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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ
В диссертации использованы ссылки на следующие нормативные правовые акты и стандарты:
Приказ Министра здравоохранения Республики Казахстан. Об утверждении Инструкции по организации медицинской помