцов [172, р. 254; 173, р. 2406-2407]. Вероятно, у данных изолятов устойчивость к изониазиду связана с мутациями в других генетических локусах, роль которых в формировании ЛУ не до конца изучена [62, р. 1139]. Согласно недавно опубликованным работам [178] были обнаружены новые мутации в нескольких генах изониазид-устойчивых изолятов M. tuberculosis на основе полногеномного секвенирования и in silico определены гены-кандидаты изониазид устойчивости с помощью программы DynaMut2 [178, р. 2]. 
Среди 360 изониазид-чувствительных изолятов, полученных от впервые выявленных и повторных случаев, 3,6% (13/399) образцов имели мутацию Ser315Thr katG гена. Присутствие мутаций в генах устойчивости у чувствительных к изониазиду изолятов, может быть объяснено низким уровнем устойчивости образцов к препарату [176, р. 3; 177, р. 3] или поликлональной инфекцией [239]. С другой стороны, не исключено, что причиной наличия мутаций у чувствительных образцов может являться лабораторная кросс-контаминация или лабораторная ошибка [176, р. 3]. 
3.2 Генотипирование собранной коллекции образцов M. tuberculosis
3.2.1 MIRU-VNTR генотипирование изолятов M. tuberculosis
На начальном этапе проведения исследований в рамках данной работы для идентификации генотипов M. tuberculosis, MIRU-VNTR генотипирование было проведено для 814 образцов M. tuberculosis, выделенных от впервые выявленных и повторных случаев туберкулеза по стандартным 24 локусам. Во время генотипирования всех собранных изолятов M. tuberculosis из исследования были исключены 34 (4,2%) клинических образца, которые показали двойную инфекцию по двум и более локусам (рисунок 3), также устранен 21 (2,6%) образец, которых не было в достаточном количестве для проведения всех необходимых реакций. В итоге, 24 MIRU-VNTR типирование было выполнено для 759 клинических изолятов M. tuberculosis (540 образцов среди новых и 219 среди повторных случаев заболевания) [9, c. 33; 12, p. 2; 131, р. 129; 179; 234].
Наличие нескольких бэндов в MIRU-VNTR локусах у 4,2% образцов в нашем исследовании может свидетельствовать о том, что один больной ТБ заразился несколькими штаммами M. tuberculosis либо показывает наличие лабораторной контаминации. Интересно отметить, что двойные инфекции были выявлены также и в более ранних исследованиях казахстанских изолятов, собранных в 2001 г. [19, р. 648] и в 2008 г. [20, р. 539] в 5,3% (8/150) и 5% (8/159) случаях, соответственно. Смешанные инфекции также наблюдались среди изолятов M. tuberculosis из других стран Центральной Азии: Узбекистан - 3,8% (9/235), Таджикистан - 1,5% (3/206) и Кыргызстан - 6,6% (11/166) [180].
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Рисунок 3 ‒ Пример наличия двойной смешанной инфекции в MIRU40 локусе Линии 1 и 8 - ДНК-маркер молекулярного веса 100 п.о. (Thermo Fisher Scientific), линия 3 – двойная инфекция, то есть 2 образца ДНК в одной пробирке 
Примечание – Составлено по источникам [120, c. 14; 129, б. 14]
3.2.2 Общая оценка выявленных генотипов M. tuberculosis
Согласно результатам, MIRU-VNTR анализа собранной коллекции из 759 клинических изолятов M. tuberculosis было идентифицировано 10 генотипов M. tuberculosis. По результатам генотипирования всех 759 образцов было выявлено, что самым распространенным генотипом среди казахстанских изолятов является генотип Beijing, который в нашей выборке встречался в 65,2% (495/759) случаях (таблица 11). Вторым значительным генотипом, циркулирующим в Казахстане после Beijing является генотип LAM (Latin American Mediterranean), который был найден в 12,5% (95/759) случаях. Другие генотипы, которые были определены в нашей коллекции образцов: Ural (7%; 53/795), Haarlem (4,6%; 35/759), Cameroon (3%; 23/759) и NEW-1 (2,8%; 21/759). Остальные генотипы M. tuberculosis были идентифицированы менее чем в 1% случаях: S (0,8%; 6/759), Delhi/CAS (0,3%; 2/759), X (0,3%; 2/759) и TUR (0,1%; 1/759) [9, c. 33].
Также в общей выборке образцов, в 3,4% (26/759) случаях были обнаружены изоляты, которые не были отнесены ни к одному известному генотипу в базе данных MIRU-VNTRplus.org (таблица 11) [9, с. 34].
Распределение идентифицированных генотипов M. tuberculosis среди новых и повторных случаев в Казахстане по отдельности представлено в таблице 11.
Таблица 11 – Генотипы M. tuberculosis, циркулирующие в Казахстане* 
	Генотипы
	Количество образцов среди новых случаев**
	Количество образцов среди рецидивов
	Общее количество образцов

	Beijing
	324 (60%)
	171 (78%)
	495 (65,2%)

	Cameroon
	22 (4,1%)
	1 (0,5%)
	23 (3%)

	Delhi/CAS
	1 (0,2%)
	1 (0,5%)
	2 (0,3%)

	Haarlem
	29 (5,4%)
	6 (2,7%)
	35 (4,6%)

	LAM
	70 (12,9%)
	25 (11,4%)
	95 (12,5%)

	NEW-1
	20 (3,7%)
	1 (0,5%)
	21 (2,8%)

	S
	5 (0,9%)
	1 (0,5%)
	6 (0,8%)

	TUR
	-
	1 (0,5%)
	1 (0,1%)

	Ural
	46 (8,5%)
	7 (3,1%)
	53 (7%)

	X
	1 (0,2%)
	1 (0,5%)
	2 (0,3%)

	Undefined
	22 (4,1%)
	4 (1,8%)
	26 (3,4%)

	Всего:
	540 (100%)
	219 (100%)
	759 (100%)

	* – Составлено по источнику [9, c. 34].
** – Составлено по источнику [12, р. 3].


Среди образцов генотипа Beijing преобладали лекарственно-устойчивые изоляты (77,2%; 382/495) по сравнению с чувствительными изолятами (22,8%; 113/495). Среди резистентных к ПТП 1 ряда Beijing изолятов (77,2%; n=382) преимущественно встречались образцы с МЛУ (54,5%; n=270). Больше половины (56,8%, 54/95) образцов, принадлежащих к генотипу LAM также были лекарственно-устойчивыми, где преобладали изоляты с МЛУ (30,5%; n=29). Количество резистентных и чувствительных изолятов было одинаковым среди образцов генотипа Delhi/CAS. Один изолят генотипа TUR был резистентным к ПТП 1 ряда (рисунок 4) [9, с. 25-26, c. 33-34].
Образцы, входящие в состав следующих генотипов, были в основном чувствительными: Ural (69,81%; 37/53), Haarlem (77,1%; 27/35), Cameroon (82,6% (19/23), NEW-1 (66,7%; 14/21), S (66,6%; 4/6) и X (100%; 2/2). Среди изолятов с неизвестными MIRU-VNTR профилями в большей части образцы также были чувствительными к ПТП 1 ряда (57,7%; 15/26), в 42,3% (11/26) случаях образцы показали устойчивые формы ТБ (из них 3 изолята с МЛУ и 8 монорезистентных) (рисунок 4). По диагнозу, возрасту и полу пациентов, от которых были выделены эти образцы не наблюдалось каких-либо отличительных особенностей по сравнению с больными ТБ, инфицированными другими генотипами M. tuberculosis в нашей работе. Все 26 образцов имели уникальный MIRU-VNTR профиль, который встречался только у одного клинического изолята в выборке [9, с. 25-26, c. 33-34].
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Рисунок 4 – Структура лекарственной устойчивости разных генотипов 
M. tuberculosis в общей выборке 
Примечание – Составлено по источнику [9, с. 25-26]
Структура лекарственной устойчивости различных генотипов M. tuberculosis среди впервые выявленных случаев и рецидивов в Казахстане представлена на рисунках 5 и 6, соответственно.  
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Рисунок 5 – Структура лекарственной устойчивости разных генотипов 
M. tuberculosis среди новых случаев ТБ в Казахстане
Примечание – Составлено по источникам [9, c. 26; 12, р. 3]
[image: image7.png]Dona, %

100%

90

B3

80

X

70¢

X

60

X

50¢

X

40

X

30¢

X

20¢

X

10¢

X

0%

\z \Y’ & ,\ 0« o \oe,

® MoHope3ucteHTHble M MNonupesucteHTHble W MJ1Y = YyscTBUTENbHbIE




Рисунок 6 – Структура лекарственной устойчивости разных генотипов
 M. tuberculosis среди повторных случаев ТБ в Казахстане 
Примечание – Составлено по источнику [9, c. 26]
В целом, результаты данного исследования показывают высокое генетическое разнообразие M. tuberculosis изолятов в Казахстане, которые коррелируют с результатами генотипирования аналогичных исследований, проведенных в Казахстане, странах Центральной Азии и соседних государствах. 
В нашей работе в общей выборке (новые+повторные случаи), изоляты Beijing были найдены в 65,2% (495/759) случаях. Изоляты данного генотипа также превалировали среди казахстанских изолятов M. tuberculosis в ранних исследованиях и были найдены в большем количестве - 70,4-79% случаях [19, р. 648; 20, р. 539; 22, р. 5]. Это связано с тем, что в предыдущих исследованиях выборка образцов состояла из большего числа устойчивых изолятов, либо в выборку вошли в большей степени образцы, полученные от рецидивов. В работе Kubica et al. в 2001 г. генотип Beijing был выявлен в 70,4% (100/142) образцах среди лекарственно-устойчивых штаммов (n=142) [19, р. 648]. В статье Skiba et al. в 2008 г. изоляты Beijing были выявлены в 72,2% (109/151) случаях, выборка образцов включала в себя 80,8% (122/151) устойчивых изолятов [20, р. 539, p. 543]. В исследовании Klotoe et al. в выборке собранной в 2010-2015 гг. 79% изолятов принадлежали к генотипу Beijing, 64,4% (406/630) изолятов были собраны от пациентов с повторными случаями ТБ [22, р. 5, p. 3]. Как показывают исследования, изоляты генотипа Beijing ассоциированы с ЛУ [6, р. 242], а ЛУ-ТБ чаще выявляется среди рецидивов [2, р. 54]. У нас в общей выборке было больше образцов от новых случаев (71,1%; 540/759), где было меньше устойчивых образцов (55,6%; 300/540), чем среди рецидивов (p<0,0001), поэтому изоляты Beijing были идентифицированы в меньшем количестве (65,2%; 495/759). Однако, в общей выборке среди рецидивов, где было 84,9% (186/219) резистентных образцов выявлено 78% (171/219) изолятов Beijing (таблица 11), что показывает корреляцию данных с предыдущими казахстанскими работами [19, р. 648: 20, р. 539, p. 543; 22, р. 5].
Среди стран Центральной Азии, в Таджикистане и Кыргызстане Beijing изоляты были представлены в 74,88 и 72,9% случаях в выборках, где 99% (204/206) и 92,8% (154/166) образцов были лекарственно-устойчивыми [180, р. 2]. Интересно, что несмотря на то, что в выборке было 91,1% (214/235) резистентных изолятов, в Узбекистане генотип Beijing был идентифицирован только в 57,9% (136/235) случаях [180, р. 2]. В разных регионах Китая и России среди различных случаев ТБ с разнообразным количеством образцов, Beijing изоляты были представлены в 66-91,7% [181-183] и 56,2-78,9% случаях [184, 185], соответственно. Высокая частота распространения изолятов генотипа Beijing в нашем регионе подчеркивает важность его дальнейшего изучения для улучшения мер по контролю за его распространением.
Информация по другим генотипам M. tuberculosis в ранних казахстанских исследованиях часто ограничена, так как они в основном в публикациях охарактеризованы как «non-Beijing» изоляты, поэтому мало статей, где были описаны другие генотипы кроме Beijing. 
В исследовании Skiba et al. [20, р. 539] Латиноамериканский-Средиземноморский генотип LAM также был вторым по количеству генотипом, циркулирующим в Казахстане. Генотип Ural, который впервые был выявлен в Уральском крае в России в казахстанских выборках был следующим выявленным генотипом. По сравнению с предыдущим исследованием отмечается небольшое увеличение изолятов LAM и URAL в Казахстане – 11,2 и 5,3% [20, р. 539] против 12,5 и 7%, соответственно. Распространение генотипа LAM варьировало в странах Центральной Азии от 2,4 до 9,4% [180, р. 2], в разных регионах России от 3,7 до 39% [184, р. 3; 185, р. 3; 186] и в некоторых регионах Китая 0,6-2,13% [181, р. 767; 187]. А изоляты Ural в странах СНГ составили 4,2-10,1% образцов: Узбекистан – 4,3%, Таджикистан – 5,3%, Кыргызстан – 4,2%, разные регионы России – 6,9-10,1% [180, р. 2; 184, р. 3; 185, р. 3] и в Китае были найдены в 4,97% случаях [187, р. 3]. Это указывает на широкое распространение генотипов LAM и Ural в данном регионе, возможно за счет миграций и межстрановых торговых взаимосвязей.
Изоляты генотипа Haarlem европейского происхождения и генотипа Cameroon африканского происхождения соответственно составили 4,6 и 3% нашей выборки, что 3,5 раз и 4,3 раз больше, чем в раннем исследовании (1,3 и 0,7%, соответственно) [20, р. 541]. Вероятно, это связано с небольшим в сравнении с нашим исследованием размером выборки (n=759 vs. n=151), где изоляты данных генотипов могли быть пропущены. Изоляты Haarlem были описаны в 3-6,3% случаях в государствах Центральной Азии и в 0,9-3,8% случаях среди российских изолятов [180, р. 2; 184, р. 3; 185, р. 3]. 
Генотип NEW-1, который наиболее часто встречается в Иране в нашем исследовании найден в чуть большем количестве относительно исследования Skiba et al [20, р. 541] - 2,8% vs. 2%. Изоляты данного генотипа были идентифицированы в Кыргызстане, Таджикистане и Узбекистане в 3, 4,9 и 6,8% случаях, соответственно [180, р. 2]. Согласно некоторым исследованиям, распространение изолятов генотипа NEW-1 из Ирана в страны Центральной Азии произошло через Великий шелковый путь, который проходил через эти страны [188].
Изоляты генотипа S, Delhi/CAS и TUR также присутствовали меньше, чем в 1% случаев в выборке казахстанских изолятов ранее [20, р. 541] как и в данной работе. Кроме того, генотип S, который впервые был обнаружен в Сицилии (Италия) выявлен также меньше чем в 1% случаев среди узбекистанских (0,9%) [180, р. 2] и китайских (0,3%) изолятов [187, р. 3]. В Якутии (Российская Федерация) изоляты данного генотипа были выявлены в 10,6% случаях [189]. Интересно, что изучение древних останков 17-18 веков на территории современной Якутии идентифицировало генетические маркеры характерные для генотипа S, что показывает об его возможном эндемичное существовании в данном регионе [190]. Генотип Delhi/CAS, который обычно определяется на Ближнем Востоке и Центральной Азии был показан в выборке изолятов из Узбекистана в 2,6% случаях [180, р. 2]. Изоляты генотипа TUR турецкого происхождения были найдены в 0,5% случаях в Таджикистане [180, р. 2].  
Кроме вышеупомянутых генотипов, в нашей работе были обнаружены изоляты генотипа X в 0,3% случаях, изоляты данного генотипа не присутствовали в раннем казахстанском исследовании [20, р. 541], вероятно из-за ограниченного количества образцов в выборке. Генотип X, который известен своими высоко трансмиссивным штаммами в США и Испании также был представлен среди изолятов M. tuberculosis в Узбекистане (0,4%) [180, р. 2], России (0,8%) [184, р. 3; 185, р. 3] и Китае (0,61%) [187, р. 3]. Необходимо отметить, что в Китае большинство генотипов M. tuberculosis, циркулирующих в нашей стране были идентифицированы в Синьцзян-Уйгурском автономном регионе, с которым Казахстан имеет развитые торгово-экономические отношения. 
В казахстанской популяции M. tuberculosis в 2008 г. [20, р. 539] также были найдены 5,3% изолятов неизвестного генотипа (8/151) с уникальными MIRU-VNTR профилями. Комбинированная UPGMA дендрограмма 151 изолята в исследовании Skiba et al. [20, р. 542] с 186 референсными MIRU-VNTR профилями выделила новую отдельную группу, которая включала в себя эти 8 неизвестных изолятов и отличалась от других идентифицированных генотипов.  
MIRU-VNTR анализ 34 казахстанских образцов с неизвестными MIRU-VNTR профилями (26 образцов из нашего исследования и 8 образцов из предыдущего исследования) показал, что 11 образцов из 26 были в одной ветви филогенетического древа с 8 изолятами неустановленного генотипа, которые были обнаружены ранее [20, р. 542] (рисунок 7) [9, р. 34]. 
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Рисунок 7 – Филогенетическое древо 19 образцов с неизвестными MIRU-VNTR профилями из двух казахстанских исследований 
Также изоляты с неизвестными MIRU-VNTR профилями были идентифицированы в Узбекистане в 1,7% (4/235) случаях [180, р. 2]. Так как цифровые профили данных изолятов не были в открытом доступе, не было возможным проведение сравнительного анализа с казахстанскими изолятами. В дальнейшем, для более глубокого изучения и понимания природы и генетики казахстанских изолятов M. tuberculosis с неизвестными генотипами необходимо провести более детальное изучение данных.
Географическое распределение генотипов M. tuberculosis показало распространение генотипов Beijing, LAM, Ural, Haarlem, Cameroon и S во всех регионах Казахстана как в Южном и Северном Казахстане, так и в Восточном и Западном Казахстане. Генотипы Delhi/CAS и TUR были выявлены в Южном Казахстане. Изоляты генотипа NEW-1 были определены во всех регионах, кроме Восточного Казахстана. И образцы принадлежащие к генотипу Х были найдены в Восточном и Южном Казахстане [9, р. 33-34]. 
В работе Skiba et al. [20, р. 541-542] распределение генотипов M. tuberculosis было почти схожим с нашим исследованием. У них некоторые генотипы такие как NEW-1, Haarlem и S были определены только в одном регионе, хотя в настоящем исследовании они циркулируют в нескольких либо во всех регионах Казахстана. Так как у нас в выборке было в 5 раз больше изолятов, вероятность выявления данных генотипов в разных регионах страны возможна была выше, а также вероятно это связано с распространением данных генотипов с течением времени в различные области Казахстана.  
Образцы с неизвестными MIRU-VNTR профилями в данном исследовании были идентифицированы во всех регионах, кроме Западного Казахстана, в раннем исследовании [20, р. 541] они были выявлены во всех регионах Казахстана. 
3.2.3 RD-типирование казахстанских изолятов генотипа Beijing
Результаты RD-типирования с использованием реал-тайм ПЦР показали, что все 495 клинических изолятов генотипа Beijing имеют делецию RD105 локуса, что наряду с MIRU-VNTR методом дополнительно подверждает причастность к генотипу Beijing. В настоящее время, делеция RD105 локуса является маркером генотипа Beijing [100, р. 3189] и используется для идентификации изолятов Beijing [191]. Среди остальных RD локусов, делеция RD207 локуса была обнаружена в 99,4% (492/495) случаях, RD181 локуса в 98,8% (489/495), RD150 локуса в 57,4% (284/495) и RD142 локуса в 62% (307/495) случаях.

Среди 495 казахстанских изолятов Beijing в нашей работе, 0,6% (3/495) имели делецию только RD105 локуса и были определены как сублиния 105. 0,6% (3/495) изолятов Beijing показали одновременную делецию локусов RD105 и RD207, данная группа образцов была отнесена к сублинии 207. Группа изолятов с делециями сразу трех локусов, а именно RD105, RD181 и RD207 локусов (n=151, 30,5%) была идентифицирована как сублиния 181. В состав сублинии 150 вошли 6,3% (31/495) изолятов генотипа Beijing, данные образцы единовременно демонстрировали делецию RD105, RD150, RD181 и RD207 локусов. 10,9% (54/495) клинических образцов образовали сублинию 142, так как одновременно показали делецию RD105, RD142, RD181 и RD207 локусов. И оставшиеся 51,1% (253/495) клинических изолятов имели делецию всех исследованных пяти локусов. 
В нашем исследовании, статистический анализ данных результатов ТЛЧ с пятью сублиниями Beijing (сублинии 105, 207, 181, 142 и 150) по отдельности, а также с группой Beijing образцов с делециями всех пяти локусов показал ассоциацию сублинии 181 с лекарственной устойчивостью (p=0,0021), в том числе с МЛУ (p<0,0001). Среди клинических форм ТБ (диагнозов), сублиния 181 была взаимосвязана с фиброзно-кавернозным ТБ (p=0,0065). А остальные клинические формы ТБ такие как инфильтративный ТБ, очаговый ТБ, первичный туберкулезный комплекс, цирротический ТБ, диссеминированный ТБ, туберкулезный плеврит, казеозная пневмония и миллиарный ТБ не имели взаимосвязи с сублиниями 105, 207, 142 и 150, а также с группой Beijing изолятов с делециями всех пяти RD локусов (p>0,05).
Ассоциация сублинии 181 с ЛУ-ТБ, в том числе с МЛУ-ТБ, а также ассоциация сублинии 181 с ФКТ не была описана ранее, но имеется информация по другим сублиниям Beijing. В работе Reed et al. [192], изоляты сублинии 150 были ассоциированы с внелегочным туберкулезом, а в другом исследовании [193] образцы сублинии 150 были связаны с мультирезистентным туберкулезом в сельской местности. Hanekom et al. показали ассоциация сублинии 207 с повторными случаями туберкулеза [194]. Также имеется исследование, где не была определена взаимосвязь между сублинией 105 и лекарственной устойчивостью и патогенностью [193, р. 1486-1488]. В других двух работах [194, р. 538; 195], где анализировались сублинии генотипа Beijing c помощью RD локусов и обсуждалась ассоциация генотипа Beijing с лекарственной устойчивостью также не было выявлено статистически достоверной корреляции между лекарственной устойчивостью и различными сублиниями. А информация по ассоциативным исследованиям между различными сублиниями и клиническими формами (диагнозами) ТБ ограничена. 
3.2.4 Ассоциация генотипа Beijing и его доминирующих кластеров в Казахстане с лекарственной устойчивостью 
В нашей научно-исследовательской работе, в общей выборке образцов наиболее распространенный генотип Beijing M. tuberculosis был идентифицирован в 65,2% (495/759) случаях, в разрезе групп образцов выделенных от новых и повторных случаев ТБ был найден в 60% (324/540) и 78% (171/219) случаев, соответственно [9, с. 33-34].
Для того, чтобы охарактеризовать самый распространенный генотип Beijing в Казахстане сначала была исследована взаимосвязь данного генотипа с лекарственной устойчивостью (таблица 12). Были определены MIRU-VNTR типы изолятов Beijing, встречающихся в Казахстане по классификации MLVA MtbC15-9 и их структура ЛУ, затем была исследована ассоциация генотипа Beijing и его доминирующих кластеров (94-32, 99-32, 94-33, 96-32, 96-145 и 100-32) с самыми распространенными мутациями в rpoB (Ser531Leu) и katG (Ser315Thr) генах, обуславливающих устойчивость к рифампицину и изониазиду, соответственно (таблицы 13, 14, 15) [9, с. 25-26, c. 34].  
Также, был проведен сравнительный анализ полученных данных изолятов M. tuberculosis, собранных от новых и повторных случаев заболевания по отдельности для выявления отличительных характеристик образцов в разрезе данных групп [9, с. 22].  
Взаимосвязь генотипа Beijing и LAM с лекарственной устойчивостью
В нашем исследовании, в общей выборке преобладали образцы с МЛУ - 41,4% (314/759), изоляты с другой ЛУ и чувствительные образцы составили 22,7% (172/759) и 35,9% (273/759), соответственно. В целом, в нашей коллекции образцов, МЛУ-ТБ был выявлен в большей степени среди больных ТБ, зараженных генотипом Beijing (54,55%; 270/495) по сравнению с пациентами, у которых идентифицировали non-Beijing генотипы (другие генотипы M. tuberculosis, объединенные в одну группу) (16,7%; 44/264). ТБ с другой ЛУ, то есть моно- и/или полирезистентный ТБ был почти в одинаковом количестве определен среди индивидуумов, зараженных генотипом Beijing (22,62%; 112/495) и non-Beijing генотипами (22,7%; 60/264). Пациенты с чувствительной формой ТБ были заражены больше non-Beijing генотипами (60,6%; 160/264), чем генотипом Beijing (22,83%; 113/495) (таблица 12) [9, с. 35-38].
Таблица 12 – Характеристика пациентов, зараженных различными генотипами M. tuberculosis, в том числе разными кластерами генотипа Beijing среди всех случаев ТБ 
	Изоляты

M. tuberculosis
	Коли

чество Beijing
	Кластеры Beijing
	Коли

чество

non-Beijing
	Всего

	
	
	94-32
	99-32
	94-33
	96-32
	96-145
	100-32
	другие Beijing*
	
	

	Всего
	495 (65,2%)
	260 (52,53%)
	11 (2,22%)
	14 (2,83%)
	15 (3,03%)
	11 (2,22%)
	12 (2,42%)
	172 (34,75%)
	264 (34,8%)
	759 (100%)

	Пол

	       мужчины
       женщины
	326 (65,9%)

169 (34,1%)
	176 (67,7%)
84 (32,3%)
	6 (54,5%)

5 (45,5%)
	11 (78,6%)

3 (21,4%)
	9 (60%)

6 (40%)
	5 (45,5%)

6 (54,5%)
	10 (83,3%)

2 (16,7%)
	109 (63,4%)

63 (36,6%)
	165 (62,5%)

99 (37,5%)
	491 (64,7%)

268 (35,3%)

	  Возраст, лет

	        0-17

        18-44

        45-59

        60-74

        75-90
	11 (2,2%)

341 (68,9%)

102 (20,6%)

34 (6,9%)

7 (1,4%)
	4 (1,5%)
181 (69,6%)

55 (21,2%)

17 (6,5%)

3 (1,2%)
	-

8 (72,7%)

-

3 (27,3%)

-
	1 (7,14%)

10 (71,42%)

2 (14,3%)

-

1 (7,14%)
	-

10 (66,7%)

5 (33,3%)

-

-
	1 (9,1%)

7 (63,6%)

3 (27,3%)

-

-
	-
7 (58,3%)

5 (41,7%)

-

-
	5 (3%)

118 (68,6%)

32 (18,6%)

14 (8,1%)

3 (1,7%)
	9 (3,4%)

163 (61,7%)

59 (22,35%)

26 (9,85%)

7 (2,7%)
	20 (2,64%)

504 (66,4%)

161 (21,21%)

60 (7,91%)

14 (1,84%)

	Клинические формы ТБ 

	   диссеминированный ТБ

   ФКТ

   очаговый ТБ 

   ИТЛ

   туберкулезный плеврит

   другие формы ТБ
	9 (1,8%)

40 (8,1%)

4 (0,8%)

427 (86,3%)

7 (1,4%)

8 (1,6%)

	5 (1,9%)

22 (8,5%)

2 (0,8%)

226 (86,9%)

3 (1,1%)

2 (0,8%)

	-

-

-

10 (90,9%)

1 (9,1%)

-

	1 (7,14%)

1 (7,14%)

-

11 (78,57%)

-

1 (7,14%)

	1 (6,7%)

1 (6,7%)

-

13 (86,6%)

-

-

	-

2 (18,2%)

-

7 (63,6%)

1 (9,1%)

1 (9,1%)

	-

1 (8,3%)

-

11 (91,7%)

-

-

	2 (1,2%)

13 (7,5%)

2 (1,2%)

149 (86,6%)

2 (1,2%)

4 (2,3%)

	5 (1,9%)

13 (4,9%)

7 (2,6%)

228 (86,4%)

10 (3,8%)

1 (0,4%)

	14 (1,84%)

53 (7%)

11 (1,44%)

655 (86,29%)

17 (2,23%)

9 (1,2%)



	Лекарственная устойчивость M. tuberculosis

	   МЛУ

   другая ЛУ**

  чувствительный 
	270 (54,55%)

112 (22,62%)

113 (22,83%)
	159 (61,1%)

54 (20,8%)

47 (18,1%)
	4 (36,4%)

2 (18,2%)

5 (45,4%)
	4 (28,6%)

4 (28,6%)

6 (42,8%)
	7 (46,6%)

4 (26,7%)

4 (26,7%)
	9 (81,8%)

2 (18,2%)

-
	6 (50%)

4 (33,3%)

2 (16,7%)
	81 (47,1%)

42 (24,4%)

49 (28,5%)
	44 (16,7%)

60 (22,7%)

160 (60,6%)
	314 (41,4%)

172 (22,7%)
273 (35,9%)

	* ‒ в данную группу вошли остальные Beijing кроме 94-32, 99-32, 94-33, 96-32, 96-145 и 100-32.

** ‒ в данную группу вошли монорезистентные и/или полирезистентные образцы.
Примечание – Составлено по источнику [9, с. 23-41].


Статистический анализ данных 759 клинических образцов показал, что генотип Beijing в сопоставлении с non-Beijing генотипами почти в 2 раза больше встречался среди лекарственно-устойчивых изолятов (77,2% vs. 39,4%; p<0,0001). Более того, генотип Beijing был ассоциирован с заражением МЛУ-ТБ, нежели ТБ с другой ЛУ (70,7% vs. 29,3%; p<0,0001) (таблица 13) [9, c. 25, c. 35]. В разрезе групп как среди новых [12, p. 8], так и среди повторных случаев ТБ генотип Beijing также был значительно ассоциирован с лекарственной устойчивостью (p<0,0001 и p<0,0001, соответственно), в том числе с МЛУ-ТБ (p<0,0001 и p=0,0118, соответственно) [9, с. 23-41].
Генотип Beijing был также взаимосвязан с лекарственной устойчивостью в самом первом исследовании по молекулярному генотипирования казахстанских изолятов M. tuberculosis, собранных в 2001 г. (p=0,001) [19, р. 648]. Ассоциация данного генотипа с мультирезистентным ТБ наблюдалась и в работе Skiba et al. среди казахстанских образцов, выделенных в 2008 г. (p<0,0001) [20, р. 543]. В странах СНГ тоже отслеживается взаимосвязь китайского генотипа с ЛУ-ТБ, включая МЛУ-ТБ [196, 197]. Согласно исследованиям, МЛУ изоляты генотипа Beijing из России показали высокий уровень вирулентности на макрофагоподных клетках [198], что возможно и объясняет высокую приспособленность штаммов Beijing к распространению в данном регионе. 
Важно отметить, что в нашем исследовании среди non-Beijing изолятов латиноамериканский генотип LAM показал ассоциацию с лекарственной устойчивостью в общей выборке. Среди изолятов LAM (n=95) было в 1,9 раз больше резистентных образцов по сравнению с non-LAM изолятами (все остальные генотипы (кроме Beijing), объединенные в одну группу) (n=169) (56,8% vs. 29,6%; p<0,0001). И среди лекарственно-устойчивых изолятов, образцы с МЛУ в 1,8 раз преобладали среди изолятов LAM по сравнению с non-LAM изолятами (53,7% vs. 30%; p=0,018) [9, c. 37].
В разрезе групп ассоциация генотипа LAM с ЛУ наблюдалась среди новых случаев ТБ (p<0,0001) [12, p. 9], в то время как среди рецидивов данная взаимосвязь не выявлена (p=0,4077; ОШ=1,6296; 95% ДИ: 0,5129-5,1776). В разрезе резистентных форм ТБ как среди впервые выявленных, так и среди повторных случаев взаимосвязь генотипа LAM с МЛУ-ТБ не подтвердилась - p=0,0908; ОШ=2,3434; 95% ДИ: 0,8734-6,2874 и p=0,0890; ОШ=4,3333; 95% ДИ: 0,7995-23,4877, соответственно [9, c. 38].  
Генотип LAM также преобладал среди non-Beijing изолятов с МЛУ (p=0,01) в раннем казахстанском исследовании [20, р. 544]. LAM изоляты были связаны с МЛУ-ТБ и в разных регионах России (сублиния LAM-RUS) [197, р. e1809] и других странах бывшего СССР [199]. В недавней публикации, трансграничный молекулярный анализ лекарственно-устойчивых изолятов M. tuberculosis в Монголии и России (Восточная Сибирь) продемонстрировал, что несмотря на распространение одинаковой популяции LAM в этих двух странах, изоляты LAM были ассоциированы с МЛУ-ТБ только в России [197, р. e1809]. Это показывает, что среди non-Beijing изолятов генотип LAM играет важную роль в распространении МЛУ-ТБ в нашем регионе. Хотя, в нескольких исследованиях было сообщено о том, что изоляты генотипа Ural в основном были с МЛУ среди образцов из Молдовы и среди изолятов, выделенных от больных с туберкулезным спондилитом в Северной России [200, 201].  
Кластеры генотипа Beijing в Казахстане и их структура ЛУ
24 MIRU-VNTR генотипирование 495 клинических изолятов генотипа Beijing M. tuberculosis в нашей выборке показало 119 вариантов цифровых профилей. Из них 31 профилей представлены кластерами, которые включают в себя от 2 до 260 изолятов согласно номенклатуре MIRU-VNTRplus (таблица 15) и составляют 82,2% изолятов генотипа Beijing (407/495). Остальные 17,8% (88/495) Beijing образцов имели индивидуальные цифровые MIRU-VNTR профили [9, c. 26].  
Согласно классификации MLVA MtbC 15-9, среди кластеризованных изолятов китайского генотипа (82,2%; n=407) было выявлено шесть основных MIRU-VNTR типов, которые составили 65,2% всех кластеризованных образцов (таблица 12). Среди них большая часть изолятов (52,5%; n=260) была отнесена к Центрально-Азиатскому/Российскому кластеру 94-32. Пять кластеров китайского генотипа были найдены у 12,71% (n=63) пациентов: 96-32 (3,03%; n=15), 94-33 (2,82%; n=14), 100-32 (2,42%; n=12), 96-145 (2,22%; n=11) и 99-32 (2,22%; n=11). 8 изолятов (1,62%) были отнесены к MLVA MtbC 15-9 типу 95-32. По 7 (1,41%) изолятов имели типы 97-32 и 94-15, в составе кластеров 7188-32 и 7308-32 было по 6 (1,21%) образцов, по 4 образца (0,81%) были отнесены к MLVA MtbC 15-9 типам 1047-32 и 1076-32. Шесть кластеров (11427-32, 9344-32, 9343-32, 1048-32, 1075-32 и 7553-32) включали в себя по 3 (0,61%) изолята, а в двенадцати кластерах (11460-32, 11776-32, 4402-32, 1068-32, 95-33, 9126-32, 809-32, 9342-32, 94-554, 94-145, 99-15 и ?-32) было по 2 (0,4%) изолята генотипа Beijing (таблица 15) [9, c. 27].   
79,9% (325/407) кластеризованных изолятов китайского генотипа показали одну из устойчивых форм ТБ (моно- и/или полирезистентный ТБ, МЛУ-ТБ), остальные 20,1% (82/407) образцов были лекарственно-чувствительными к ПТП 1 ряда (таблица 15) [9, c. 28]. 
Количество кластеризованных образцов особо не отличалось в разрезе групп изолятов генотипа Beijing, выделенных от новых случаев заболевания (79,3%; 257/324) [12, p. 3] и рецидивов (77,2%; 132/171). Однако, согласно номенклатуре MIRU-VNTRplus, среди кластеризованных образцов было выявлено в 2,3 раза больше MLVA MtbC 15-9 типов среди впервые выявленных случаев (23 кластера) [12, p. 4] по сравнению с повторными случаями (10 кластеров) заболевания [9, с. 23-41].  
Шесть кластеров, а именно 94-32, 96-32, 94-33, 100-32, 96-145 и 99-32 были выявлены у 65,2% (323/495) образцов и были доминирующими кластерами среди изолятов генотипа Beijing в нашей выборке [9, c. 28].
Статистический анализ данных показал, что самый распространенный Central Asian/Russian 94-32 кластер в общей выборке образцов (52,5%; n=260) был статистически достоверно ассоциирован с ЛУ-ТБ (p=0,010), но не ассоциирован с МЛУ-ТБ (p=0,070) (таблица 15). В разрезе групп, среди впервые выявленных случаев кластер 94-32 не был ассоциирован с антибиотикорезистентностью (p=0,149), в то время как изоляты кластера 94-32 полученные от рецидивов подтвердили взаимосвязь с ЛУ (p=0,0191; ОШ=4,8958; 95% ДИ: 1,2965-18,4883). Вероятно, по причине того, что устойчивые изоляты преобладали среди рецидивов, чем среди новых случаев (p<0,0001). Однако, когда резистентные образцы были разделены на образцы с МЛУ и другой ЛУ среди рецидивов не определилась взаимосвязь 94-32 ни с одной формой ЛУ (p=0,3097; ОШ=0,5911; 95% ДИ: 0,2144-1,6301), напротив статистически достоверная связь была идентифицирована среди новых  случаев ТБ между кластером 94-32 и МЛУ-ТБ. Среди впервые выявленных случаев, данный кластер был почти в 2 раза больше выделен от пациентов с МЛУ-ТБ, чем от больных с другими формами ЛУ (66,4% vs. 33,6%) (p=0,021) [9, c. 28, c. 36; 12, p. 4]. 
Central Asian/Russian 94-32 кластер также был самым распространенным кластером Beijing и в раннем казахстанском исследовании [20, р. 542] и был выявлен в большем количестве, чем в нашем исследовании (63,3%; 69/109 vs. 52,5%; 260/495). Данное различие, вероятно связано с маленькой выборкой образцов Beijing у Skiba et.al [20, р. 539] (4,5 раз меньше, чем у нас), которая была более гомогенной. В другой работе по изучению казахстанских M. tuberculosis [22, р. 5], генотип Beijing в 79% случаях был определен высокопроизводительными методами, основанными на гибридизации TB-SPRINT и TB-SNPID. С помощью таких маркеров как RD131 в TB-SNPID и однонуклеотидного полиморфизма sigE также было показано, что Central Asian/Russian 94-32 кластер является основным циркулирующим кластером. Предварительное типирование на ограниченном количестве Beijing изолятов на основе 8 VNTR локусов в данной работе [22, р. 7] также показало доминирование образцов кластера 94-32, а другие MIRU-VNTR типы не были описаны. В статье Skiba et al. [20, р. 543] Beijing 94-32 также преобладал среди ЛУ образцов, но не был ассоциирован с МЛУ-ТБ (p=0,07). 
В Российских исследованиях, по сравнению с изолятами кластера 94-32 количество мультирезистентных образцов было выше среди субгруппы B0/W148 (основная часть которой состоит из кластера 100-32) (p(0,0001) [184, р. 3; 185, р. 4]. Интересно, что в Узбекистане, Таджикистане и Кыргызстане среди образцов генотипа Beijing, кластер 94-32 встречался в 42,6% (58/136), 31,8% (49/154) и 31,4% (38/121) случаях, соответственно и имел такой же паттерн лекарственной устойчивости, как и другие Beijing изоляты [180, р. 4]. 
Russian 100-32 кластер, который в нашей выборке встречался в 2,42% (n=12) не показал ассоциацию с лекарственно-устойчивым ТБ (p=0,6090; ОШ=1,4919; 95% ДИ: 0,3221-6,9103), включая МЛУ-ТБ (p=0,4563; ОШ=0,6136; 95% ДИ: 0,1698-2,2177). Другие доминирующие кластеры генотипа Beijing 99-32 (2,22%; n=11), 94-33 (2,82%; n=14), 96-32 (3,03%; n=15) и 96-145 (2,22%; n=11) тоже не были взаимосвязаны с лекарственной устойчивостью и какой-либо формой резистентности (таблица 13) [9, c. 36]. 
Таблица 13 – Ассоциативный анализ взаимосвязи разных генотипов M. tuberculosis, в том числе кластеров Beijing с ЛУ в общей выборке образцов 
	Генотипы/ кластеры Beijing
	Устойчивый ТБ
	Чувствительный ТБ
	ОШ
	95%ДИ
	p
	МЛУ
	Другая ЛУ
	ОШ
	95%ДИ
	p

	Beijing
Другие генотипы
	382 (77,2%)

104 (39,4%)
	113 (22,8%)

160 (60,6%)
	-
	-
	p<0,0001*

	270 (70,7%)

44 (42,3%)
	112 (29,3%)

60 (57,7%)
	-
	-
	p<0,0001*


	94-32

Другие Beijing
	213 (81,9%)

169 (71,9%)
	47 (18,1%)

66 (28,1%)
	-
	-
	p=0,010*

	159 (74,6%)

111 (65,7%)
	54 (25,4%)

58 (34,3%)
	-
	-
	p=0,070


	100-32

Другие Beijing
	10 (83,3%)

372 (77%)
	2 (16,7%)

111 (23%)
	1,4919

	0,3221-6,9103

	p=0,6090

	6 (60%)

264 (71%)
	4 (40%)

108 (29%)
	0,6136

	0,1698-2,2177

	p=0,4563


	99-32

Другие Beijing
	6 (54,5%)

376 (77,7%)
	5 (45,5%)

108 (22,3%)
	0,3447

	0,1032-1,1512

	p=0,0834

	4 (66,7%)

266 (70,7%)
	2 (33,3%)

110 (29,3%)
	0,8271

	0,1493-4,5815

	p=0,8279


	94-33

Другие Beijing
	8 (57,1%)

374 (77,8%)
	6 (42,9%)

107 (22,2%)
	0,3815

	0,1295-1,1234

	p=0,0803

	4 (50%)

266 (71,1%)
	4 (50%)

108 (28,9%)
	0,4060

	0,0997-1,6528

	p=0,2082


	96-32

Другие Beijing
	11 (73,3%)

371 (77,3%)
	4 (26,7%)

109 (22,7%)
	0,8080

	0,2522-2,5880

	p=0,7196

	7 (63,6%)

263 (70,9%)
	4 (36,4%)

108 (29,1%)
	0,7186

	0,2061-2,5051

	p=0,6040


	96-145

Другие Beijing
	11 (100%)

371 (76,7%)
	0

113 (23,3%)
	7,0269

	0,4109-120,1830

	p=0,1783

	9 (81,8%)

261 (70,4%)
	2 (18,2%)

110 (29,6%)
	1,8966

	0,4032-8,9205

	p=0,4178


	* ‒ статистически значимый результат.
Примечания:
1. ‒ не были высчитаны данные значения в программе SPSS.
2. Составлено по источнику [9, c. 35].


Таблица 14 – Статистический анализ взаимосвязи разных генотипов M. tuberculosis, в том числе кластеров Beijing с мутациями в rpoB и katG генах в общей выборке 
	Генотипы/ кластеры Beijing
	Ser531Leu
	Другие мутации
	ОШ
	95%ДИ
	p
	Ser315Thr
	Другие мутации
	ОШ
	95%ДИ
	p

	Beijing
Другие генотипы
	275 (95,8%)

31 (64,6%)
	12 (4,2%)

17 (35,4%)
	-
	-
	p<0,0001*
	342 (99,4%)

60 (98,4%)
	2 (0,6%)

1 (1,6%)
	2,8500
	0,2544-31,9267
	p=0,3955

	94-32
Другие Beijing
	164 (96,5%)

111 (94,9%)
	6 (3,5%)

6 (5,1%)
	1,4775
	0,4646-4,6988
	p=0,5084
	191 (99%)

151 (100%)
	2 (1%)

0
	0,2528
	0,0120-5,3055
	p=0,3759

	100-32

Другие Beijing
	6 (85,7%)

269 (96,1%)
	1 (14,3%)

11 (3,9%)
	0,2454
	0,0272-2,2170
	p=0,2109
	11 (100%)

331 (99,4%)
	0

2 (0,6%)
	0,1735
	0,0079-3,8227
	p=0,2669

	99-32

Другие Beijing
	4 (100%)

271 (95,8%)
	0

12 (4,2%)
	0,4144
	0,0211-8,1278
	p=0,5618
	5 (100%)

337 (99,4%)
	0

2 (0,6%)
	0,0815
	0,0035-1,9036
	p=0,1189

	94-33

Другие Beijing
	6 (100%)

269 (95,7%)
	0

12 (4,3%)
	0,6030
	0,0321-11,3132
	p=0,7352
	9 (100%)

333 (99,4%)
	0

2 (0,6%)
	0,1424
	0,0064-3,1748
	p=0,2185

	96-32

Другие Beijing
	7 (100%)

268 (95,7%)
	0

12 (4,3%)
	0,6983
	0,0377-12,9271
	p=0,8094
	8 (100%)

334 (99,4%)
	0

2 (0,6%)
	0,1271
	0,0057-2,8538
	p=0,1938

	96-145

Другие Beijing
	10 (100%)

265 (95,7%)
	0

12 (4,3%)
	0,9887
	0,0548-17,8478
	p=0,9939
	10 (100%)

332 (99,4%)
	0

2 (0,6%)
	0,1579
	0,0071-3,4977
	p=0,2429

	* ‒ статистически значимый результат.
Примечания:
1. ‒ не были высчитаны данные значения в программе SPSS.
2. Составлено по источнику [9, c. 39].


Таблица 15 – Лекарственная устойчивость MLVA MtbC 15-9 типов среди кластеризованных (2 и более изолята) клинических изолятов генотипа Beijing M. tuberculosis в общей выборке 
	MLVA MtbC 15-9 типы
	24 MIRU-VNTR профиль
	Мульти-резистент-ный ТБ (%)
	Моно-/поли-резис-тентный ТБ (%)
	Чувст-

витель-ный ТБ (%)
	Всего (%)

среди всех

Beijing

(n=495)

	94-32*
	244233352644425153353823
	159 (61,1)
	54 (20,8)
	47 (18,1)
	260 (52,5)

	99-32*
	244233352644425153353723
	4 (36,4) 
	2 (18,1)
	5 (45,5)
	11 (2,22)

	11460-32
	244233352644425153353223
	1 (50)
	0
	1 (50)
	2 (0,4)

	11427-32
	244233352644425153353523
	2 (66,7)
	1 (33,3)
	0
	3 (0,61)

	9344-32
	245233352644425153353823
	3 (100)
	0
	0
	3 (0,61)

	11776-32
	244233352244425153353823
	1 (50)
	0
	1 (50)
	2 (0,4)

	4402-32
	244233352744425153353823
	2 (100)
	0
	0
	2 (0,4)

	97-32
	244233332644425153353823
	3 (42,9)
	1 (14,2)
	3 (42,9)
	7 (1,41)

	9343-32
	244234352644425153353823
	0
	2 (66,7)
	1 (33,3)
	3 (0,61)

	1068-32
	244233352644425143353823
	1 (50)
	0
	1 (50)
	2 (0,4)

	1048-32
	244233352644425173353823
	0
	3 (100)
	0
	3 (0,61)

	94-15
	244233352644425153353822
	1 (14,3)
	1 (14,3)
	5 (71,4)
	7 (1,41)

	1047-32
	244233252644425153353823
	3 (75)
	0
	1 (25)
	4 (0,81)

	94-33*
	244233352644425153353824
	4 (28,55)
	4 (28,55)
	6 (42,9)
	14 (2,82)

	95-33
	244233352634425153353824
	1 (50)
	1 (50)
	0
	2 (0,4)

	7188-32
	244223352644425153353823
	4 (66,7)
	2 (33,3)
	0
	6 (1,21)

	9126-32
	244233352624425153353823
	2 (100)
	0
	0
	2 (0,4)

	7308-32
	244232352644425153353823
	4 (66,7)
	0
	2 (33,3)
	6 (1,21)

	809-32
	244232352634425153353823
	0
	1 (50)
	1 (50)
	2 (0,4)

	9342-32
	244235352644425153353823
	1 (50)
	1 (50)
	0
	2 (0,4)

	95-32
	244233352634425153353823
	5 (62,5)
	3 (37,5)
	0
	8 (1,62)

	1075-32
	244233352644425163353723
	2 (66,7)
	1 (33,3)
	0
	3 (0,61)

	1076-32
	244233352644425163353823
	3 (75)
	1 (25)
	0
	4 (0,81)

	96-32*
	244233362644425153353823
	7 (46,6)
	4 (26,7)
	4 (26,7)
	15 (3,03)

	96-145*
	244233361644425153353823
	9 (81,8)
	2 (18,2)
	0
	11 (2,22)

	7553-145
	244233361644425153343823
	2 (66,7)
	1 (33,3)
	0
	3 (0,61)

	94-554
	244233351644425153353824
	1 (50)
	1 (50)
	0
	2 (0,4)

	94-145
	244233351644425153353823
	1 (50)
	1 (50)
	0
	2 (0,4)

	99-15
	244233352644425153353722
	1 (50)
	1 (50)
	0
	2 (0,4)

	100-32*
	244233352644425173353723
	6 (50) 
	4 (33,3)
	2 (16,7)
	12 (2,42)

	?-32
	244232352544425153343823
	0
	0
	2 (100)
	2 (0,4)

	Всего кластеризованных образцов (2 и более изолята):
	233 (57,25)
	92 (22,6)
	82 (20,15)
	407 (82,2)

	Всего образцов, с индивидуальными цифровыми MIRU-VNTR профилями (только 1 изолят):
	37 (42,04)
	20 (22,73)
	31 (35,23)
	88 (17,8)

	* ‒ многочисленные кластеры (более 10 изолятов), циркулирующие на территории 
Казахстана.
Примечание – Составлено по источнику [9, c. 27].


В разрезе групп, среди новых и повторных случаев были получены похожие результаты как и в общей группе, то есть образцы в составе кластеров 100-32, 99-32, 94-33, 96-32 и 96-145 не имели ассоциации с устойчивым либо чувствительным ТБ (p>0,05) [9, с. 26-38; 12, p. 4, р. 5].
В предыдущем казахстанском исследовании Skiba et al. кластер 100-32 был выявлен в 3,7% (4/109) случаях среди изолятов Beijing [20, р. 542], из них только «один образец 100-32 sensu stricto и три изолята с потенциально полученными профилями». Все 4 образца 100-32 были выделены от пациентов из Северного Казахстана, а точнее из Акмолинской области, которая близка расположена к некоторым регионам России [20, р. 542]. В нашей работе данный кластер был найден в меньшем количестве среди образцов Beijing (2,42%; 12/495). Вероятно, отсутствие изолятов из Акмолинской области в нашей работе повлияло на процент выявляемости кластера 100-32. В нашей работе, образцы, относящиеся к кластеру 100-32 были выявлены в одинаковом количестве из Северного и Южного Казахстана по 41,7% (5/12) случаев и в 16,6% (2/12) случаях из Западного Казахстана. 
Russian 100-32 кластер, 24 MIRU-VNTR профиль которого отличается по MIRU26 и QUB26 локусам от Central Asian/Russian 94-32 кластера (7 и 7 повторов для кластера 100-32 и 5 и 8 повторов для кластера 94-32, соответственно) составляет основную часть эпидемической субгруппы Beijing B0/W148, который был значительно ассоциирован с МЛУ-ТБ в различных регионах России [116, р. 351-352; 202]. В недавнем российском исследовании 83,1% изолятов кластера 100-32 были с МЛУ [203], а у нас мультирезистентными были только 50% образцов 100-32. В Узбекистане и Кыргызстане образцы кластера 100-32 наблюдались среди 8,8% (12/136) и 5,8% (7/121) изолятов генотипа Beijing, соответственно. Интересно, что в Таджикистане, отмечается преобладание представителей кластера 100-32, чем 94-32 среди Beijing изолятов (33,1%; 51/154 vs. 31,8%; 49/154). Важно отметить, что во всех этих трех странах Центральной Азии профили ЛУ изолятов кластера 94-32 не отличались от остальных Beijing изолятов, в то время как представители кластера 100-32 в 94,3% случаях (66 из 70 изолятов из трех стран) были МЛУ, пре-ШЛУ или ШЛУ [180, р. 4]. 
Таким образом, кластер 94-32 широко распространен в Центрально-Азиатских странах, России и других странах бывшего Советского союза [12, р. 4; 180, р. 4; 202, р. 71; 203, р. 1-13]. Russian 100-32 кластер один из преобладающих кластеров в Центральной Азии и Восточной Европе [6, р. 245; 12, р. 4; 180, р. 4]. Согласно докладу Европейского центра профилактики и контроля заболеваний, Central Asian/Russian 94-32 кластер и Russian 100-32 кластер были также были выявлены среди 23,7 и 33,6% больных мультирезистентным ТБ в 14 и 11 странах Европы [12, р. 8; 204]. Распространение кластера 100-32 было показано в США среди иммигрантов из стран СНГ и в незначительных количествах данный кластер встречался в Китае, Корее и Вьетнаме [6, р. 242-244; 12, р. 2, p. 8; 116, р. 352-355].   
Среди других доминирующих кластеров Beijing (99-32, 94-33, 96-32 и 96-145) в нашем исследовании, в целом, 96-32, 99-32 и 94-33 ранее были обнаружены в Постсоветских странах [203, р. 4-9]. 96-145 и 96-32 были выявлены, а образцы 94-33 и 99-32 не были представлены в раннем казахстанском исследовании [20, р. 541]. Вероятно, из-за того, что изоляты Beijing в выборке были менее гетерогенными, так как большая часть образцов (63,3%; 69/109) была отнесена к кластеру 94-32 [20, р. 545]. В нашей выборке, среди доминирующих кластеров, МЛУ образцы преобладали среди изолятов 96-145 (81,8%; 9/11), один изолят, который был в составе данного кластера в раннем исследовании также был мультирезистентным [20, р. 541].
Среди оставшихся 17% (84/495) кластеризованных Beijing изолятов было идентифицировано 25 кластеров (таблица 15). Статистический анализ данных показал, что кластер 94-15 по сравнению с другими кластерами генотипа Beijing был ассоциирован с заражением лекарственно-чувствительным ТБ (71,4% vs. 28,6%; p=0,0100; ОШ=8,7963; 95% ДИ: 1,6831-45,9730) [9, c. 37]. 
В нашей выборке, изоляты в трех кластерах были полностью мультирезистентными - 9344-32 (3/3; 100%), 4402-32 (2/2; 100%) и 9126-32 (2/2; 100%), однако взаимосвязь данных кластеров с МЛУ-ТБ была статистически не достоверной (p>0,05). Ассоциативный анализ оставшегося 21 кластера генотипа Beijing с различными формами ЛУ в общей выборке образцов не выявил статистически значимой взаимосвязи определенного кластера с чувствительным ТБ, а также с резистентным ТБ, в том числе мультирезистентным ТБ (Приложение А) [9, с. 23-41].
Среди MLVA MtbC15-9 типов, найденных у 17% (n=84) кластеризованных образцов (25 типов) и у 17,8% (88/495) изолятов с уникальными цифровыми профилями (88 типов), 9344-32, 94-15, 1047-32, 9126-32, 7308-32, 1076-32, 7553-145, 9125-32 и 407-32 были также идентифицированы в предыдущем казахстанском исследовании [20, р. 541]. 
В недавней публикации [203, р. 4-9], где была проведена молекулярная характеристика генотипа Beijing M. tuberculosis из шести регионов Северо-Западного федерального округа Российской Федерации показано распространение таких типов как 11427-32, 4402-32, 1068-32, 1048-32, 809-32, 95-32, 1075-32, 1076-32, 10519-32, 1065-32, 2224-32, 3838-32, 407-32, 4737-32, 9124-32, 9125-32, 9356-32, 9358-32, 99-332, которые также были найдены среди всех изолятов Beijing в нашей работе. Сравнительный анализ фенотипического профиля лекарственной устойчивости и MIRU-VNTR типов изолятов Beijing выявил доминирование типов 4737-32 (100%; 5/5), 1065-32 (88,2%; 15/17), 100-32 (83,1%; 49/59) и 1071-32 (древняя сублиния) (100%; 6/6) среди мультирезистентных образцов из Северо-Западной России [203, р. 4-9] и типа 14717-15 древней сублинии среди МЛУ-ТБ на Дальнем Востоке России [114, р. 1039.e2-1039.e5]. 
В нашей выборке типы 1065-32 и 4737-32 были найдены только в 1 случае (0,2%; 1/495) и были мультирезистентными, в раннем исследовании казахстанских изолятов [20, р. 541] данных типов обнаружено не было. Вероятно, данные типы не были обнаружены из-за маленькой выборки образцов, либо они циркулируют на территории Казахстана относительно недавно. В нашей работе, изолят типа 1065-32 был выявлен среди рецидивов в Северном Казахстане (Костанайская область), в регионе, который расположен рядом с Россией, а образец относящийся к 4737-32 среди новых случаев в Алматы, самом крупном городе Казахстана. Ранее, МЛУ изоляты типа 1065-32 были определены среди Beijing изолятов в странах Европы, с наибольшим процентом в Литве и Эстонии – 32,7% (17/52) [6, р. 242-244] и 31% (9/29) [205], соответственно. Среди российских клинических изолятов, МЛУ 1065-32 изоляты с наибольшим количеством были найдены в Псковской области (35,3%; 6/17) [203, р. 4-9] на границе с Эстонией. Согласно публикациям, тип 1065-32 возник в России, и через Россию был завезен в Прибалтийские страны, в частности, в Литву и Эстонию [203, р. 4-9]. Мультирезистентные изоляты типа 4737-32 были также идентифицированы в Армении, Литве и Португалии [6, р. 242-244; 206, 207]. 
Другие МЛУ/пре-ШЛУ кластеры 14717-15 и 1071-32 древней сублинии в России [15, р. 1696-1699; 114, р. 1039.e4-1039.e5], первый из которых был ассоциирован с гипервирулентностью и летальным исходом в высокой степени в in vivo экспериментах на мышах не были идентифицированы в Казахстане. 
Кластер 94-15, который у нас был выявлен в 1,41% (7/495) случаях в выборке и ассоциирован с заражением лекарственно-чувствительным ТБ по сравнению с устойчивым ТБ (71,4% vs. 28,6%; p=0,0100; ОШ=8,7963; 95% ДИ: 1,6831-45,9730) присутствовал в раннем казахстанском исследовании почти в таком же количестве (1,3%; 2/151) и был лекарственно-устойчивым во всех случаях [20, р. 541]. Интересно, что данный кластер не был представлен в мировой базе данных по генотипу Beijing [6, р. 242-244] и в выборке из Северо-Западной России [203, р. 4-9]. Однако, согласно недавней статье [208], широкое распространение МЛУ либо пре-ШЛУ изолятов кластера 94-15 наблюдается в Польше, где (75% (18/25) польских Beijing изолятов принадлежали к кластеру 94-32 либо 94-15, цифровой профиль, которых отличается только по MIRU39 локусу (3 и 2 повтора, соответственно). Предполагается, что 94-15 является недавно сформировавшимся в Польше локальным клоном [208, р. 7]. 
Несмотря на то что, в нашей выборке тип ?-32, который был выявлен в 0,4% (2/495) случаях не был статистически взаимосвязан с лекарственной чувствительностью, образцы в составе данного кластера были полностью (100%) чувствительными. Для сравнения, например, в Северо-Западной России 100% чувствительными были образцы типа 9391-32 [203, р. 9], который не отслеживался среди наших изолятов. 
В целом, MLVA MtbC15-9 типы 98-32, 97-32 и 95-32, распространенные среди наших изолятов, также циркулируют на территории постсоветских стран [203, р. 4-9; 209]. 
Взаимосвязь генотипа Beijing и его основных кластеров с доминирующими Ser531Leu и Ser315Thr мутациями в rpoB и katG генах 
Статистическая обработка данных показала, что в общей выборке среди рифампицин-устойчивых клинических изолятов M. tuberculosis с подтвержденными мутациями в разных кодонах rpoB гена (n=335), ассоциированного с устойчивостью к рифампицину имеется значимая взаимосвязь между генотипом Beijing и наличием самой распространенной мутации в 531 кодоне Ser531Leu rpoB гена (p<0,0001) (таблица 14). Также среди МЛУ изолятов с мутациями в разных кодонах rpoB гена (n=305), Beijing изоляты по сравнению с non-Beijing генотипами M. tuberculosis, объединенными в одну группу продемонстрировали взаимосвязь с данной мутацией (p<0,0001; 95,5% (253/265) vs. 62,5% (25/40)). При сравнительном ассоциативном анализе между основными кластерами (94-32, 100-32, 99-32, 94-33, 96-32 и 96-145) и другими кластерами Beijing по отдельности не было выявлено статистически достоверной связи с часто встречающейся мутацией Ser531Leu rpoB гена, так как данная мутация встречалась в равном количестве среди изолятов данных кластеров (таблица 14) [9, c. 38]. 
Согласно статистическому анализу данных в разрезе групп, как среди впервые выявленных случаев (n=177), так и среди рецидивов (n=158) с подтвержденными мутациями в rpoB гене, были получены аналогичные результаты как в общей выборке образцов и была обнаружена связь между генотипом Beijing и мутацией Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена – p<0,0001; ОШ=16,0000; 95% ДИ: 4,9161-52,0740 и p<0,0001; ОШ=10,0769; 95% ДИ: 3,0575-33,2118, соответственно. Среди МЛУ изолятов с разными мутациями в rpoB гене в разрезе групп с новыми (n=151) и повторными случаями ТБ (n=154) также как и в общей выборке была выявлена ассоциация с мутацией Ser531Leu - p<0,0001; ОШ=15,3846; 95%ДИ: 4,3862-53,9611 и p=0,0001; ОШ=10,6667; 95%ДИ: 3,2024-35,5289, соответственно. При сравнительном анализе образцов в составе кластеров 94-32, 100-32, 99-32, 94-33, 96-32 и 96-145 с другими кластерами генотипа Beijing по отдельности не было найдено взаимосвязи с мутацией Ser531Leu rpoB гена, так как во всех вышеупомянутых кластерных группах образцы преимущественно имели данную мутацию (p>0,05) [9, c. 39; 12, p. 6].
Стоит отметить, что в нашей выборке образцов среди всех генотипов с идентифицированными мутациями в rpoB гене (n=335), рифампицин-устойчивые изоляты генотипа LAM имели довольно-таки значительную ассоциацию с мутацией His526Leu в 526 кодоне rpoB гена (p<0,0001; ОШ=88,0833; 95% ДИ: 22,9601-337,9205) [9, с. 33-39].
Похожие результаты были получены в разрезе изолятов с мутациями в rpoB гене, полученных от новых (n=177) и повторных случаев ТБ (n=158). В данных группах в 88,9% (8/9) и 75% (6/8) случаях рифампицин-резистентные изоляты, которые имели мутацию His526Leu в 526 кодоне rpoB гена были отнесены к генотипу LAM – p<0,0001; ОШ=141,3333; 95% ДИ: 15,9020-1256,1369 [12, p. 6] и p<0,0001; ОШ=61,2857; 95% ДИ: 10,4277-360,1889, соответственно [9, с. 33-39].
Ассоциативный анализ образцов продемонстрировал, что среди изониазид-устойчивых изолятов M. tuberculosis (n=405) с подтвержденными мутациями в генах ЛУ (katG, fabG-inhA и ahpC-oxyR) не имеется статистически значимая взаимосвязь между генотипом Beijing и присутствием основной мутации Ser315Thr в katG гене (p=0,3955; ОШ=2,8500; 95%ДИ: 0,2544-31,9267). Схожие результаты были получены при тестировании генотипа Beijing и других генотипов с мутацией Ser315Thr среди МЛУ изолятов с подтвержденными мутациями в генах ЛУ к изониазиду (n=309) (p=0,3197; ОШ=3,4231; 95%ДИ: 0,3032-38,6459). Среди изолятов генотипа Beijing, основные кластеры 94-32, 100-32, 99-32, 94-33, 96-32 и 96-145 по отдельности в сравнении с другими изолятами Beijing тоже не имели ассоциацию с широко распространенной мутацией Ser315Thr в katG гене, так как во всех вышеупомянутых группах образцы преимущественно имели данную мутацию (p>0,05) (таблица 14) [9, с. 33-41].  
Согласно сравнительному анализу в разрезе групп, основная часть изониазид-устойчивых образцов (свыше 97%) как среди новых (n=235) так и среди повторных случаев заболевания (n=170) имели мутацию Ser315Thr в katG гене независимо от того принадлежали они к генотипу Beijing или к другим генотипам M. tuberculosis. Cреди МЛУ изолятов с подтвержденными мутациями в генах ЛУ к изониазиду наблюдалась такая же тенденция среди новых (n=153) и повторных случаев ТБ (n=156) - p=0,2035; ОШ=6,1905; 95%ДИ: 0,3727-102,8157 и p=0,5828; ОШ=2,4775; 95%ДИ: 0,0973-63,0862, соответственно. В разрезе кластеров генотипа Beijing как среди впервые выявленных случаев, так и среди рецидивов была выявлена аналогичная тенденция с общей выборкой образцов, кластеры 94-32, 100-32, 99-32, 99-33 и 96-145 в сравнении с другими изолятами Beijing по отдельности не имели ассоциацию с основной мутацией Ser315Thr katG гена так как больше 98% образцов во всех группах показали эту мутацию [12, p. 7]. Статистически достоверная связь между кластером 96-32 и данной мутацией наблюдалась среди новых случаев заболевания (p=0,0395; ОШ=0,0233; 95% ДИ: 0,0006-0,8353). Возможно, на данный результат повлияло то, что в выборке образцов, выделенных от впервые выявленных случаев только один изолят принадлежал к кластеру 96-32, который также имел мутацию Ser315Thr katG гена. Среди рецидивов и в общей выборке было выявлено больше образцов относящихся к кластеру 96-32, однако ассоциации между данным кластером и мутацией Ser315Thr не было обнаружено [9, с. 33-41]. 
В итоге, среди рифампицин-устойчивых, а также мультирезистентных казахстанских изолятов M. tuberculosis в нашей выборке, мутация Ser531Leu в rpoB гене была ассоциирована с генотипом Beijing как в общей выборке, так и среди новых и повторных случаев ТБ (p<0,05). При ассоциативном исследовании доминирующих кластеров генотипа Beijing (94-32, 100-32, 94-33, 96-32, 96-145 и 99-32) с данной мутацией не было обнаружено никакой взаимосвязи, так как количество образцов с Ser531Leu мутацией rpoB гена было почти одинаковым в этих группах (p>0,05). Среди всех рифампицин-устойчивых образцов, также мутация His526Leu в 526 кодоне rpoB гена показала статистически достоверную ассоциацию с генотипом LAM в общей коллекции образцов, среди новых случаев и рецидивов (p<0,0001). Мутация Ser315Thr в katG гене не была связана с генотипом Beijing и его основными шестью кластерами среди изониазид-устойчивых, включая мультирезистентных изолятов M. tuberculosis в общей выборке, а также среди впервые выявленных случаев и рецидивов (p>0,05) и встречалась в идентичном количестве во всех исследуемых группах [9, с. 33-41]. 
Мутация Ser531Leu в rpoB гене также была ассоциирована с генотипом Beijing среди МЛУ-ТБ (p=0,027) в раннем казахстанском исследовании [23, р. 1161]. Согласно опубликованным данным, значительная разница в распространении мутации Ser531Leu среди изолятов генотипа Beijing и других генотипов M. tuberculosis наблюдалась и у изолятов выделенных из стран Восточной Европы, в частности из Украины и России (p(0,05) [199, р. 1; 210]. Среди изолятов M. tuberculosis из Восточно-Азиатских стран таких как Китай, Корея, Япония и Тайвань, наоборот, преобладание мутации Ser531Leu среди штаммов определенных генотипов не было замечено [211, 212]. Такая же тенденция была показана в недавней публикации для изолятов из Южной Азии [213]. Эти противоречивые данные указывают на то, что взаимосвязь мутации Ser531Leu rpoB гена, обуславливающей устойчивость к рифампицину и генотипа Beijing является региональным явлением. Это вероятно, обусловлено развитыми межстрановыми отношениями в нашем регионе и тесным региональным сотрудничеством. 
Мутация His526Leu (His445Leu в геноме M. tuberculosis) в 526 кодоне rpoB гена также была идентифицирована в геномах лекарственно-устойчивых казахстанских изолятов LAM (66,7%; 2/3) [214]. Согласно опубликованным работам, среди устойчивых изолятов из Псковской и Тульской областей России, образцы генотипа LAM в основном имели мутации в 516 кодоне rpoB гена [215, 216]. 
В ранее опубликованной казахстанской работе были определены значительные различия только между генотипом Beijing и изониазид-устойчивыми/рифампицин-чувствительными (INHr/RMPs) изолятами (p=0,012). В то время как мутация Ser315Thr в katG гене не показала взаимосвязь с генотипом Beijing среди мультирезистентного ТБ [23, р. 1161]. В Китае и в Украине не была найдена корреляция между наличием мутации Ser315Thr и генотипом Beijing [199, р. 1; 212, р. 3]. А в недавних публикациях, наблюдалась статистически достоверная взаимосвязь генотипа Beijing и мутации Ser315Thr katG гена среди изолятов, выделенных от ТБ пациентов из Московской области [210, р. PA3678] и ВИЧ-отрицательных больных ТБ из других областей России [217] (p>0,05).  
Результаты полногеномного секвенирования изолятов, выделенных от детей из России и Китая показали, что комбинация мутаций rpoB S531L+katG S315T преобладала среди российских МЛУ изолятов (81,6%; 31/38) по сравнению с китайскими МЛУ изолятами (40,7%; 11/27) (p=0,002), в частности субгруппы B0/W148 (81,3%) [218]. В нашей выборке среди МЛУ изолятов также большая часть (87,6%; 275/314) изолятов имела данную комбинацию мутаций, из них 91,3% (251/275) образцов принадлежали к генотипу Beijing, с доминированием кластера 94-32 (59,4%; 149/251).
Сравнительный анализ данных среди новых и повторных случаев ТБ
Сравнительный анализ данных клинических изолятов M. tuberculosis выделенных от впервые выявленных случаев и рецидивов показал, что генотип Beijing в значительной степени ассоциирован с повторными случаями заболевания в Казахстане (p<0,0001). Хотя, в исследовании Kubica et al. [19, р. 648], не была отмечена разница в частоте распространения генотипа Beijing среди новых случаев ТБ и рецидивов в Казахстане в 2001 г. (p=0,516).  Также в нашем исследовании, инфицирование лекарственно-устойчивыми формами ТБ, в том числе МЛУ-ТБ существенно взаимосвязано с повторными случаями ТБ нежели с новыми случаями заболевания (p<0,0001) [9, с. 24]. 
При сравнительном анализе данных не было обнаружено отличий в распространении мутации Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена ассоциированного с лекарственной устойчивостью к рифампицину среди рифампицин-устойчивых (p=0,9002; ОШ=1,0500; 95%ДИ: 0,4900-2,2501), а также мультирезистентных Beijing изолятов (p=0,6015; ОШ=1,3672; 95%ДИ: 0,4227-4,4220), выделенных от новых и повторных случаев заболевания. Также не было выявлено статистически значимых различий в распространении мутации His526Leu в 526 кодоне rpoB гена среди рифампицин-устойчивых изолятов LAM, полученных от впервые выявленных и повторных случаев ТБ (p=0,9607; ОШ=1,0370; 95%ДИ: 0,2438-4,4113) [9, с. 31-39]. 
Основные выводы по данному разделу 
В таблице 16 представлены самые значимые результаты статистического анализа данных, полученные в данном разделе. 
В нашем исследовании наиболее широко распространенный генотип Beijing был ассоциирован с лекарственной устойчивостью. Среди лекарственно-устойчивых изолятов, генотип Beijing был взаимосвязан с множественной лекарственной устойчивостью, наиболее опасной формой резистентности, обуславливающей устойчивость к самым эффективным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду [9, с. 25-26, c. 35]. 
Среди non-Beijing изолятов, в общей выборке образцов генотип LAM показал ассоциацию с ЛУ-ТБ, включая МЛУ-ТБ. Распространение генотипа LAM среди резистентных изолятов наблюдалось среди впервые выявленных случаев [9, с. 25-26, c. 35].  
Согласно классификации MLVA MtbC 15-9 в Казахстане распространены шесть основных кластеров Beijing, которые составили 65,2% (323/495) всех Beijing изолятов. Среди них, 52,5% (260/495) образцов принадлежали к Central Asian/Russian 94-32 кластеру. Оставшиеся изоляты были отнесены к 96-32 (3,03%; 15/495), 94-33 (2,82%; 14/495), 100-32 (2,42%; 12/495), 96-145 (2,22%; 11/495) и 99-32 (2,22%; 11/495) [9, с. 26-29]. 
Среди кластеров генотипа Beijing, самый распространенный Central Asian/Russian 94-32 кластер был связан с заболеванием лекарственно-устойчивыми штаммами M. tuberculosis в общей выборке образцов и среди рецидивов, а также с заболеванием мультирезистентным ТБ среди новых случаев. А кластер 94-15 был ассоциирован с заражением лекарственно-чувствительным ТБ в общей коллекции образцов и среди повторных случаев ТБ [9, с. 35-38].  
Среди рифампицин-устойчивых, а также мультирезистентных образцов с подтвержденными мутациями в rpoB гене, значительная ассоциация наблюдалась между самой распространенной мутацией Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена и генотипом Beijing. А мутация His526Leu в 526 кодоне гена была взаимосвязана с генотипом LAM [9, с. 33-39; 12, p. 6; 219].
Таблица 16 ‒ Статистически значимые результаты ассоциативных исследований в общей выборке, среди новых и повторных случаев ТБ 
	Гипотеза
	p-значение

	
	новые случаи (n=540)
	повторные случаи (n=219)
	общая выборка (n=759)

	Генотип Beijing ассоциирован с инфицированием ЛУ-ТБ
	p<0,0001*
	p<0,0001*
	p<0,0001*

	Генотип Beijing ассоциирован с инфицированием МЛУ-ТБ
	p<0,0001*
	p=0,0118*
	p<0,0001*

	Среди non-Beijing изолятов генотип LAM ассоциирован с ЛУ-ТБ
	p<0,0001*
	p=0,4077
	p<0,0001*

	Среди non-Beijing изолятов генотип LAM ассоциирован с МЛУ-ТБ
	p=0,0908
	p=0,0890
	p=0,018*

	Кластер 94-32 ассоциирован с инфицированием ЛУ-ТБ
	p=0,149
	p=0,0191*
	p=0,010*

	Кластер 94-32 ассоциирован с МЛУ-ТБ
	p=0,021*
	p=0,3097
	p=0,070

	Кластер 94-15 ассоциирован с заражением чувствительным ТБ
	p=0,8682
	p=0,0283*
	p=0,0100*

	Генотип Beijing ассоциирован с мутацией Ser531Leu rpoB гена среди рифампицин-устойчивых изолятов
	p<0,0001*
	p<0,0001*
	p<0,0001*

	Генотип Beijing ассоциирован с мутацией Ser531Leu rpoB гена среди мультирезистентных изолятов
	p<0,0001*
	p=0,0001*
	p<0,0001*

	Генотип LAM ассоциирован с мутацией His526Leu rpoB гена среди рифампицин-устойчивых изолятов
	p<0,0001*
	p<0,0001*
	p<0,0001*

	* ‒ статистически значимый результат.
Примечание – Составлено по источнику [9, с. 23-41].


3.2.5 Взаимосвязь генотипа Beijing и его доминирующих кластеров с клинико-эпидемиологическими данными в Казахстане
В данном разделе был проведен сравнительный анализ данных по полу и возрасту между пациентами, инфицированными генотипом Beijing в сопоставлении с другими генотипами M. tuberculosis, объединенными в одну группу (non-Beijing), а также между больными ТБ, зараженными основными шестью кластерами генотипа Beijing (94-32, 99-32, 94-33, 96-32, 96-145 и 100-32) в сравнении с другими изолятами Beijing, объединенными в одну группу. Для того чтобы исследовать какие клинические формы ТБ вызваны лекарственно-устойчивыми штаммами M. tuberculosis был выполнен ассоциативный анализ выявленных диагнозов с различными формами лекарственной устойчивости. Дополнительно был осуществлен статистический анализ взаимосвязи клинических форм ТБ с генотипом Beijing и его доминирующими кластерами (94-32, 99-32, 94-33, 96-32, 96-145 и 100-32) [9, с. 23-42]. 
Статистическая обработка данных в нашем исследовании была проведена как для общей выборки образцов, так и в разрезе образцов, выделенных от новых и повторных случаев заболевания для определения особенностей полученных результатов в данных группах [9, с. 35]. 
Распределение генотипа Beijing и его основных кластеров в разрезе групп по возрасту и полу
В нашей работе средний возраст больных ТБ составил 37,4 лет. ТБ пациенты среди новых случаев были статистически моложе по сравнению с больными ТБ среди рецидивов, средний возраст составил 35,9 лет и 41,2 лет, соответственно (p=0,0001). Средний возраст пациентов был ниже среди новых случаев как среди мужчин и женщин в целом, так и в разрезе групп пациентов, зараженных Beijing и non-Beijing генотипами. А среди основных кластеров Beijing, пациенты с новыми случаями, которые инфицированы кластером 94-32 были статистически моложе, чем больные с рецидивами (p=0,0295) (таблица 17). Исследования показывают, что после успешного лечения повторно туберкулезом болели через 1-5 лет [220], что в свою очередь подтверждает, что возраст ТБ пациентов чуть выше среди рецидивов [9, с. 23]. 

При сравнении среднего возраста больных туберкулезом по половому признаку, женщины были статистически моложе в сопоставлении с мужчинами в общей выборке образцов (36,3 лет vs. 38,1 лет, p=0,02642). Женщины также были моложе среди зараженных генотипом Beijing в общей выборке (35,1 лет vs. 37,6 лет, p=0,0232) (таблица 18) и среди рецидивов (35,7 лет vs. 41 лет p=0,00854), но не среди впервые выявленных случаев. Среди доминирующих кластеров Beijing, средний возраст женщин у которых был выявлен самый многочисленный кластер 94-32 был статистически моложе, чем у мужчин - 34,1 лет и 38,3 лет, соответственно (p=0,01928) (таблица 18) [9, с. 23]. 
Среди пациентов с повторными случаями, зараженных non-Beijing генотипами средний возраст был выше в отличии от индивидуумов, у которых идентифицировали генотип Beijing - 46,6 лет и 39,7 лет, соответственно (p=0,00544). Интересно отметить, что среди зараженных non-Beijing генотипами, женщины с рецидивами были старше, чем мужчины – 50,7 лет и 44,8 лет, соответственно (p=0,22246). Вероятно, среди зараженных non-Beijing генотипами повторная заболеваемость ТБ у женщин в более позднем возрасте, чем у мужчин может быть объяснено тем фактом, что пациенты с ТБ женского пола живут дольше, чем мужчины. В недавнем казахстанском ретроспективном когортном исследовании с использованием медицинских данных в Единой национальной электронной системе здравоохранения за 2014-2019 гг. было показано, что вероятность выживаемости была выше у больных ТБ женского пола по сравнению с мужчинами [221]. В работе Chidambaram et al. [222] высокая смертность от всех причин наблюдалась также у мужчин, чем у женщин. Гендерные различия в выживаемости были объяснены тем, что женщины чаще обращались за медицинской помощью и реже отказывались от лечения в отличии от мужчин [223].   
Таблица 17 – Сравнительный анализ данных по возрасту среди новых и повторных случаев заболевания 
	Средний возраст, лет
	Общая выборка (n=759)
	Новые

случаиа (n=540)
	Повторные случаиа (n=219)
	t-критерийа
	Средняя разница (95% ДИ)a
	p-значениеa

	Средний возраст
	37,4(15,2
	35,9(15,3
	41,2(14
	4,4118
	-5,30 (-7,66; -2,94)
	0,0001*

	мужчины (n/nT)
	38,1(14,6 (491/759)
	36,2(14,8 (331/540)
	41,8(13,4 (160/219)
	4,0155
	-5,56 (-8,28; -2,84)
	0,0001*

	женщины (n/nT)
	36,3(16,1 (268/759)
	35,3(16,1(209/540)
	39,5(15,5 (59/219)
	1,7687
	-4,19 (-8,85; 0,47)
	0,0781

	Зараженные Beijing
	36,8(14,5 (495/759)
	35,2(14,8 (324/540)
	39,7(13,4 (171/219)
	3,2543
	-4,43 (-7,10; -1,75)
	0,0012*

	мужчины (n/nT)
	37,6(14,1 (326/495)
	35,5(14,4 (199/324)
	41(13 (127/171)
	3,5286
	-5,57 (-8,67; -2,46)
	0,0005*

	женщины (n/nT)
	35,1(15,1 (169/495)
	34,9(15,6 (125/324)
	35,7(13,7 (44/171)
	0,3178
	-0,85 (-6,11; 4,42)
	0,7510

	Зараженные Beijing 94-32
	36,9(14,3 (260/495)
	35,1(14,4 (163/260)
	39,8(13,5 (97/260)
	2,2311
	4,20 (0,49; 7,90)
	0,0295*

	мужчины (n/nT)
	38,3(14 (176/260)
	36(13,4 (104/163)
	41,5(14,2 (72/97)
	2,6061
	-5,51 (-9,69; -1,34)
	0,0100*

	женщины (n/nT)
	34,1(14,4 (84/260)
	33,6(16 (59/163)
	35,04(9,8 (25/97)
	0,4013
	-1,40 (-8,32; 5,52)
	0,6893

	Зараженные non-Beijing
	38,7(16,2 (264/759)
	36,9(16 (216/540)
	46,6(14,7 (48/219)
	3,8603
	-9,76 (-14,74; -4,78)
	0,0001*

	мужчины (n/nT)
	38,9(15,5 (165/264)
	37,4(15,4 (132/216)
	44,8(14,3 (33/48)
	2,4860
	-7,39 (-13,25; -1,52)
	0,0139*

	женщины (n/nT)
	38,2(17,4 (99/264)
	36(16,9 (84/216)
	50,7(15 (15/48)
	3,1109
	-14,64 (-23,98; -5,30)
	0,0024*

	* ‒ статистически значимый результат.
Примечания:

1. n/nT – количество/общее количество в выборке.
2. Составлено по источнику [9, с. 23-41].


Таблица 18 – Сравнительный анализ данных по полу в общей выборке 
	Средний возраст, лет
	Общая выборка (n=759)
	U-критерий
	Z-критерий
	p-значение

	мужчины (n/nT)
женщины (n/nT)
	38,1(14,6 (491/759)

36,3(16,1 (268/759)
	59392,5
	2,22
	0,02642*

	Зараженные Beijing
Зараженные non-Beijing
	36,8(14,5 (495/759)

38,7(16,2 (264/759)
	61701,5
	-1,26
	0,20766

	Зараженные Beijing

	мужчины (n/nT)
женщины (n/nT)
	37,6(14,1 (326/495)

35,1(15,1 (169/495)
	24126,5
	2,27
	0,0232*

	Зараженные Beijing 94-32

	мужчины (n/nT)
женщины (n/nT)
	38,3(14 (176/260)
34,1(14,4 (84/260)
	6063,5
	2,34
	0,01928*

	Зараженные non-Beijing

	мужчины (n/nT)
женщины (n/nT)
	38,9(15,5 (165/264)

38,2(17,4 (99/264)
	7710
	0,76
	0,44726

	* ‒ статистически значимый результат.
Примечания:

1. n/nT – количество/общее количество в выборке.
2. Составлено по источнику [9, с. 23-41].


В целом, 66,4% (504/759) всех больных ТБ были наиболее работоспособного возраста от 18 до 44 лет. Это отмечается в ~67% случаев во всех исследуемых группах, то есть в группах больных туберкулезом, зараженных генотипом Beijing и non-Beijing генотипами M. tuberculosis, а также кластерами Beijing 94-32, 96-32, 94-33, 100-32, 99-32, 96-145 и другими Beijing (таблица 12). В разрезе групп больных ТБ с впервые выявленными случаями и рецидивами наблюдалась похожая тенденция, как и в общей выборке, и большая часть больных в исследуемых группах была в возрасте 18-44 лет [9, с. 23-28]. 

Согласно нашим данным, в возрастной категории 18-44 лет (n=504), заражение генотипом Beijing встречалось в 2,1 раза чаще по сравнению с non-Beijing генотипами M. tuberculosis (67,7% vs. 32,3%; p=0,053). Это подтверждается и в других работах, так генотип Beijing также был взаимосвязан с инфицированием больных ТБ молодого возраста от 21 до 40 лет [224] и от 18 до 44 лет [225]. При анализе образцов, выделенных от новых и повторных случаев ТБ была определена статистически достоверная ассоциация генотипа Beijing с возрастной группой от 18 до 44 лет только среди рецидивов (p=0,008), среди новых случаев данная взаимосвязь не найдена (p=0,256). Это может быть объяснено тем, что в целом в настоящем исследовании среди рецидивов было выявлено больше изолятов Beijing, чем среди впервые выявленных случаев (p<0,0001). Среди пациентов, зараженных основными кластерами Beijing (94-32, 96-32, 94-33, 100-32, 99-32, 96-145) не обнаружена взаимосвязь определенного кластера с возрастной группой 18-44 как в общей выборке, так и среди впервые выявленных случаев и рецидивов [9, с. 23-28].
Ассоциативный анализ также в исследуемых выборках (общая выборка, новые и повторные случаи) не выявил значительных результатов среди других возрастных групп при сравнении больных ТБ, зараженных генотипами Beijing и non-Beijing, а также в сопоставлении пациентов с доминирующими 6 кластерами Beijing и другими Beijing изолятами [9, с. 23-28]. 

В нашем исследовании 64,7% (491/759) исследуемых образцов M. tuberculosis были выделены от пациентов мужского пола. Соотношение мужчин:женщин в общей выборке соответствовало 1,8:1. В разрезе групп, больше мужчин было среди повторных случаев ТБ в сравнении с новыми случаями, так соотношение мужчин и женщин 2,7:1 и 1,6:1, соответственно (p=0,0023) [9, с. 23-28]. 

В целом, пациенты мужского пола преобладали почти среди всех групп больных ТБ, зараженных генотипом Beijing, в том числе кластерами Beijing 94-32, 96-32, 94-33, 100-32, 99-32 и другими Beijing, а также non-Beijing генотипами. Исключение составляют изоляты кластера Beijing 96-145, которые были незначительно больше обнаружены у женщин (54,5%; 6/11), чем у мужчин (45,5%; 5/11) (таблица 12). Преобладание мужчин среди больных ТБ было ожидаемым, так как в мире наблюдаются различия по полу в заболеваемости ТБ и согласно данным ВОЗ, на каждую женщину регистрируется 1,8 случаев заболевания среди мужчин [226]. В разрезе групп пациентов с новыми и повторными случаями заболевания, зараженными non-Beijing генотипами M. tuberculosis, а также генотипом Beijing и его различными кластерами наблюдалась почти такая же тенденция по распределению образцов по полу, как и в общей выборке [9, с. 23-28].
Взаимосвязь клинических форм ТБ с лекарственной устойчивостью

В нашей работе, ИТЛ был основным диагнозом, который был определен во всех группах - среди больных ТБ у которых был идентифицирован генотип Beijing (86,3%; 427/495), включая кластеры Beijing 94-32 (86,9%; 226/260), 96-32 (86,6%; 13/15), 94-33 (78,57%; 11/14), 100-32 (91,7%; 11/12), 99-32 (90,9%; 10/11) и другие Beijing (86,6%; 149/172), а также non-Beijing M. tuberculosis (86,4%; 228/226) (таблица 12). Несмотря на то, что среди впервые выявленных случаев наблюдалось в 2 раза больше клинических форм ТБ, среди повторных случаев ИТЛ также был самой распространенной клинической формой ТБ [9, с. 23, с. 39-41]. ИТЛ в настоящее время является одним из самых распространенных клинических форм туберкулеза и диагностируется в 65-75% среди новых и в 70-85% среди повторных случаев заболевания [24, р. 119].
Статистический анализ клинических форм туберкулеза с различными формами лекарственной устойчивости в нашем исследовании показал значимую ассоциацию фиброзно-кавернозного туберкулеза (ФКТ) с инфицированием резистентными изолятами M. tuberculosis в общей выборке образцов (n=759) (p=0,0019; ОШ=3,3801; 95% ДИ: 1,5692-7,2807). Среди резистентных изолятов была найдена взаимосвязь ФКТ с мультирезистентной формой ТБ (p=0,0054; ОШ=3,2453; 95% ДИ: 1,4167-7,4345) (таблица 19). Однако, в разрезе групп, как среди впервые выявленных случаев (n=540), так и среди рецидивов (n=219) не было выявлено ассоциации между ФКТ и инфицированием резистентными, в том числе мультирезистентными M. tuberculosis изолятами (p>0,05) [9, c. 39, c. 40]. ФКТ и появляющиеся при данной клинической форме ТБ осложнения в 75-80% случаях являются причиной смерти больных ТБ [227] и согласно литературным данным, среди пациентов с ФКТ в подавляющем большинстве случаев диагностируется ТБ с МЛУ или ШЛУ [24, р. 128]. В нашем исследовании, ФКТ был вторым по количеству выявленным диагнозом среди больных ТБ после ИТЛ (7%; 53/759) и среди пациентов с ФКТ изоляты с МЛУ были идентифицированы в 71,7% (38/53) случаях [9, с. 23, с. 39-42].  

В общей выборке образцов (n=759), диссеминированный ТБ не был взаимосвязан с ЛУ-ТБ при сравнении с чувствительным ТБ. Но, когда лекарственно-устойчивые изоляты были поделены на образцы с МЛУ и изоляты с другой ЛУ (моно- и/или полирезистентный ТБ) была обнаружена ассоциация диссеминированного ТБ с другой ЛУ (p=0,0295; ОШ=0,0407; 95% ДИ: 0,0023-0,7274). Это вероятно может быть объяснено тем, что все ЛУ изоляты (n=6; 100%), выделенные от пациентов с диссеминированным ТБ имели моно- и/или полирезистентную устойчивость (таблица 19). В разрезе групп диссеминированный ТБ не был диагностирован среди повторных случаев заболевания. А среди новых случаев наблюдалась тенденция взаимосвязи данной клинической формы ТБ с другой ЛУ (4,2% vs. 0%; p=0,0666; ОШ=0,0672; 95% ДИ: 0,0037-1,2030) [9, с. 23, 39-42]. 

Инфицирование чувствительными штаммами M. tuberculosis наблюдалось среди пациентов с очаговым ТБ, чем среди больных с другими диагнозами и данная взаимосвязь была статистически достоверной (p=0,0072; ОШ=0,1212; 95% ДИ: 0,0260-0,5651) (таблица 19). В разрезе групп очаговый ТБ был ассоциирован с чувствительной формой ТБ среди впервые выявленных случаев (p=0,0254; ОШ=0,1723; 95% ДИ: 0,0369-0,8050), а среди рецидивов пациентов с очаговым ТБ не было [9, c. 41]. Согласно опубликованным данным, очаговый ТБ встречается в 5-10% случаях среди новых случаев [24, с. 117]. Для данной клинической формы ТБ свойственно малосиптомное клиническое течение, поэтому очаговый ТБ в основном выявляется при скрининговых флюрографических обследованиях населения [24, с. 117]. В нашей работе, очаговый ТБ был диагностирован в 1,44% (11/759) случаях и в 81,8% (9/11) случаях пациенты с очаговым ТБ были заражены чувствительными изолятами M. tuberculosis.  

Остальные клинические формы ТБ такие как ИТЛ, туберкулезный плеврит, казеозная пневмония, цирротический ТБ, первичный ТБ комплекс и миллиарный ТБ не показали статистически значимых ассоциаций с лекарственно-устойчивым, включая мультирезистентным ТБ или лекарственно-чувствительным ТБ (таблица 19). В разрезе групп как среди новых так и среди повторных случаев ТБ также не было идентифицировано статистически важных взаимосвязей упомянутых клинических форм ТБ с разными структурами ЛУ (p>0,05) [9, c. 41, c. 42].

Взаимосвязь клинических форм ТБ с генотипом Beijing и его основными кластерами
Статистический анализ данных между различными клиническими формами ТБ и генотипами M. tuberculosis определил, что пациенты с туберкулезным плевритом были в 2,7 раз больше заражены non-Beijing генотипами, чем генотипом Beijing в общей выборке образцов (3,8% vs. 1,4%; p=0,0430; ОШ=0,3643; 95% ДИ: 0,1371-0,9686) (таблица 20). В разрезе групп в сопоставлении с другими диагнозами была выявлена тенденция ассоциации туберкулезного плеврита с non-Beijing генотипами среди впервые выявленных случаев (p=0,0714; ОШ=0,3887; 95% ДИ: 0,1391-1,0857), среди рецидивов данная взаимосвязь не была найдена (p=0,9230; ОШ=0,8534; 95% ДИ: 0,0342-21,2841) [9, с. 39-42]. Литературные данные показывают, что туберкулезный плеврит среди новых случаев диагностируется в 3-6% случаях, он часто выявляется у детей, подростков и индивидуумов молодого возраста и имеет разнообразную клиническую картину [24, с. 129]. В нашем исследовании туберкулезный плеврит был диагностирован у 2,23% (17/759) больных ТБ, среди пациентов с данным диагнозом в основном (88,2%; 15/17) были лица 15-40 лет. 58,8% (10/17) изолятов, выделенных от пациентов с туберкулезным плевритом были отнесены к non-Beijing генотипам [9, с. 23].  

Таблица 19 – Ассоциативные исследования взаимосвязи клинических форм ТБ с лекарственной устойчивостью в общей выборке образцов 
	Диагнозы
	Устойчи- вый ТБ
	Чувствитель- ный ТБ
	ОШ
	95%ДИ
	p
	МЛУ
	Другая ЛУ
	ОШ
	95%ДИ
	p

	Диссеминированный ТБ

Другие диагнозы
	6 (1,2%)

480 (98,8%)
	8 (2,9%)

265 (97,1%)
	0,4141

	0,1422-1,2061

	0,1060

	0

314 (100%)
	6 (3,5%)

166 (96,5%)
	0,0407

	0,0023-0,7274

	0,0295*

	ФКТ

Другие диагнозы
	45 (9,3%)

441 (90,7%)
	8 (2,9%)

265 (97,1%)
	3,3801
	1,5692-7,2807
	0,0019*
	38 (12,1%)

276 (87,9%)
	7 (4,1%)

165 (95,9%)
	3,2453
	1,4167-7,4345
	0,0054*

	Очаговый ТБ

Другие диагнозы
	2 (0,4%)

484 (99,6%)
	9 (3,3%)

264 (96,7%)
	0,1212
	0,0260-0,5651
	0,0072*
	1 (0,3%)

313 (99,7%)
	1 (0,6%)

171 (99,4%)
	0,5463
	0,0340-8,7897
	0,6697

	ИТЛ

Другие диагнозы
	415 (85,4%)

71 (14,6%)
	240 (87,9%)

33 (12,1%)
	-
	-
	0,379
	262 (83,4%)

52 (16,6%)
	153 (89%)

19 (11%)
	-
	-
	0,108

	Туберкулезный плеврит

Другие диагнозы
	10 (2,1%)

476 (97,9%)
	7 (2,6%)

266 (97,4%)
	0,7983

	0,3004-2,1217

	0,6515

	6 (1,9%)

308 (98,1%)
	4 (2,3%)

168 (97,7%)
	0,8182
	0,2277-2,9400
	0,7585

	Казеозная пневмония

Другие диагнозы
	2 (0,4%)

484 (99,6%)
	0

273 (100%)
	2,8225
	0,1350-59,0071
	0,5035
	2 (0,6%)

312 (99,4%)
	0

172 (100%)
	2,7600
	0,1317-57,8201
	0,5130

	Цирротический ТБ 

Другие диагнозы
	1 (0,2%)

485 (99,8%)
	0

273 (100%)
	1,6900
	0,0686-41,6304
	0,7482
	1 (0,3%)

313 (99,7%)
	0

172 (100%)
	1,6507
	0,0669-40,7422
	0,7593

	Первичный ТБ комплекс

Другие диагнозы
	3 (0,6%)

483 (99,4%)
	0

273 (100%)
	3,9597

	0,2038-76,9465

	0,3633

	2 (0,6%)

312 (99,4%)
	1 (0,6%)

171 (99,4%)
	1,0962
	0,0987-12,1769
	0,9404

	Милиарный ТБ

Другие диагнозы
	2 (0,4%)

484 (99,6%)
	1 (0,4%)

272 (99,6%)
	1,1240
	0,1014-12,4529
	0,9241
	2 (0,6%)

312 (99,4%)
	0

172 (100%)
	2,7600
	0,1317-57,8201
	0,5130

	* ‒ статистически значимый результат.
Примечания:
1. - не были высчитаны данные значения в программе SPSS.
2. Составлено по источнику [9, c. 40].


Таблица 20 – Статистический анализ взаимосвязи разных генотипов M. tuberculosis, в том числе кластеров Beijing 94-32 и 100-32 с клиническими формами ТБ в общей выборке 
	Диагнозы
	Beijing
	Non-Beijing
	94-32
	Другие Beijing
	100-32
	Другие Beijing

	Диссеминированный ТБ

Другие диагнозы
	9 (1,8%)

486 (98,2%)
	5 (1,9%)

259 (98,1%)
	5 (1,9%)

255 (98,1%)
	4 (1,7%)

231 (98,3%)
	0

12 (100%)
	9 (1,9%)

474 (98,1%)

	Статистика
	p=0,9411;

ОШ=0,9593; 95%ДИ=0,3182-2,8921
	p=0,8543;

ОШ=1,1324; 95%ДИ=0,3004-4,2678
	p=0,6398;

ОШ=1,9979; 95%ДИ=0,1101-36,2662

	ФКТ
Другие диагнозы
	40 (8,1%)

455 (91,9%)
	13 (4,9%)

251 (95,1%)
	22 (8,5%)

238 (91,5%)
	18 (7,7%)

217 (92,3%)
	1 (8,3%)

11 (91,7%)
	39 (8,1%)

444 (91,9%)

	Статистика
	p=0,134
	p=0,869
	p=0,9741;

ОШ=1,0350; 95%ДИ=0,1302-8,2279

	ИТЛ

Другие диагнозы
	427 (86,3%)

68 (13,7%)
	228 (86,4%)

36 (13,6%)
	226 (86,9%)

34 (13,1%)
	201 (85,5%)

34 (14,5%)
	11 (91,7%)

1 (8,3%)
	416 (86,1%)

67 (13,9%)

	Статистика
	p=1,0000


	p=0,696

	p=0,5870;

ОШ=1,7716; 95%ДИ=0,2250-13,9468

	Очаговый ТБ

Другие диагнозы
	4 (0,8%)

491 (99,2%)
	7 (2,7%)

257 (97,3%)
	2 (0,8%)

258 (99,2%)
	2 (0,9%)

233 (99,1%)
	0

12 (100%)
	4 (0,8%)

474 (99,2)

	Статистика
	p=0,0560;

ОШ=0,2991; 95%ДИ=0,0868-1,0312
	p=0,9191;

ОШ=0,9031; 95%ДИ=0,1262-6,4628
	p=0,3395;

ОШ=4,2622; 95%ДИ=0,2175-83,5178

	Туберкулезный плеврит

Другие диагнозы
	7 (1,4%)

488 (98,6%)
	10 (3,8%)

254 (96,2%)
	3 (1,2%)

257 (98,8%)
	4 (1,7%)

231 (98,3%)
	0

12 (100%)
	7 (1,4%)

476 (98,6%)

	Статистика
	p=0,0430*;

ОШ=0,3643; 95%ДИ=0,1371-0,9686
	p=0,6082;

ОШ=0,6741; 95%ДИ=0,1493-3,0439
	p=0,5309;

ОШ=2,5413; 95%ДИ=0,1374-46,9939

	Казеозная пневмония

Другие диагнозы
	2 (0,4%)

493 (99,6%)
	0

264 (100%)
	1 (0,4%)

259 (99,6%)
	1 (0,4%)

234 (99,6%)
	0

12 (100%)
	2 (0,4%)

481 (99,6%)

	Статистика
	p=0,5251;

ОШ=2,6798; 95%ДИ=0,1282-56,0277
	p=0,9429;

ОШ=0,9035; 95%ДИ=0,0562-14,5266
	p=0,1950;

ОШ=7,7040; 95%ДИ=0,3513-168,9568

	Цирротический ТБ

Другие диагнозы
	1 (0,2%)

494 (99,8%)
	0

264 (100%)
	1 (0,4%)

259 (99,6%)
	0 
235 (100%)
	0

12 (100%)
	1 (0,2%)

482 (99,8%)

	Статистика
	p=0,7724;

ОШ=1,6047; 95%ДИ=0,0651-39,5298
	p=0,5403;

ОШ=2,7225; 95%ДИ=0,1104-67,1608
	p=0,1234;

ОШ=12,8667; 95%ДИ=0,4991-331,6855

	Первичный ТБ комплекс

Другие диагнозы
	3 (0,6%)

492 (99,4%)
	0

264 (100%)
	0

260 (100%)
	3 (1,3%)

232 (98,7%)
	0

12 (100%)
	3 (0,6%)

480 (99,4%)

	Статистика
	p=0,3817;

ОШ=3,7594; 95%ДИ=0,1934-73,0587
	p=0,1739;

ОШ=0,1275; 95%ДИ=0,0066-2,4816
	p=0,2684;

ОШ=5,4914; 95%ДИ=0,2691-112,0748

	Милиарный ТБ

Другие диагнозы
	2 (0,4%)

493 (99,6%)
	1 (0,4%)

263 (99,6%)
	0

260 (100%)
	2 (0,9%)

233 (99,1%)
	0

12 (100%)
	2 (0,4%)

481 (99,6%)

	Статистика
	p=0,9579;

ОШ=1,0669; 95%ДИ=0,0963-11,8219
	p=0,2680;

ОШ=0,1793; 95%ДИ=0,0086-3,7535
	p=0,1950;

ОШ=7,7040; 95%ДИ=0,3513-168,9568

	* ‒ статистически значимый результат.
Примечание – Составлено по источнику [9, с. 23, с. 39-42].


Среди основных кластеров генотипа Beijing, при сравнительном анализе кластера 99-32 с другими Beijing изолятами была показана ассоциация туберкулезного плеврита, а также цирротического ТБ с другими Beijing (p<0,05) у пациентов с рецидивами. Однако, на данный результат скорее всего повлияло то, что среди повторных случаев в выборке было всего по одному пациенту с данными клиническими формами ТБ, у которых выделили изолят M. tuberculosis не кластера 99-32 генотипа Beijing (в обоих случаях изолят вошедший в группу «другие Beijing» был отнесен к кластеру 94-32). Среди новых случаев, пациентов с цирротическим ТБ не было, а в общей выборке образцов данная взаимосвязь не подтвердилась (таблица 21). А в случае с туберкулезным плевритом как среди впервые выявленных больных так и в общей выборке образцов (таблица 21), ассоциация с другими Beijing изолятами не была определена (p>0,05) [9, с. 23, с. 39-42]. 
Среди основных кластеров генотипа Beijing в общей выборке образцов, первичный туберкулезный комплекс показал взаимосвязь с кластерами 94-33 (p=0,0204; ОШ=18,4231; 95% ДИ: 1,5694-216,2672) и 96-145 (p=0,0119; ОШ=24,1000; 95% ДИ: 2,0165-288,0242) (таблица 21), хотя, стоит отметить, что в общей выборке было всего три пациента с первичным ТБ комплексом и в целом данная клиническая форма с генотипом Beijing ассоциацию не определила. Среди повторных случаев, пациентов с первичным ТБ комплексом не было, а среди впервые выявленных случаев определена взаимосвязь первичного ТБ комплекса с кластерами 94-33 (9,1% vs. 0,6%; p=0,0302; ОШ=15,5500; 95% ДИ: 1,3000-186,0055) и 96-145 (16,7% vs. 0,6%; p=0,0081; ОШ=31,6000; 95% ДИ: 2,4480-407,9163) [9, с. 23, с. 39-42]. 

В некоторых российских исследованиях, генотип Beijing был ассоциирован с фиброзно-кавернозным, диссеминированным ТБ, а также с казеозной пневмонией [228]. Среди повторных случаев ТБ в Иркутске (Восточная Сибирь) больные с ФКТ были чаще заражены субгруппой Beijing B0/W148, основная часть которой состоит из кластера Beijing 100-32. Также диссеминированный ТБ был больше выявлен в группе пациентов с B0/W148 по сравнению с другими генотипами (37,5% vs. 15,7%), которая была взаимосвязана с высоким показателем коинфекции с ВИЧ (56,3%) [229]. А в нашем исследовании почти у всех зараженных генотипом Beijing 100-32 (91,7%; 11/12) был диагностирован ИТЛ и только у одного (8,3%; 1/12) был ФКТ. 

В другой недавней публикации [230] диссеминированный ТБ не показал корреляцию с определенным генотипом M. tuberculosis, в том числе с генотипом Beijing в Омской области (Западная Сибирь). В нашем исследовании диссеминированный ТБ, а также другие клинические формы ТБ такие как ФКТ, казеозная пневмония, ИТЛ, очаговый ТБ и милиарный ТБ не имели статистически достоверной взаимосвязи с генотипом Beijing и его основными кластерами как в общей выборке (таблицы 20, 21), так и среди новых и повторных случаев ТБ (p>0,05) [9, с. 41-42].
Таблица 21 – Статистический анализ взаимосвязи кластеров Beijing 99-32, 94-33, 96-32 и 96-145 с клиническими формами ТБ в общей выборке 
	Диагнозы
	99-32
	Другие Beijing
	94-33
	Другие Beijing
	96-32
	Другие Beijing
	96-145
	Другие Beijing

	Диссеминированный ТБ

Другие диагнозы
	0

11 (100%)
	9 (1,9%)

475 (98,1%)
	1 (7,1%)

13 (92,9%)
	8 (1,7%)

473 (98,3%)
	1 (6,7%)

14 (93,3%)
	8 (1,7%)

472 (98,3%)
	0

11 (100%)
	9 (1,9%)

475 (98,1%)

	Статистика

	p=0,5996;

ОШ=2,1762; 95%ДИ=0,1193-39,6852
	p=0,1675;

ОШ=4,5461; 95%ДИ=0,5294-39,0712
	p=0,1889;

ОШ=4,2143; 95%ДИ=0,4930-36,0264
	p=0,5996;

ОШ=2,1762; 95%ДИ=0,1193-39,6852

	ФКТ

Другие диагнозы
	0

11 (100%)
	40 (8,3%)

444 (91,7%)
	1 (7,1%)

13 (92,9%)
	39 (8,1%)

442 (91,9%)
	1 (6,7%)

14 (93,3%)
	39 (8,1%)

441 (91,9%)
	2 (18,2%)

9 (81,8%)
	38 (7,9%)

446 (92,1%)

	Статистика
	p=0,6108;

ОШ=0,4772; 95%ДИ=0,0276-8,2470
	p=0,8961;

ОШ=0,8718; 95%ДИ=0,1111-6,8412
	p=0,8386;

ОШ=0,8077; 95%ДИ=0,1035-6,3058
	p=0,2307;

ОШ=2,6082; 95%ДИ=0,5439-12,5065

	ИТЛ

Другие диагнозы
	10 (90,9%)

1 (9,1%)
	417 (86,2%)

67 (13,8%)
	11 (78,6%)

3 (21,4%)
	416 (86,5%)

65 (13,5%)
	13 (86,7%)

2 (13,3%)
	414 (86,2%)

66 (13,8%)
	7 (63,6%)

4 (36,4%)
	420 (86,8%)

64 (13,2%)

	Статистика
	p=0,6537;

ОШ=1,6067; 95%ДИ=0,2024-12,7557
	p=0,4021;

ОШ=0,5729; 95%ДИ=0,1557-2,1088
	p=0,9632;

ОШ=1,0362; 95%ДИ=0,2296-4,6965
	p=0,0392*;

ОШ=0,2667; 95%ДИ=0,0759-0,9367

	Очаговый ТБ

Другие диагнозы
	0

11 (100%)
	4 (0,8%)

480 (99,2%)
	0

14 (100%)
	4 (0,8%)

477 (99,2%)
	0

15 (100%)
	4 (0,8%)

476 (99,2%)
	0

11 (100%)
	4 (0,8%)

480 (99,2%)

	Статистика
	p=0,3;

ОШ=4,6425; 95%ДИ=0,2359-91,3785
	p=0,3917;

ОШ=3,6590; 95%ДИ=0,1881-71,1887
	p=0,4168;

ОШ=3,4158; 95%ДИ=0,1761-66,2654
	p=0,3126;

ОШ=4,6425; 95%ДИ=0,2359-91,3785

	Туберкулез ный плеврит

Другие диагнозы
	1 (9,1%)

10 (90,9%)
	6 (1,2%)

478 (98,8%)
	0

14 (100%)
	7 (1,5%)

474 (98,5%)
	0

15 (100%)
	7 (1,5%)

473 (98,5%)
	1 (9,1%)

10 (90,9%)
	6 (1,2%)

478 (98,8%)

	Статистика
	p=0,0654;

ОШ=7,9667; 95%ДИ=0,8759-72,4571
	p=0,5993;

ОШ=2,1816; 95%ДИ=0,1188-40,0498
	p=0,6316;

ОШ=2,0366; 95%ДИ=0,1113-37,2774
	p=0,0654;

ОШ=7,9667; 95%ДИ=0,8759-72,4571

	Казеозная пневмония

Другие диагнозы
	0

11 (100%)
	2 (0,4%)

482 (99,6%)
	0

14 (100%)
	2 (0,4%)

479 (99,6%)
	0

15 (100%)
	2 (0,4%)

478 (99,6%)
	0

11 (100%)
	2 (0,4%)

482 (99,6%)

	Статистика
	p=0,1776;

ОШ=8,3913; 95%ДИ=0,3810-184,8271
	p=0,2294;

ОШ=6,6138; 95%ДИ=0,3036-144,0549
	p=0,2464;

ОШ=6,1742; 95%ДИ=0,2843-134,1077
	p=0,1776;

ОШ=8,3913; 95%ДИ=0,3810-184,8271

	Цирротический ТБ

Другие диагнозы
	0

11 (100%)
	1 (0,2%)

483 (99,8%)
	0

14 (100%)
	1 (0,2%)

480 (99,8%)
	0

15 (100%)
	1 (0,2%)

479 (99,8%)
	0

11 (100%)
	1 (0,2%)

483 (99,8%)

	Статистика
	p=0,1117;

ОШ=14,0145; 95%ДИ=0,5414-362,7616
	p=0,1466;

ОШ=11,0460; 95%ДИ=0,4313-282,8989
	p=0,1581;

ОШ=10,3118; 95%ДИ=0,4037-263,4019
	p=0,1117;

ОШ=14,0145; 95%ДИ=0,5414-362,7616

	Первичный ТБ

Другие диагнозы
	0

11 (100%)
	3 (0,6%)

481 (99,4%)
	1 (7,1%)

13 (92,9%)
	2 (0,4%)

479 (99,6%)
	0

15 (100%)
	3 (0,6%)

477 (99,4%)
	1 (9,1%)

10 (90,9%)
	2 (0,4%)

482 (99,6%)

	Статистика
	p=0,2458;

ОШ=5,9814; 95%ДИ=0,2918-122,6153
	p=0,0204*;

ОШ=18,4231; 95%ДИ=1,5694-216,2672
	p=0,3340;

ОШ=4,4009; 95%ДИ=0,2178-88,9365
	p=0,0119*;

ОШ=24,1000; 95%ДИ=2,0165-288,0242 

	Милиарный ТБ
 Другие диагнозы
	0

11 (100%)
	2 (0,4%)

482 (99,6%)
	0

14 (100%)
	2 (0,4%)

479 (99,6%)
	0

15 (100%)
	2 (0,4%)

478 (99,6%)
	0

11 (100%)
	2 (0,4%)

482 (99,6%)

	Статистика
	p=0,1776;

ОШ=8,3913; 95%ДИ=0,3810-184,8271
	p=0,2294;

ОШ=6,6138; 95%ДИ=0,3036-144,0549
	p=0,2464;

ОШ=6,1742; 95%ДИ=0,2843-134,1077
	p=0,1776;

ОШ=8,3913; 95%ДИ=0,3810-184,8271

	* ‒ статистически значимый результат.
Примечание – Составлено по источнику [9, с. 39-42].


Основные выводы по данному разделу
В нашем исследовании впервые в Казахстане была проведена детальная клинико-эпидемиологическая характеристика генотипа Beijing в сравнении с non-Beijing генотипами, а также основных кластеров Beijing в сопоставлении с другими Beijing изолятами [9, с. 23-42].
В таблице 22 представлены самые значимые результаты статистического анализа данных, полученных в рамках нашего исследования.
Таблица 22 ‒ Статистически значимые результаты ассоциативных исследований в общей выборке, среди новых и повторных случаев ТБ 
	Гипотеза
	p-значение

	
	новые случаи

(n=540)
	повторные случаи (n=219)
	общая выборка (n=759)

	Возрастная группа 18-44 лет ассоциирована с генотипом Beijing
	p=0,256

	p=0,008*

	p=0,053*


	Среди больных ТБ средний возраст женщин моложе, чем у мужчин
	p=0,30302

	p=0,12114

	p=0,02642*


	Средний возраст пациентов зараженных Beijing был ниже по сравнению с пациентами с non-Beijing генотипами
	p=0,25848

	p=0,00544*

	p=0,20766


	Среди зараженных генотипом Beijing средний возраст женщин ниже, чем у мужчин  
	p=0,57548

	p=0,00854*

	p=0,0232*


	Среди зараженных Beijing 94-32 средний возраст женщин моложе, чем у мужчин  
	p=0,14156

	p=0,0703

	p=0,01928*


	ФКТ ассоциирован с ЛУ-ТБ
	p=0,3220
	p=0,3267
	p=0,0019*

	ФКТ ассоциирован с МЛУ-ТБ
	p=0,1417
	p=0,7541
	p=0,0054*

	Очаговый ТБ ассоциирован с чувствительным ТБ
	p=0,0254*

	-

	p=0,0072*


	Туберкулезный плеврит ассоциирован с non-Beijing генотипами
	p=0,0714

	p=0,9230

	p=0,0430*


	* ‒ статистически значимый результат.
Примечания:
1. - отсутствие случаев с данной формой ТБ.
2. Составлено по источнику [9, с. 23-42].


Среди возрастных групп генотип Beijing был взаимосвязан с наиболее трудоспособным молодым возрастом от 18 до 44 лет в общей выборке и среди рецидивов (p(0,05). При сравнении среднего возраста больных по полу в общей выборке выявлено что женщины были моложе, чем мужчины (средний возраст 36,3 лет vs. 38,1 лет, p=0,02642) [9, с. 23].

Средний возраст больных ТБ зараженных Beijing был ниже в сопоставлении с больными ТБ с non-Beijing генотипами среди повторных случаев (39,7 лет vs. 46,6 лет, p=0,00544) [9, с. 23-26].

А среди зараженных генотипом Beijing, средний возраст у  женщин был статистически достоверно ниже, чем у мужчин в общей выборке (35,1 лет vs. 37,6 лет, p=0,0232) и среди рецидивов (35,7 лет vs. 41 лет, p=0,00854). В разрезе групп больных зараженных основными кластерами такая особенность наблюдалась в группе Beijing 94-32 в общей выборке (p=0,01928) [9, с. 26-38].

В общей выборке образцов, пациенты с фиброзно-кавернозным туберкулезом были больше заражены резистентными изолятами M. tuberculosis (p=0,0019), а также была выявлена достоверная взаимосвязь ФКТ с мультирезистентным туберкулезом (p=0,0054). Пациенты с очаговым ТБ были в большей степени заражены лекарственно-чувствительными штаммами M. tuberculosis среди новых случаев (p=0,0254) и в общей коллекции образцов (p=0,0072). В общей выборке туберкулезный плеврит был ассоциирован с non-Beijing генотипами (p=0,0430) [9, с. 39-42].
3.2.6 Оценка полиморфизма MIRU-VNTR локусов и разработка оптимальной схемы генотипирования казахстанских изолятов M. tuberculosis
Для определения наиболее полиморфных MIRU-VNTR локусов с высокими значениями индекса аллельного полиморфизма (h-индекс), характерных для эндемичных штаммов M. tuberculosis распространенных в Казахстане была проведена оценка полиморфизма всех 24 локусов и проанализирована дискриминирующая способность различных комбинаций MIRU-VNTR локусов. h-индекс 24 MIRU-VNTR локусов был высчитан для выборки из 100 клинических изолятов M. tuberculosis среди новых случаев заболевания для наиболее оптимальной визуализации результатов генотипирования (на примере филогенетических деревьев) (таблица 23) [9, c. 28; 120, c. 6; 129, б. 6].
Оценка аллельного полиморфизма 24 локусов в нашей работе показала, что QUB26 локус является высоко дискриминационным (h=0.62). 12 локусов (Mtub21, MIRU10, ETRA, MIRU26, MIRU31, MIRU39, QUB11b, Mtub04, ETRC, MIRU40, Mtub30 и Mtub39) в нашей выборке показали средне дискриминационные значения h-индекса от 0.31 до 0.54. Mtub21 и MIRU10 имели почти одинаковый индекс аллельного полиморфизма - 0.54 и 0.51, соответственно. h-индекс ETRA, MIRU26 и MIRU31 локусов был идентичным и равен 0.49. Изменчивость MIRU39, QUB11b, Mtub04 и ETRC локусов составила 0.47, 0.46, 0.44 и 0.43, соответственно. Оценка аллельного разнообразия MIRU40, Mtub30 и Mtub39 локусов была равна 0.34, 0.33 и 0.31, соответственно [9, с. 28-29; 120, c. 14; 129, б. 14].
10 MIRU-VNTR локусов в нашем исследовании продемонстрировали  низкое значение индекса аллельного полиморфизма. h-индекс QUB4156, MIRU16 и MIRU02 локусов менялся в диапозоне от 0.2 до 0.24. MIRU04, Mtub34, MIRU27, ETRB, MIRU20, MIRU23 и Mtub29 локусы имели низкие показания аллельного разнообразия и варьировали от 0.01 до 0.09 [9, с. 28-29; 120, c. 14; 129, б. 14].
MIRU24 локус был не вариабельным, то есть мономорфным так как все клинические изоляты M. tuberculosis вошедшие в нашу выборку имели одинаковый аллельный вариант. Индекс аллельного полиморфизма MIRU24 локуса был равен 0 [9, с. 28-29; 120, c. 14; 129, 14 б.].
Таблица 23 ‒ Аллельное разнообразие 24 MIRU-VNTR локусов казахстанских изолятов M. tuberculosis 
	MIRU-VNTR локус
	Альтернативное название локуса
	Количество тандемных повторов
	h- индекс

	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	

	154
	MIRU02
	-
	12
	88
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0.2

	424
	Mtub04
	-
	2
	10
	16
	72
	-
	-
	-
	-
	-
	0.44

	577
	ETRC
	-
	-
	14
	7
	73
	6
	-
	-
	-
	-
	0.43

	580
	MIRU04; ETRD
	-
	-
	99
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0.01

	802
	MIRU40
	-
	-
	4
	80
	10
	6
	-
	-
	-
	-
	0.34

	960
	MIRU10
	-
	-
	5
	68
	14
	5
	4
	2
	1
	1
	0.51

	1644
	MIRU16
	-
	3
	8
	87
	1
	1
	-
	-
	-
	-
	0.23

	1955
	Mtub21
	-
	1
	4
	25
	2
	62
	6
	-
	-
	-
	0.54

	2059
	MIRU20
	-
	3
	97
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0.05

	2163b
	QUB11b
	-
	1
	24
	2
	3
	-
	69
	1
	-
	-
	0.46

	2165
	ETRA
	-
	3
	13
	11
	69
	4
	-
	-
	-
	-
	0.49

	2347
	Mtub29
	-
	-
	5
	-
	95
	-
	-
	-
	-
	-
	0.09

	2401
	Mtub30
	-
	13
	5
	2
	80
	-
	-
	-
	-
	-
	0.33

	2461
	ETRB
	-
	3
	97
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0.05

	2531
	MIRU23
	-
	-
	-
	3
	-
	96
	1
	-
	-
	-
	0.07

	2687
	MIRU24
	-
	100
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0

	2996
	MIRU26
	-
	11
	-
	2
	8
	69
	-
	10
	-
	-
	0.49

	3007
	MIRU27; QUB5
	-
	-
	-
	98
	2
	-
	-
	-
	-
	-
	0.03

	3171
	Mtub34
	-
	-
	1
	99
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0.01

	3192
	MIRU31; ETRE
	-
	-
	20
	8
	3
	68
	1
	-
	-
	-
	0.49

	3690
	Mtub39
	-
	2
	10
	82
	4
	1
	-
	-
	1
	-
	0.31

	4052
	QUB26
	-
	1
	1
	1
	5
	14
	6
	13
	58
	1
	0.62

	4156
	QUB4156
	4
	-
	86
	9
	-
	1
	-
	-
	-
	-
	0.24

	4348
	MIRU39
	-
	-
	28
	67
	4
	1
	-
	-
	-
	-
	0.47

	Примечание – Составлено по источникам [9, c. 29; 120, c. 15; 129, б. 15].


Для подбора оптимальной схемы генотипирования казахстанских изолятов M. tuberculosis был выполнен анализ разных схем генотипирования, состоящих из стандартных 24, 15 и 12 MIRU-VNTR локусов [127, р. 314-315; 128, р. 5-6], а также 7 MIRU-VNTR локусов, которые по результатам MIRU-VNTR метода в нашей работе имели самые высокие показания аллельного разнообразия - QUB26 (h=0.62), Mtub21 (h=0.54), MIRU10 (h=0.51), MIRU31 (h=0.49), MIRU26 (h=0.49), ETRA (h=0.49) и MIRU39 (h=0.47) (таблица 23) [9, c. 30; 120, c. 15; 129, б. 15].
Для каждой схемы MIRU-VNTR генотипирования было сконструировано филогенетическое древо с применением метода UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean) на веб-ресурсе www.miru-vntrplus.org для 100 изолятов M. tuberculosis. Была определена дискриминирующая способность четырех схем генотипирования с разными комбинациями MIRU-VNTR локусов [9, с. 30-31; 120, р. 6; 129, р. 6].
Анализ данных построенных филогенетических деревьев показал, что метод включающий в себя полный набор из 24 MIRU-VNTR локусов имеет самую высокую дискриминирующую способность. Значение индекса Хантера-Гастона (HGDI) данного подхода составило 0.96, коэффициент кластеризации CR=0.32. Метод, состоящий из предлагаемых нами 7 локусов продемонстрировал высокую дискриминирующую способность (HGDI=0.94, CR=0.45) по сравнению с двумя MIRU-VNTR методами, в состав которых входят классические 15 локусов (HGDI=0.93, CR=0.39) и 12 локусов (HGDI=0.85, CR=0.61), и имеет дискриминирующую способность близкую к схеме состоящей из 24 локусов (таблица 24) [9, c. 30; 120, c. 16; 129, б. 16].
Таблица 24 ‒ Дискриминирующая способность схем MIRU-VNTR генотипирования 100 казахстанских изолятов M. tuberculosis 
	Метод
	Коли- чество гено- типов
	Коли- чество уникаль- ных изолятов
	Коли- чество кластери- зованных изолятов
	Коли- чество клас- теров
	Коли- чество образцов в кластерах
	Коэффи-циент кластери-зации (Cluste-ring rate)
	HGDI

	24 MIRU-VNTR локусов
	68
	57 (57%)
	43 (43%)
	11
	2-20
	0,32
	0.96

	15 MIRU-VNTR локусов
	61
	51 (51%)
	49 (49%)
	10
	2-26
	0,39
	0.93

	12 MIRU-VNTR локусов
	39
	27 (27%)
	73 (73%)
	12
	2-37
	0,61
	0.85

	Предлагаемая схема из 7 MIRU-VNTR локусов
	55
	41 (41%)
	59 (59%)
	14
	2-24
	0,45
	0.94

	Примечание – Составлено по источникам [9, c. 30; 120, c. 17; 129, б. 17].


По результатам MIRU-VNTR генотипирования по 24 локусам было идентифицировано 68 генотипов, из них 57 (57%) были уникальными и были найдены только у одного клинического образца в выборке из 100 казахстанских изолятов M. tuberculosis. Оставшиеся 43 изолята (43%) были объединены в 11 кластеров, которые состояли от 2 до 20 образцов M. tuberculosis (таблица 24). Самый большой кластер включал в себя 20 образцов, в трех кластерах было по 3 клинических изолята и семь кластеров имели по 2 изолята M. tuberculosis [9; 120, c. 17; 129, б. 17].
По данным полученным в рамках 24 MIRU-VNTR генотипирования, штаммы генотипа Beijing доминируют среди клинических изолятов M. tuberculosis циркулирующих в Казахстане. Этот генотип в данной выборке встречался в 69% случаев. Другие генотипы, которые были найдены среди казахстанских изолятов M. tuberculosis: LAM (13%), URAL (8%), Haarlem (4%), NEW-1 (2%), Cameroon (2%), Delhi/CAS (1%) и S (1%) [9; 120, c. 17; 129, б. 17].
В настоящее время широко применяются три стандартной схемы MIRU-VNTR генотипирования с использованием 12, 15 и 24 локусов, соответственно.
Схема MIRU-VNTR генотипирования, которая состоит из 24 локусов обладает дискриминирующей способностью сопоставимой с «золотым стандартом» [127, р. 4498]. Согласно опубликованным данным, типирование по 12 MIRU локусам может быть применено для масштабных проспективных исследований, однако метод все еще имеет недостаточно высокую дискриминирующую способность в сравнении с другими подходами типирования. На сегодняшний день, в разных странах мира используют различные комбинации MIRU-VNTR локусов для улучшения дискриминирующей способности схем генотипирования с учетом генетических особенностей штаммов M. tuberculosis распространенных в тех или иных географических регионах [231]. Поэтому выявление наиболее полиморфных локусов с высокими показателями индекса аллельного полиморфизма (h-индекс) для разработки оптимальной схемы MIRU-VNTR генотипирования, которая может быть применена для идентификации популяционной структуры эндемичных для Казахстана штаммов M. tuberculosis в клинических и эпидемиологических целях является актуальным [9, с. 30; 120, с. 6; 129, б. 6].
В нашей работе, в результате 24 MIRU-VNTR генотипирования были выявлены самые полиморфные и информативные локусы, характерные для штаммов M. tuberculosis, распространенных в Казахстане: QUB26 (h=0.62), Mtub21 (h=0.54), MIRU10 (h=0.51), MIRU31 (h=0.49), MIRU26 (h=0.49), ETRA (h=0.49) и MIRU39 (h=0.47). Апробация схемы генотипирования, состоящей из комбинации данных 7 полиморфных локусов показала, что 7 MIRU-VNTR генотипирование имеет почти такое же значение дискриминирующей способности, как схема в состав которой входит набор из 24 локусов (HGDI=0.94 vs. HGDI=0.96).  Предлагаемая нами схема генотипирования из 7 MIRU-VNTR локусов почти в 3,5 раза является менее затратной и менее трудоемкой по сравнению с 24 MIRU-VNTR методом и является наиболее оптимальной для типирования штаммов M. tuberculosis, циркулирующих в Республике Казахстан [9, с. 31; 120, c. 20; 129, б. 20].
Разработанная нами схема MIRU-VNTR генотипирования может быть применена в системе здравоохранения (в том числе в туберкулезных центрах и референс лаборатории) для предварительных скрининговых исследований популяций M. tuberculosis, распространенных в Казахстане и Центральной Азии. Стандартные схемы генотипирования могут быть использованы в программе по контролю ТБ для быстрого выявления ложно-положительных культур при диагностике ТБ, дифференциации случаев реинфекции от реактивации заболевания, определения неудачи лечения и контроля повторных случаев ТБ, также могут быть применены для быстрого выявления и контроля вспышек ТБ [9, с. 31; 120, c. 20; 129, б. 20].
Полученные результаты в данном разделе диссертационной работы были опубликованы в виде методических рекомендаций на казахском и русском языках и предназначены для научных сотрудников, врачей-фтизиатров, врачей-лаборантов, студентов ВУЗов по медицинским и биологическим специальностям (Приложения Б, В). Предлагаемая нами схема MIRU-VNTR генотипирования M. tuberculosis, в состав которой входит 7 наиболее полиморфных локусов была внедрена в работу ННЦФ МЗ РК (г. Алматы) для скрининговых исследований микробной популяции и выявления кластеров (групп), в том числе генотипа Beijing и его доминирующих кластеров (Приложение Г) [9, с. 31; 120, с. 20; 129, б. 20].
3.3 Изучение полных геномов устойчивых казахстанских изолятов M. tuberculosis с помощью платформ секвенирования нового поколения
3.3.1 Характеристика сполиготипов лекарственно-устойчивых изолятов M. tuberculosis
Было проведено сполиготипирование 19 клинических изолятов M. tuberculosis с разными формами ЛУ (8 изолятов с МЛУ, 10 образцов с пре-ШЛУ и 1 клинический изолят с ШЛУ), отобранных для полногеномного секвенирования в целях определения генотипов M. tuberculosis. 
Полученные сполигопаттерны были загружены и анализированы в международной базе данных SITVIT. Согласно результатам анализа, все 19 лекарственно-резистентных клинических изолятов имели одинаковый сполиготип международного типа (SIT; Spoligotype International Type) 000000000003771 и согласно референсной базе SITVIT он был отнесен к генотипу Beijing M. tuberculosis [67, р.; 123, с. 76].
В настоящеее время сполиготипирование широко используется в мире для идентификации изолятов генотипа Beijing и считается «золотым стандартом» определения штаммов данного генотипа, у которых в DR-регионе отсутствуют спейсерные участки от 1 до 34 [232].
3.3.2 Профиль лекарственной устойчивости и филогенетический анализ МЛУ клинических изолятов на основе данных полногеномного секвенирования
Было проведено полногеномное секвенирование 8 изолятов M. tuberculosis с МЛУ на платформе нового поколения 454 GS FLX+ (Roche).
В результате полногеномного секвенирования 8 мультирезистентных изолятов было воспроизведено 667 052 381 парных прочтений, средняя длина прочтения 520 п.о. В среднем, среди всех секвенированных изолятов более 98% сиквенсовых прочтений было картировано на референсный геном M. tuberculosis H37Rv. Среднее покрытие секвенирования изолятов варьировало от 23х до 51х и качество картирования от 96,2% до 97,14%. Среднее количество генов – 4405, GC содержание – 65,54%. Средняя длина генома – 4 330 842 п.о. [97, c. 26; 141, p. 4].
Кластеризация и распределение однонуклеотидных полиморфизмов в геномах M. tuberculosis [97, с. 26-27; 141, р. 4]
Сравнительный геномный анализ выявил в общей сложности 1933 неповторяющихся SNPs, среди которых 1037 SNPs были общими для восьми изолятов. Общее количество идентифицированных однонуклеотидных полиморфизмов (точечных мутаций, отличающихся от H37Rv) варьировало от 1312 до 1621 (в среднем 1535). Среди однонуклеотидных полиморфизмов в кодирующих регионах 65% были несинонимичными заменами, среднее соотношение несинонимичных/синонимичных (Ns/S) замен 1,63 [97, c. 26-27; 141, p. 4].
В целом, среди восьми клинических изолятов с МЛУ и 9 общедоступных референсных штаммов (H37Ra, H37Rv, K, CDC1551, KZN 4207, PanR1006, XDR KZN 605, RUS B0/W148, Beijing/NITR203) геномные однонуклеотидные полиморфизмы были определены путем картирования на референсный геном M. tuberculosis H37Rv. Количество малых инделов, обнаруженных при картировании прочтений было от 200 до 247 инделов на изолят, размер которых варьировал от 1 до 136 п.о. [97, с. 27, с. 33; 141, p. 4].
Определение мутаций, ассоциированных с лекарственной устойчивостью [97, с. 28-31; 141, р. 4-5]
Первичный скрининг лекарственной чувствительности 8 Beijing изолятов с МЛУ к ПТП 1 и 2 ряда был проведен на основе четырех геномных баз данных – ResFinder, CARD, CASTB и TGS-TB. Полученные результаты по профилю лекарственной чувствительности 8 МЛУ образцов по этим базам данных показаны в таблице 25.
Результаты генетического анализа показали, что все 8 МЛУ изолятов имели лекарственную устойчивость к изониазиду, рифампицину, этамбутолу и стрептомицину. Устойчивость к пиразинамиду была выявлена только у 6 образцов, остальные два мультирезистентных образца были пиразинамид-чувствительными. В отношении ПТП 2 ряда, среди 8 МЛУ образцов, 7 образцов были канамицин-, капреомицин- и амикацин-чувствительными, и только один образец (1585) был резистентным ко всем этим трем препаратам. Чувствительность к офлоксацину была определена у всех 8 клинических изолятов с МЛУ [97, с. 28-31; 141, p. 5].
Обширный анализ данных полногеномного секвенирования с помощью баз данных TB-Profiler и ResFinder выявил мутации в генах, ассоциированных с резистентностью к антибиотикам 1 и 2 ряда среди 8 Beijing изолятов с МЛУ [97, с. 30-31; 141, p. 4].
Все 8 изолятов с МЛУ имели мутацию Ser315Thr в katG и Ser450Leu (Ser531Leu в E. coli) в rpoB генах, связанных с устойчивостью к изониазиду и рифампицину, соответственно. В случае с этамбутолом и стрептомицином, все образцы (n=8) имели мутацию Met306Val в 306 кодоне embB гена и мутацию Lys43Arg в 43 кодоне rpsL гена, соответственно. Мутации, обуславливающие устойчивость к пиразинамиду были найдены в pncA гене (Gly24Asp, n=1; Leu182Ser, n=1 и Thr76Pro, n=2 ) и промоторной области гена (-11 A>G, n=1). Изолят 1713 с мутациями в промоторном регионе fabG1 имел совместную устойчивость к изониазиду, рифампицину, этамбутолу и стрептомицину [97, с. 30-31; 141, р. 4].
Мутация, ассоциированная с устойчивостью к трем ПТП 2 ряда амикацину, капреомицину и канамицину была выявлена в 1401 кодоне rrs гена (1401 A>G) только у одного образца (1585). Asp461Asn мутация в gyrB гене, связанная с устойчивостью к фторхинолонам была идентифицирована у одного образца (1405) [97, с. 30-31; 141, р. 4].
Сравнительный анализ результатов ТЛЧ и полногеномного секвенирования
В соответствии с таблицей 25, при сравнении результатов ТЛЧ и полногеномного анализа к четырем ПТП 1 ряда образец 1280 по двум базам данных показал устойчивость к стрептомицину и имел Lys43Arg мутацию в rpsL гене, хотя по результатам ТЛЧ данный образец был чувствительным. В случае остальных трех ПТП 1 ряда результаты совпали, а к ПТП 2 ряда ТЛЧ не ставился [97, с. 30-31; 141, р. 4].
Таблица 25 – Профиль лекарственной чувствительности 8 изолятов с МЛУ 
	Номер

изолята
	Анализ лекарственной устойчивости 
(ResFinder 3.2/CARD/CASTB/TGS-TB)
	Микро биоло
гия (INH/
RIF/
EMB/
SM)

	
	AMK
	EMB
	INH
	OFX
	PZA
	RIF
	SM
	KM
	CM
	

	1280
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	У/У/У/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/У/Ч
	У/У/У/У
	Ч/У/Ч/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/Ч

	1405
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	У/У/У/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/Ч
	У/У/У/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У

	1410
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	У/У/У/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	У/У/У/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У

	1524
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	У/У/У/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/Ч
	У/У/У/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У

	1525
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	Ч/У/У/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/Ч
	У/У/У/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У

	1577
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	У/У/У/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/Ч/У/Ч
	У/У/У/Ч
	У/У/У/У
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У

	1585
	У/У/У/Ч
	У/У/У/Ч
	У/У/У/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/-/Ч/Ч
	У/У/У/Ч
	У/У/У/Ч
	У/У/Ч/Ч
	У/У/Ч/Ч
	У/У/У/У

	1713
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У
	У/У/У/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/Ч/Ч/У
	У/У/У/Ч
	У/У/У/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	Ч/Ч/Ч/Ч
	У/У/У/У

	Примечания:
1. AMK ‒ амикацин.
2. EMB – этамбутол.
3. INH – изониазид.
4. OFX – офлоксацин.
5. PZA – пиразинамид.
6. RIF – рифампицин.
7. SM – стрептомицин.
8. KM – канамицин.
9. CM – капреомицин.
10. Ч – чувствительный.
11. У – устойчивый.
12. Составлено по источникам [97, с. 28-31; 141, p.5].


Филогенетический анализ 8 МЛУ изолятов M. tuberculosis [68, с. 3-4; 97, с. 33-35; 141, р. 5-6]
На основе однонуклеотидных полиморфизмов, полученных из сиквенсов полных геномов 8 клинических изолятов с МЛУ и других 9 референс штаммов M. tuberculosis было построено филогенетическое древо методом NJ (Neighbor-Joining) с помощью инструмента CSI Phylogeny. Полные геномы 9 референс штаммов были скачены из NCBI для сравнительного анализа.
Филогенетический анализ показал, что первый кластер включающий в себя 7 МЛУ образцов тесно связан с российским штаммом RUS B0 [167, р. 9]. Оставшийся один клинический изолят с МЛУ (1405) был в кластере со штаммом Beijing/NITR203, который был выделен в Индии (рисунок 8) [168, p. 5].
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Рисунок 8 – Филогенетическое родство M. tuberculosis изолятов 
Примечания – Составлено по источникам [68, с. 4; 97, c. 34; 141, p. 6]
Согласно филогенетическому анализу и in silico VNTR-анализу все 8 изолятов с МЛУ были отнесены к линии 2 (Восточно-Азиатская линия (L2-Beijing)) (рисунок 8) [168, p. 5].

3.3.3 Биоинформатический анализ полногеномных данных пре-ШЛУ/ШЛУ изолятов
Анализ полногеномных данных пре-ШЛУ образцов [9, с. 42-44; 143, р. 3; 144, р. 3]
Полногеномное секвенирование 10 клинических изолятов M. tuberculosis с пре-ШЛУ было проведено на секвенаторе нового поколения MiSeq (Illumina). 

В результате полногеномного секвенирования последовательности прочтений 10 пре-ШЛУ образцов были успешно картированы на референсный геном H37Rv со средней глубиной прочтения 160X и средним покрытием генома 98,95%. Средняя длина генома – 4 368 887 п.о., GC содержание – 65,58% [9, с. 42-44; 143, р. 3; 144, р. 3].
Выявление мутаций, связанных с лекарственной устойчивостью [9, с. 44-47; 143, р. 6-8, р. 10; 144, р. 3-5, р. 10-11]
Первичный скрининг лекарственной чувствительности 10 пре-ШЛУ изолятов M. tuberculosis к ПТП 1 и 2 ряда был выполнен с использованием программ TB-Profiler, CASTB, Mykrobe и ResFinder [9, с. 44-45; 143, р. 6-8, р. 10; 144, р. 3]. Анализ данных полногеномного секвенирования в упомянутых базах данных показал, что все 10 пре-ШЛУ клинических изолятов в нашем исследовании были резистентными к четырем ПТП 1 ряда изониазиду, рифампицину, этамбутолу и стрептомицину и к нескольким ПТП 2 ряда, а именно к фторхинолонам, включая офлоксацин, моксифлоксацин, левофлоксацин и ципрофлоксацин.
Девять изолятов были устойчивыми к пиразинамиду. Устойчивость к этионамиду замечена у изолятов 232, 304 и 1853. Образцы 163 и 1483 показали резистентность к амикацину и капреомицину, в то время как остальные восемь образцов были чувствительными к данным антибиотикам. 50% образцов (163, 232, 304, 1483 и 2325) среди пре-ШЛУ изолятов были устойчивыми к канамицину, остальные пять образцов были канамицин-чувствительными. Среди всех пре-ШЛУ образцов только изолят 163 показал устойчивость к пара-аминосалициловой кислоте (ПАСК), у оставшихся клинических изолятов не были найдены мутации, обуславливающие устойчивость к этому препарату. В базах данных была ограничена информация о лекарственной устойчивости к аминогликозидам, среди 10 образцов с пре-ШЛУ только образец 1483 проявил устойчивость к этому антибиотику [9, с. 46; 143, p. 6; 144, р. 4-5].
Обширный анализ данных полногеномного секвенирования с использованием баз данных TB-Profiler и ResFinder определил мутации в генах, связанные с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда у 10 пре-ШЛУ изолятов M. tuberculosis. В целом, все 10 изолятов с пре-ШЛУ имели мутации в генах, связанных с устойчивостью к изониазиду, включая katG (Ser315Thr; n=10) и fabG1 (-8 T>C; n=1). Мутации, ассоциированные с рифампицином были найдены в rpoB гене - Ser450Leu (Ser531Leu в E. coli) (n=8), His445Tyr (His526Tyr в E. coli) (n=1), His445Asn (His526Asn в E. coli) (n=1), Leu430Pro (Leu511Pro в E. coli) (n=1) и в rpoC гене – Ile491Thr (Ile572Thr в E. coli) (n=1). Этамбутол-ассоциированные мутации были выявлены в разных кодонах embB гена - Met306Ile (n=1), Met306Val (n=3), Gly406Ala (n=1), Asp354Ala (n=2), Asp1024Asn (n=2) и в промоторной области гена (-12C>T; n=3). Устойчивость к стрептомицину была обусловлена мутацией Lys43Arg rpsL гена (n=10). В девяти образцах были идентифицированы 9 разных мутаций (Val7Gly, -724_*14839del, Val139Ala, 11A>G; Ile6Thr, Gly162Asp, Leu182Ser, Trp68Gly и Thr142Met) в pncA гене, ассоциированном с устойчивостью к пиразинамиду [9, c. 44, с. 47; 143, p. 7, p. 8, p. 10; 144, р. 5, р. 10-11]. 

Разные мутации, связанные с этионамид-устойчивостью были обнаружены в двух генах у четырех изолятов: ethA (Thr61Met и Lys36fs) и fabG1 (-8T>C и Tyr92*). Мутации, связанные с устойчивостью к фторхинолонам были определены в двух кодонах gyrA гена - Asp94Gly (n=4), Asp94Asn (n=2) и Ala90Val (n=4). Амикацин- и канамицин-ассоциированные мутации были найдены в rrs (1401 A>G; n=2) и eis (-37G>T, n=1; -10G>A, n=1; и -8C>A, n=1) генах, соответственно. Мутация, ассоциированная с резистентностью к ПАСК была идентифицирована в folC гене (Ser150Gly; n=1) [9, с. 47; 143, p. 7, p. 8, p. 10; 144, р. 5, р. 10-11].
Сравнительный анализ результатов ТЛЧ и полногеномного секвенирования [9, с. 45, с. 47; 143, р. 10; 144, р. 5-6]
Результаты фенотипического анализа и генетического анализа с помощью TB-Profiler, Mykrobe, CASTB и ResFinder показывают некоторые различия в профилях лекарственной чувствительности Beijing изолятов с пре-ШЛУ [9, с. 45, с. 47; 143, р. 10; 144, р. 5-6].
Во всех изолятах по обоим методам (как фенотипически, так и генетически) наблюдалась устойчивость к рифампицину и изониазиду. Устойчивость к пиразинамиду была выявлена у всех фенотипически устойчивых образцов. Чувствительность к амикацину была определена как фенотипически, так и на основе данных полногеномного секвенирования.
Генетический анализ показал устойчивость к фторхинолонам, то есть моксифлоксацину и левофлоксацину во всех изолятах. Однако, согласно фенотипическому анализу образцы 304 и 1483 были чувствительными к левофлоксацину. Канамицин-устойчивость была идентифицирована в пяти образцах, из них фенотипическая устойчивость показана только в трех образцах (1483, 163 и 232). Среди генетически устойчивых изолятов к этамбутолу, стрептомицину и этионамиду также наблюдались несоответствия с ТЛЧ. 
В случае с капреомицином, наоборот, генетически устойчивыми были два образца, а по фенотипическому анализу кроме этих двух образцов устойчивость была установлена в образце 711 [9, с. 45, с. 47; 143, p. 10; 144, р. 5-6].
Согласно результатам ТЛЧ все изоляты были классифицированы как чувствительные к бедаквилину и линезолиду, однако полногеномный анализ не показал специфической информации о резистентности к этим антибиотикам [9, c. 48; 143, p. 10].
Кластеризация и распределение однонуклеотидных полиморфизмов в геномах M. tuberculosis [9, с. 48-49; 143, р. 10; 144, р. 6-7]
В данном исследовании был использован инструмент MTBseq для определения линий и субгрупп всех пре-ШЛУ изолятов. Результаты анализа показали, что все изоляты принадлежали к линии 2 (Восточно-Азиатская линия (L2-Beijing)).
Среди 10 пре-ШЛУ изолятов китайского генотипа 8 образцов были отнесены к субгруппе Central Asia, из них 5 образцов принадлежали к Central Asia Outbreak (CAO). Оставшиеся два изолята были отнесены к субгруппе European/Russian B0/W148 Outbreak [9, c. 48, c. 49; 143, p. 10; 144, р. 6-7]. Субгруппа Central Asia широко распространена в странах Центральной Азии и в различных регионах России. САО является самым опасным компонентом данной субгруппы и была значительно ассоциирована с мультирезистентным ТБ в Узбекистане [6, р. 245] и высокой трансмиссивностью в пенитенциарной системе Кыргызстана [16, р. 1401-1402]. Субгруппа B0/W148 является «успешным» клоном M. tuberculosis в России и была взаимосвязана с повышенной вирулентностью на моделях макрофагов, а также с МЛУ-ТБ и повышенной трансмиссивностью [119, р. 3757].    
Филогенетический анализ изолятов M. tuberculosis 
Филогенетический анализ 10 пре-ШЛУ изолятов был проведен с 9 референсными штаммами (H37Rv, H37Ra, KZN4207, K, CDC1551, Beijing/NITR203, RUS B0, PanR1006 и XDR KZN 605) из базы данных NCBI (рисунок 9) [9, с. 49-50; 143, p. 11; 144, р. 6].
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Рисунок 9 – Филогенетический анализ M. tuberculosis изолятов на основе высококачественных однонуклеотидных полиморфизмов из последовательностей полных геномов
Примечания:

1. Древо было построено с помощью FastTree метода в программе CSI Phylogeny
2. Составлено по источникам [9, c. 50; 143, p. 11; 144, р. 7]
Как видно из рисунка 9, древо состояло из нескольких основных субгрупп, каждая из которой состояла из близкородственных штаммов. Самая большая субгруппа, которая находится ближе к центру древа включала в себя хорошо изученные референсные штаммы такие как M. tuberculosis H37Rv, CDC1551 и H37Ra [9, с. 49; 143, p. 11; 144, р. 7].   
Древо показывает, что штаммы из Казахстана (1853, 1748 и 304) и России (RUS B0) образовали монофилетическую группу, которая генетически отличается от других штаммов. Также можно заметить, что индийский штамм M. tuberculosis BeijingNITR203 образовал отдельную ветвь, что свидетельствует о его генетическом отличии от всех остальных штаммов. Южнокорейский штамм M. tuberculosis K показал близкое родство с двумя образцами 232 и 163 [9, с. 49-50; 143, p. 11, p. 12; 144, р. 7-8].  
Четыре пре-ШЛУ образца (1155, 1483, 260 и 711) сформировали отдельную ветвь в древе и отличались от остальных 6 пре-ШЛУ образцов и 9 референсных штаммов M. tuberculosis [9, с. 50; 143, р. 11; 144, р. 7].
Штамм M. tuberculosis CDC1551 из США, M. tuberculosis PanR1006, M. tuberculosis XDR KZN605 и M. tuberculosis KZN 4207 штаммы из Южной Африки, а также чувствительные штаммы M. tuberculosis H37Rv и M. tuberculosis H37Ra, выделенные в Великобритании были в одной филогенетической ветви. Пре-ШЛУ образец 2325 показал дальнее родство с американским штаммом CDC1551 [9, с. 50; 143, р. 11; 144, р. 7].   
Анализ полного генома клинического образца с ШЛУ
Полногеномное секвенирование ШЛУ образца было проведено на платформе 454 GS FLX+ (Roche). 
Согласно результатам полногеномного секвенирования, геном клинического образца M. tuberculosis c ШЛУ (1599) состоит из 4 199 325 п.о., 5528 кодирующих последовательностей и 65,41% GC состава [97, c. 27; 142, p. 3].
Определение мутаций, ассоциированных с лекарственной устойчивостью
Скрининг лекарственной чувствительности ШЛУ образца к антибиотикам 1 и 2 ряда был проведен с использованием четырех баз данных - ResFinder, CARD, CASTB и TB-Profiler (таблица 26). По результатам анализа, у ШЛУ образца 1599 мутации наблюдались только в генах, связанных с резистентностью к рифампицину, изониазиду, стрептомицину и этионамиду [97, с. 32-33; 142, р. 4-5].
Таблица 26 – Лекарственная чувствительность к противотуберкулезным препаратам согласно результатам ТЛЧ и полногеномного секвенирования 
	ПТП
	ТЛЧ
	ResFinder
	CARD
	CASTB
	TB-Profiler

	Изониазид
	v
	х
	х
	v
	v

	Рифампицин
	v
	v
	х
	v
	v

	Этамбутол
	v
	х
	х
	х
	х

	Стрептомицин
	v
	v
	v
	v
	v

	Пиразинамид
	НП
	х
	х
	х
	х

	Амикацин
	v
	х
	х
	х
	х

	Канамицин
	v
	х
	х
	х
	х

	Этионамид
	v
	х
	х
	х
	v

	Офлоксацин
	v
	х
	х
	х
	х

	Капреомицин
	НП
	х
	х
	х
	х

	Примечания:
1. НП – тест на лекарственную чувствительность не поставлен.
2. v – устойчивый.
3. x – чувствительный.
4. Составлено по источникам [97, c. 33; 142, p. 4].


Сравнительный анализ результатов ТЛЧ и полногеномного секвенирования
При сравнительном анализе профилей лекарственной чувствительности фенотипического и генетического тестирования наблюдаются некоторые отличия. По данным ТЛЧ, ШЛУ образец 1599 имеет устойчивость к четырем препаратам первого (изониазид, рифампицин, этамбутол и стрептомицин) и четырем препаратам второго ряда (амикацин, канамицин, этионамид и офлоксацин). А результаты полногеномного анализа показали устойчивость только к четырем препаратам - рифампицину, изониазиду, стрептомицину и этионамиду. Также на основе генетического анализа не были выявлены мутации, ассоциированные с устойчивостью к пиразинамиду и капреомицину, на данные ПТП 1 и 2 ряда, соответственно ТЛЧ не ставился [97, c. 32; 142, р. 4-5].
Филогенетический анализ изолятов M. tuberculosis
На основе данных полногеномного секвенирования, ШЛУ изолят (1599) был отнесен к линии 2 (Восточно-Азиатская линия (L2-Beijing)).  

Сравнительный филогенетический анализ ШЛУ изолята (1599) был проведен с 8 референсными изолятами (XDR1219, XDR1221, K, CDC1551, Beijing/NITR203, RUS B0, PanR1006 и XDR KZN 605) из базы данных NCBI с помощью CSI Phylogeny на основе однонуклеотидных полиморфизмов, извлеченных из геномных последовательностей (рисунок 10). Как видно из рисунка 10, наш ШЛУ образец 1599 имел дальнее родство со штаммом CDC1551 [97, c. 35; 142, p. 3, p. 4]. 
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Рисунок 10 – Сравнительный филогенетический анализ ШЛУ изолята (1599) с разными M. tuberculosis образцами из базы данных NCBI 
Примечание – Составлено по источникам [97, c. 35; 142, p. 4]
Новые мутации в генах M. tuberculosis и их функциональный анализ с помощью веб-сервера DAVID
В результате полногеномного секвенирования, среди 19 лекарственно-устойчивых казахстанских изолятов Beijing (8 МЛУ, 10 пре-ШЛУ и 1 ШЛУ) кроме мутаций в известных генах ЛУ к ПТП 1 и 2 ряда, были также найдены новые мутации (миссенс мутации, мутации сдвига рамки считывания, делеции, инсерции и т.д.) в 20 генах в базах данных ResFinder (accessed on June 10, 2024) и TB-Profiler (accessed on August 5, 2024): thyA, gyrA, gyrB, katG, rpoB, rpoC, ethA, gidB, kasA, rpsA, tlyA, embC, embA, embR, rrl, pncA,  fabG1, Rv0678, iniA и alr [68, p. 4-5; 97, с. 29, с. 32, с. 47; 141, р. 4; 142, р. 6; 143, р. 7-8; 144, р. 10-11]. 
Для того, чтобы понять биологические значения генов, где были идентифицированы новые мутации был осуществлен функциональный анализ данных 20 генов с использованием онлайн ресурса DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) https://davidbioinformatics.nih.gov/ (accessed on November 1, 2024) [68, p. 5; 160]. Согласно результатам функционального анализа, гены, в которых были найдены новые мутации в основном связаны с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда: thyA (ПАСК), gyrB (фторхинолоны), rpoB (рифампицин), ethA (этионамид), gidB (стрептомицин), kasA (изониазид), rpsA (пиразинамид), tlyA (капреомицин), embC и embA (этамбутол), rrl (линезолид), pncA (пиразинамид), fabG1 (изониазид, этионамид), Rv0678 (клофазимин, линезолид и бедаквилин), iniA (изониазид, этамбутол) и alr (циклосерин), что указывает на необходимость дальнейшей валидации идентифицированных новых мутаций в данных генах у казахстанских штаммов Beijing. В некоторых генах, ассоциированных с устойчивостью к изониазиду (katG), рифампицину (rpoC), фторхинолонам (gyrA) и т.д. были выявлены мутации с возможным компенсаторным механизмом. Компенсаторная мутация возникает, когда потеря приспособленности, вызванная одной мутацией, исправляется ее эпистатическим взаимодействием со второй мутацией в другом месте генома [68, p. 5-14; 236]. 
Впервые в Казахстане нами были охарактеризованы полные геномы M. tuberculosis, в том числе генотипа Beijing на платформах секвенирования нового поколения. Недавно была опубликована статья Auganova et al. по геномной характеристике устойчивых Beijing изолятов из Астаны [237]. В данной работе с помощью полногеномного секвенирования была изучена лекарственная устойчивость, компенсаторные мутации, популяционная структура и паттерны трансмиссии собранных клинических изолятов. В статье были охарактеризованы известные мутации в генах ЛУ и предполагаемые компенcаторные мутации в rpoA, rpoB и rpoC генах, однако не описываются новые мутации в генах, которые возможно приводят к лекарственной устойчивости [237, p. 3-7]. В нашей работе, в результате полногеномного секвенирования мы сформировали базу данных мутаций (в том числе новых мутаций, возможно характерных для казахстанских штаммов) в генах казахстанских изолятов Beijing, ассоциированных с ЛУ к ПТП 1 и 2 ряда, которая в дальнейшем будет пополняться и валидироваться.      
Сравнительный анализ результатов ТЛЧ и полногеномного секвенирования

В нашем исследовании были выявлены некоторые различия в результатах фенотипического тестирования и полногеномного секвенирования казахстанских изолятов Beijing с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ. Образцы, чувствительные к некоторым ПТП 1 и 2 ряда на основе микробиологического теста были на самом деле устойчивыми к данным препаратам в результате полногеномного секвенирования (см. разделы 3.3.2 и 3.3.3). Это может быть объяснено низким уровнем устойчивости образцов к этим препаратам, так как согласно исследованиям, образцы, чувствительные к противотуберкулезным препаратам, например, к рифампицину на основе результатов BACTEC-MGIT 960 при концентрации препарата 1 (g/ml показали устойчивость к рифампицину при низких концентрациях препарата (0,125 (g/ml) по МИК тестированию [176, р. 3; 177, p. 3]. Другой причиной присутствия мутаций среди чувствительных изолятов может быть лабораторная кросс-контаминация или лабораторная ошибка [176, p.3]. Также несовпадение профилей лекарственной чувствительности микробиологических и генетических анализов может быть связана с проблемой поликлональной инфекции, то есть заражением больного ТБ двумя и более генотипами, что не всегда может обнаруживаться в образцах мокроты. Исследования показывают, что получение патологического материала непосредственно из очага во время хирургических вмешательств дает больше возможности выявить поликлональные инфекции (40% случаев хирургического вмешательства), нежели использование только образцов мокроты (0-5% в общей популяции) [239].       
Применение полногеномного секвенирования M. tuberculosis в клинической практике Казахстана имеет хорошие перспективы. Полногеномный анализ дает возможность определить профили лекарственной чувствительности практически ко всем существующим на сегодняшний день ПТП 1 и 2 ряда, в то время как с помощью широко применяемых молекулярных методов можно выявить устойчивость только к определенным препаратам на основе наиболее распространенных мутаций в определенных генах-устойчивости. В нашей работе, с помощью полногеномного секвенирования было возможным определения лекарственной устойчивости к пиразинамиду  для изолятов M. tuberculosis. Несомненно, это является преимуществом генетического анализа, особенно в виду того, что выявление лекарственной чувствительности к данному препарату на основе микробиологического анализа не всегда является надежным из-за ограничений, связанных с тестированием на питательной среде с пониженным pH [233]. Среди Beijing образцов у одного изолята с пре-ШЛУ (163), для которого не проводился фенотипический анализ к ПАСК была идентифицирована мутация в folC гене, ассоциированном с устойчивостью к этому препарату на основе полногеномного секвенирования  [143, р. 9]. Стоит отметить, что имеются сложности с фенотипической оценкой лекарственной чувствительности к ПАСК, так как не установлена определенная критическая концентрация препарата для дифференциации чувствительных и устойчивых штаммов [233, р. 7-8]. Поэтому, наличие генетической информации по лекарственной чувствительности к ПАСК безусловно дает возможность корректного назначения данного антибиотика при лечении ЛУ-ТБ. 
Полногеномный анализ по сравнению с другими существующими диагностическими тестами является более быстрым и менее затратным методом [63, р. 625; 87]. По рекомендации ВОЗ, полногеномное секвенирование может быть использовано как альтернативный метод определения лекарственной чувствительности для получения быстрого результата либо вместо микробиологического ТЛЧ, где невозможно его проведение [79, р. 6; 91-93]. Полногеномное секвенирование уже применяется в развитых странах для выявления профиля лекарственной чувствительности к ПТП 1 и 2 ряда в целях подбора индивидуальной эффективной химиотерапии [87, р. 50]. В странах Центральной Азии, полногеномное секвенирование было включено в диагностический и лечебный алгоритм при туберкулезе недавно только в Кыргызстане [240]. 
Апробация геномных баз данных 
Были апробированы шесть геномных баз данных – ResFinder, CARD, CASTB, TGS-TB, TB-Profiler и Mykrobe для определения профилей лекарственной чувствительности и мутаций, ассоциированных с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда у казахстанских лекарственно-устойчивых изолятов Beijing M. tuberculosis с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ. Среди этих баз данных, геномная база TGS-TB была менее информативной и показала множество несовпадений по профилям лекарственной чувствительности в сравнении с другими базами. Эта база данных была разработана Sekizuka et al. [157, р. 1] и на момент нашего исследования была использована в различных работах, однако, в настоящее время вебсайт TGS-TB приостановил свою деятельность. 
Базы данных CASTB [156, p. 843] и CARD [155, p. 3348] были эффективными в выявлении профилей лекарственной чувствительности только по отношению к четырем ПТП 1 ряда, а информация по пиразинамид-устойчивости была доступна только в CASTB. Возможно, эти две базы данных не обновляются на регулярной основе и имеют ограниченные ресурсы и данные для прогнозирования фенотипа на основе молекулярной информации. 

Оставшиеся три геномные базы, а именно TB-Profiler, ResFinder и Mykrobe в целом были наиболее информативными в определении профилей лекарственной чувствительности к ПТП 1 и 2 ряда. Данные по ПТП 1 ряда присутствовали во всех трех базах, а в случае ПТП 2 ряда данные из трех геномных баз дополняли друг друга. Так, например, преимуществом ResFinder было наличие информации по капреомицину, канамицину, этионамиду, амикацину и ПАСК, а геномная база TB-Profiler продемонстрировала эффективность по выявлению профилей лекарственной чувствительности к фторхинолонам, включая офлоксацин, моксифлоксацин и левофлоксацин, а Mykrobe к моксифлоксацину, амикацину и капреомицину. Поэтому, применение этих трех баз данных (TB-Profiler, ResFinder и Mykrobe) в совокупности в дальнейшем для первичного скрининга лекарственной чувствительности изолятов будет наиболее оптимальным [141, р. 4; 142, р. 4; 143, р. 7-8]. 

Для более обширного анализа ЛУ к ПТП 1 и 2 ряда изолятов Beijing с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ были использованы базы данных ResFinder и TB-Profiler [141, р. 4; 142, р. 4; 143, р. 7-8]. С помощью этих геномных баз данных были идентифицированы мутации в генах, ассоциированные с ЛУ к антибиотикам 1 и 2 ряда. В основном, наблюдалась корреляция полученных результатов по мутациям в разных генах ЛУ в обоих базах данных. Однако, также были найдены мутации, которые встречались только в ResFinder или только в TB-Profiler. Поэтому, для более широкого анализа лекарственной чувствительности клинических изолятов оптимальным является использование баз данных ResFinder и TB-Profiler в комплексе.
Согласно опубликованным данным, в сравнению со стандартным ТЛЧ, чувствительность базы данных TB-Profiler по определению МЛУ-ТБ и ШЛУ-ТБ составила 94% и 83% и специфичность 98% и 96%, соответственно [158, р. 2], а  Mykrobe показал чувствительность 100%, 95%, 82%, 99% и специфичность 99%, 100%, 99%, 99% по прогнозированию устойчивости к рифампицину, изониазиду, пиразинамиду и этамбутолу, соответственно [159, р. 2]. ResFinder является одной из широко используемых баз данных для выявления антимикробной устойчивости к разным инфекциям, включая туберкулез. Данная база данных была разработана учеными Технического университета Дании, который с 2000 г. функционирует как Центр сотрудничества ВОЗ по устойчивости к противомикробным препаратам [154, р. 2640; 238]. В целом, во всех трех базах данных (TB-Profiler, ResFinder и Mykrobe) разработчиками обновляется каталог мутаций, вносятся изменения и улучшения в работу вебсерверов.
Филогенетический анализ Beijing изолятов с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ

В результате филогенетического анализа, на основе однонуклеотидных полиморфизмов 10 лекарственно-устойчивых Beijing изолятов в нашем исследовании имели близкую связь с российским штаммом Beijing RUS B0 [167, р. 9]. RUS B0 на основе метода IS6110-RFLP в американской базе данных PHRI был зарегистрирован как W148, поэтому часто в литературе название данного кластера (субгруппы) указано как B0/W148. Изоляты B0/W148 широко распространены в разных областях России и были значительно ассоциированы с МЛУ-ТБ, а также с повышенной вирулентностью и трансмиссивностью [116, р. 355]. Один казахстанский Beijing образец показал генетическое сходство с индийским штаммом Beijing/NITR203 [168, р. 1]. Близкое родство наблюдалось также между двумя казахстанскими изолятами генотипа Beijing и южнокорейским штаммом Beijing K. Штамм Beijing K, который был причиной вспышки легочного туберкулеза среди учеников старших классов средней школы в провинции Кёнгидо в 1998 г. является высокотрансмиссивным и доминирующим штаммом в Южной Корее [162, р. 2]. Близкое генетическое родство казахстанских штаммов Beijing со штаммами из других стран RUS B0, NITR203 и K показывает возможную недавнюю трансмиссию и успешное распространение данных штаммов на территории Казахстана. 

Два Beijing изолята в нашем исследовании среди всех референсных штаммов M. tuberculosis показали генетическое сходство с американским штаммом CDC1551, что свидетельствует о возможном общем предке с данным штаммом.  
Четыре казахстанских изолята генотипа Beijing образовали отдельный кластер и не были похожи ни на один из референсных штаммов генотипа Beijing. Возможно, этот кластер генотипа Beijing является эндемичным для Казахстана и требует дальнейшего исследования. 

Полученные данные последовательностей полных геномов всех 19 лекарственно-устойчивых клинических изолятов Beijing M. tuberculosis были загружены в Архив последовательностей ридов (Sequence Read Archive, SRA) Национального центра биотехнологической информации (National Center for Biotechnology Information, NCBI) и доступны под номерами PRJNA503963 (8 образцов с МЛУ) и PRJNA481625 (10 изолятов с пре-ШЛУ и 1 образец с ШЛУ) [141, р. 8; 142, р. 2; 143, р. 14]. 
Основные выводы по разделу 3.3 
Были отработаны методы подготовки ДНК-библиотек и впервые в Казахстане проведено полногеномное секвенирование изолятов Beijing с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ на платформах NGS - Roche 454 GS FLX+ и Illumina MiSeq.  

В результате полногеномного секвенирования были выявлены известные мутации в генах, связанных с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда. Также у лекарственно-устойчивых изолятов Beijing были идентифицированы новые мутации в двадцати генах. Функциональный анализ данных генов с помощью онлайн ресурса DAVID показал, что большинство из этих генов ассоциированы с ЛУ к ПТП 1 и 2 ряда, что указывает на дальнейшую необходимость валидации найденных новых мутаций в этих генах. Еще были найдены мутации в генах с возможным компенсаторным механизмом.  
Апробированы шесть геномных баз данных для определения профилей лекарственной чувствительности и анализа мутаций в генах ЛУ  – ResFinder, CARD, CASTB, TGS-TB, TB-Profiler и Mykrobe. Для первичного скрининга лекарственной чувствительности к ПТП 1 и 2 ряда нами рекомендованы три базы данных – ResFinder, TB-Profiler и Mykrobe, а для обширного анализа спектра мутаций в генах ЛУ рекомендованы две базы данных – ResFinder и TB-Profiler.
Проведен филогенетический анализ Beijing изолятов с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ. Согласно результатам анализа, больше половины изолятов (n=10) имели близкую связь с российским штаммом RUS B0, пять казахстанских изолятов Beijing показали генетическое родство с индийским штаммом Beijing/NITR203 (n=1), южнокорейским штаммом Beijing K (n=2) и с американским штаммом CDC1551 (n=2). Остальные четыре изолята Beijing формировали один отдельный кластер. 
Последовательности полных геномов казахстанских изолятов Beijing были загружены в международную базу данных NCBI под номерами PRJNA503963 и PRJNA481625.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Широкое распространение лекарственно-устойчивого туберкулеза, в том числе туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью, ассоциированного с устойчивостью к самым эффективным ПТП 1 ряда – рифампицину и изониазиду является основной проблемой в борьбе с данным заболеванием. В разных странах была показана ассоциация генотипа Beijing M. tuberculosis с лекарственной устойчивостью и массовым распространением МЛУ-ТБ. 
Штаммы генотипа Beijing чрезвычайно трансмиссивные, преобладают среди больных ТБ молодого возраста и обладают более высокой способностью противостоять лечению туберкулеза и являются важным фактором риска неэффективности лечения, поэтому исследование эпидемиологии этого генотипа играет важную роль в мониторинге туберкулеза. Однако, необходимо учитывать тот факт, что в зависимости от географического месторасположения в разных странах могут циркулировать различные кластеры генотипа Beijing. Ввиду того, что Казахстан входит в список 30 стран с высокими показателями МЛУ-ТБ в мире (ВОЗ, 2023) и недостаточно изучен генотип Beijing и его кластеры, распространенные в нашей стране, актуальным является исследование молекулярно-генетических особенностей изолятов данного генотипа, циркулирующих на территории Казахстана.
В данной работе впервые в Казахстане была проведена комплексная молекулярно-генетическая характеристика генотипа Beijing с использованием современных методов генотипирования (MIRU-VNTR типирование, RD-анализ и сполиготипирование) и определения лекарственной устойчивости (аллель-специфический ПЦР в режиме реального времени, секвенирование по Сэнгеру), применены новейшие технологие такие как полногеномное секвенирование на платформах Roche 454 GS FLX+ и Illumina MiSeq. 
Выявлена частота распространения генотипа Beijing и его основных кластеров среди новых, а также повторных случаев ТБ, исследованы клинические и эпидемиологические данные больных ТБ, зараженных данным генотипом. Впервые в Казахстане оценена ассоциация генотипа Beijing и его доминирующих кластеров c разными лекарственно-устойчивыми и клиническими формами ТБ. А также исследованы геномы казахстанских устойчивых изолятов генотипа Beijing, апробированы и выбраны наиболее оптимальные базы данных для определения лекарственной чувствительности M. tuberculosis. Полученные данные последовательностей полных геномов лекарственно-устойчивых Beijing изолятов были загружены в международную базу данных NCBI и доступны для биомедицинского сообщества.
На основе полученных результатов наших исследований были разработаны методические рекомендации «Определение семейств клинических изолятов Mycobacterium tuberculosis по разработанной схеме генотипирования с использованием MIRU-VNTR анализа» (на казахском и русском языках) для научных сотрудников, врачей и студентов медицинских и биологических специальностей. Апробированная в рамках методических рекомендаций схема MIRU-VNTR генотипирования M. tuberculosis, в состав которой входит 7 наиболее полиморфных локусов характерных для казахстанских штаммов, является почти в 3,5 раза менее затратной и менее трудоемкой по сравнению с 24 MIRU-VNTR анализом и имеет почти такое же значение дискриминирующей способности, как схема включающая в себя полный набор из 24 локусов (HGDI=0.94 vs HGDI=0.96). Поэтому MIRU-VNTR генотипирование на основе предложенных 7 MIRU-VNTR локусов (QUB26, Mtub21, MIRU10, MIRU31, MIRU26, ETRA и MIRU39) является наиболее оптимальным для генотипирования эндемичных для нашего региона штаммов M. tuberculosis. Данная схема генотипирования была внедрена в работу Национального научного центра фтизиопульмонологии МЗ РК (г. Алматы) для скрининговых исследований микробной популяции и выявления клинически и эпидемиологически важных кластеров M. tuberculosis, включая генотип Beijing. 
Знания, полученные на основе полногеномных данных могут быть использованы в клинической практике для быстрой диагностики лекарственной чувствительности и определения мутаций в генах, ассоциированных с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда в совокупности с микробиологическими методами для подбора наиболее эффективной, персонализированной антибиотикотерапии.
Таким образом, все поставленные задачи были выполнены в полном объеме и сделаны следующие выводы: 
1. Определена частота распространения генотипа Beijing M. tuberculosis среди новых и повторных случаев ТБ в Казахстане – 60 и 78%, соответственно. Идентифицированы основные кластеры данного генотипа (94-32, 96-32, 94-33, 100-32, 96-145 и 99-32), которые составили 65,2% всех Beijing изолятов. Из них 52,5% изолятов были отнесены к кластеру 94-32. 
2. Выявлена статистически значимая взаимосвязь генотипа Beijing с лекарственно-устойчивым туберкулезом, включая МЛУ-ТБ во всех группах исследования, с двухкратным преобладанием в группе повторных случаев ТБ по сравнению с новыми случаями. 
Самый распространенный кластер 94-32 генотипа Beijing (52,5% среди всех Beijing) был связан с заболеванием лекарственно-устойчивыми штаммами M. tuberculosis в общей выборке образцов и среди рецидивов, а среди новых случаев с заболеванием МЛУ-ТБ. А кластер Beijing 94-15 был ассоциирован с заражением лекарственно-чувствительным ТБ в общей коллекции образцов и среди повторных случаев ТБ.
Среди non-Beijing изолятов, в общей выборке образцов генотип LAM показал статистически достоверную ассоциацию с лекарственно-устойчивым ТБ, включая МЛУ-ТБ. Преобладание генотипа LAM среди резистентных изолятов наблюдалось среди впервые выявленных случаев. 
Среди рифампицин-устойчивых, а также мультирезистентных образцов с подтвержденными мутациями в rpoB гене, статистически значимая ассоциация наблюдалась между самой распространенной мутацией Ser531Leu в 531 кодоне rpoB гена и генотипом Beijing. Впервые в Казахстане нами показано, что мутация His526Leu в 526 кодоне rpoB гена была взаимосвязана с генотипом LAM. 
3. Выявлены особенности клинико-эпидемиологических параметров туберкулеза при заражении генотипом Beijing M. tuberculosis.
Среди возрастных групп генотип Beijing был статистически ассоциирован с заболеванием молодых людей наиболее трудоспособного возраста от 18 до 44 лет в общей выборке и среди рецидивов (p(0,05). В общей выборке в целом, женщины заболевали раньше, чем мужчины (средний возраст 36,3 лет vs. 38,1 лет, p=0,02642).
Среди пациентов с повторными случаями туберкулеза, средний возраст больных зараженных генотипом Beijing был значительно ниже, чем у больных с non-Beijing генотипами (39,7 лет vs. 46,6 лет, p=0,00544). А среди зараженных генотипом Beijing, женщины были статистически достоверно моложе, чем мужчины в общей выборке (35,1 лет vs. 37,6 лет, p=0,0232) и среди рецидивов (35,7 лет vs. 41 лет, p=0,00854). Среди кластеров генотипа Beijing такая особенность наблюдалась среди женщин, зараженных самым распространенным Central Asian/Russian 94-32 кластером в общей выборке (p=0,01928). 
В общей выборке образцов пациенты с фиброзно-кавернозным туберкулезом были статистически больше инфицированы лекарственно-устойчивыми штаммами M. tuberculosis (p=0,0019). Среди больных, зараженных лекарственно-устойчивыми микобактериями взаимосвязь ФКТ была выявлена с МЛУ (p=0,0054). А заражение лекарственно-чувствительными штаммами M. tuberculosis была определена в большей степени у пациентов с очаговым ТБ среди новых случаев (p<0,05). Туберкулезный плеврит был ассоциирован с non-Beijing генотипами среди новых и повторных случаев ТБ (p=0,0430).
4. В результате полногеномного секвенирования Beijing изолятов с МЛУ, пре-ШЛУ и ШЛУ были определены различные типы мутаций (миссенс мутации, варианты сдвига рамки считывания, нонсенс варианты и тд), обуславливающие резистентность к противотуберкулезным препаратам, в том числе новые мутации, которые требуют дальнейшего изучения и валидации. Полученные геномы казахстанских Beijing изолятов были загружены в международную базу данных NCBI под номерами PRJNA503963 и PRJNA481625 и доступны для использования биомедицинским сообществом. Апробированы шесть геномные базы данных (ResFinder, CARD, CASTB, TGS-TB, TB-Profiler и Mykrobe) для быстрой диагностики лекарственной чувствительности и анализа мутаций, ассоциированных с ПТП 1 и 2 ряда. Для первичного скрининга лекарственной чувствительности в геномах микобактерий нами рекомендованы три базы данных - ResFinder, TB-Profiler и Mykrobe, а для обширного и детального анализа спектра мутаций в генах, ассоциированных с устойчивостью к ПТП 1 и 2 ряда рекомендованы две базы данных - ResFinder и TB-Profiler.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Таблица А.1 – Ассоциативный анализ взаимосвязи MLVA MtbC 15-9 типов 
	Кластеры Beijing
	Устойчивый ТБ
	Чувствительный ТБ
	ОШ
	95%ДИ
	p
	Кластеры Beijing
	МЛУ
	Другая ЛУ
	ОШ
	95%ДИ
	p

	99-15
	2 (100%)
	0 (0%)
	1,4915
	0,0711 - 31,2932
	p=0,7968
	11776-32
	1 (100%)
	0 (0%)
	1,2523
	0,0506 - 30,9761
	p=0,8907

	Другие Beijing
	380 (77,1%)
	113 (22,9%)
	
	
	
	Другие Beijing
	269 (70,6%)
	112 (29,4%)
	
	
	

	94-145
	2 (100%)
	0 (0%)
	1,4915
	0,0711 - 31,2932
	p=0,7968
	4402-32
	2 (100%)
	0 (0%)
	2,0950
	0,0998 - 43,9885
	p=0,6340

	Другие Beijing
	380 (77,1%)
	113 (22,9%)
	
	
	
	Другие Beijing
	268 (70,5%)
	112 (29,5%)
	
	
	

	94-554
	2 (100%)
	0 (0%)
	1,4915
	0,0711 - 31,2932
	p=0,7968
	11460-32
	1 (100%)
	0 (0%)
	1,2523
	0,0506 - 30,9761
	p=0,8907

	Другие Beijing
	380 (77,1%)
	113 (22,9%)
	
	
	
	Другие Beijing
	269 (70,6%)
	112 (29,4%)
	
	
	

	7553-145
	3 (100%)
	0 (0%)
	2,0935
	0,1073 - 40,8338
	p=0,6259
	11427-32
	2 (66,7%)
	1 (33,3%)
	0,8284
	0,0743 - 9,2291
	p=0,8783

	Другие Beijing
	379 (77%)
	113 (23%)
	
	
	
	Другие Beijing
	268 (70,7%)
	111 (29,3%)
	
	
	

	11427-32
	3 (100%)
	0 (0%)
	2,0935
	0,1073 - 40,8338
	p=0,6259
	9344-32
	3 (100%)
	0 (0%)
	2,9439
	0,1508 - 57,4640
	p=0,4763

	Другие Beijing
	379 (77%)
	113 (23%)
	
	
	
	Другие Beijing
	267 (70,4%)
	112 (29,6%)
	
	
	

	9344-32
	3 (100%)
	0 (0%)
	2,0935
	0,1073 - 40,8338
	p=0,6259
	97-32
	3 (75%)
	1 (25%)
	1,2472
	0,1283 - 12,1206
	p=0,8490

	Другие Beijing
	379 (77%)
	113 (23%)
	
	
	
	Другие Beijing
	267 (70,6%)
	111 (29,4%)
	
	
	

	4402-32
	2 (100%)
	0 (0%)
	1,4915
	0,0711 - 31,2932
	p=0,7968
	1068-32
	1 (100%)
	0 (0%)
	1,2523
	0,0506 - 30,9761
	p=0,8907

	Другие Beijing
	380 (77,1%)
	113 (22,9%)
	
	
	
	Другие Beijing
	269 (70,6%)
	112 (29,4%)
	
	
	

	7308-32
	4 (66,7%)
	2 (33,3%)
	0,5873
	0,1062 - 3,2489
	p=0,5420
	1048-32
	0 (0%)
	3 (100%)
	0,0578
	0,0030 - 1,1290
	p=0,0601

	Другие Beijing
	378 (77,3%)
	111 (22,7%)
	
	
	
	Другие Beijing
	270 (71,2%)
	109 (28,8%)
	
	
	

	9343-32
	2 (66,7%)
	1 (33,3%)
	0,5895
	0,0530 - 6,5614
	p=0,6673
	1047-32
	3 (100%)
	0 (0%)
	2,9439
	0,1508 - 57,4640
	p=0,4763

	Другие Beijing
	380 (77,2%)
	112 (22,8%)
	
	
	
	Другие Beijing
	267 (70,4%)
	112 (29,6%)
	
	
	

	1048-32
	3 (100%)
	0 (0%)
	2,0935
	0,1073 - 40,8338
	p=0,6259
	9126-32
	2 (100%)
	0 (0%)
	2,0950
	0,0998 - 43,9885
	p=0,6340

	Другие Beijing
	379 (77%)
	113 (23%)
	
	
	
	Другие Beijing
	268 (70,5%)
	112 (29,5%)
	
	
	

	1047-32
	3 (75%)
	1 (25%)
	0,8865
	0,0913 - 8,6071
	p=0,9173
	809-32
	0 (0%)
	1 (100%)
	0,1374
	0,0056 - 3,3987
	p=0,2253

	Другие Beijing
	379 (77,2%)
	112 (22,8%)
	
	
	
	Другие Beijing
	270 (70,9%)
	111 (29,1%)
	
	
	

	95-33
	2 (100%)
	0 (0%)
	1,4915
	0,0711 - 31,2932
	p=0,7968
	1075-32
	2 (66,7%)
	1 (33,3%)
	0,8284
	0,0743 - 9,2291
	p=0,8783

	Другие Beijing
	380 (77,1%)
	113 (22,9%)
	
	
	
	Другие Beijing
	268 (70,7%)
	111 (29,3%)
	
	
	

	9126-32
	2 (100%)
	0 (0%)
	1,4915
	0,0711 - 31,2932
	p=0,7968
	1076-32
	3 (75%)
	1 (25%)
	1,2472
	0,1283 - 12,1206
	p=0,8490

	Другие Beijing
	380 (77,1%)
	113 (22,9%)
	
	
	
	Другие Beijing
	267 (70,6%)
	111 (29,4%)
	
	
	

	9342-32
	2 (100%)
	0 (0%)
	1,4915
	0,0711 - 31,2932
	p=0,7968
	7553-145
	2 (66,7%)
	1 (33,3%)
	0,8284
	0,0743 - 9,2291
	p=0,8783

	Другие Beijing
	380 (77,1%)
	113 (22,9%)
	
	
	
	Другие Beijing
	268 (70,7%)
	111 (29,3%)
	
	
	

	1075-32
	3 (100%)
	0 (0%)
	2,0935
	0,1073 - 40,8338
	p=0,6259
	95-32
	5 (62,5%)
	3 (37,5%)
	0,6855
	0,1610 - 2,9186
	p=0,6095

	Другие Beijing
	379 (77%)
	113 (23%)
	
	
	
	Другие Beijing
	265 (70,9%)
	109 (29,1%)
	
	
	

	1076-32
	4 (100%)
	0 (0%)
	2,6988
	0,1442 - 50,5077
	p=0,5065
	7308-32
	4 (100%)
	0 (0%)
	3,7992
	0,2028 - 71,1576
	p=0,3719

	Другие Beijing
	378 (77%)
	113 (23%)
	
	
	
	Другие Beijing
	266 (70,4%)
	112 (29,6%)
	
	
	

	94-15
	2 (28,6%)
	5 (71,4%)
	8,7963
	1,6831 - 45,9730
	p=0,0100*
	7188-32
	4 (66,7%)
	2 (33,3%)
	0,8271
	0,1493 - 4,5815
	p=0,8279

	Другие Beijing
	380 (77,9%)
	108 (22,1%)
	
	
	
	Другие Beijing
	266 (70,7%)
	110 (29,3%)
	
	
	

	?-32
	0 (0%)
	2 (100%)
	17,1525
	0,8174 - 359,9191
	p=0,0672
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Другие Beijing
	382 (77,5%)
	111 (22,5%)
	
	
	
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	* ‒ статистически значимый результат.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г
Акт внедрения
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VNTR 70KyCoB e BCeEan HOINOAAT 418 THIMpOBANIS uravvion M. tuberculosis Wipkyupyiouns
b pex reorpadicciun pernonax. Tosrowy aKTYANNMN  ARTACTER  BGOp. HanGoee
e T TR ———
berculosis
Ha ocnoe pesymTaros wccacaomawi woraron M. mberculosis w Kaxxcrama ¢
noI0RHEN 00ro waopa 24 MIRU-VNTR nckycon G eauaens casie noauvopise
7 a0kycon (QUB26, Mub21, MIRUIO, MIRUSI, MIRU26, ETRA n MIRU39) < sticomi

AN WIEKCD QAICILIOTO TOTIMOPHIONA, KOTOPHE CICLIPHINS 1A KESSACTANCKIN
masion M. tuberculosis. COTAAEHO peryaLTaTas anpoSausn cxen CocToRueh s aaHe 7

MIRU-VNTR 108ycon Guaa noxasana. asicokan anexpmnnpyiouyio cnocodoers (HGDI) o
cpamneinno ¢ kaaccveskimu 12 MIRU-VNTR 15 MIRU-VNTR weroasi. HGDI sasene 7
MIRU-VNTR awa13a Guto nowri axin e Kk y 24 MIRU-VNTR sieroza (0.94 v5 0.96).

Sucaioucne: [ OnpexeAcHI TonyIAWHOMNOR CTPYKTYPH wTauios M. tuberculosis
SHIGNINHEX 218 NALICTO PETHONA  JMHAENHOTOTAEEKIN. W KTMHINIEEKI UEARX HEOGOMNO
HEOMI0RATL Crewy 3 KoGHMALNH WaKGOCE noopdsx 7 Aokycos (QUB26, Miub2l,
MIRUIO, MIRU31, MIRU26, ETRA 1 MIRUS9).

Cpox neapenn: 2023 1

Hunrucosa JLT.

Epanuesa JLT.

Asenos MM.
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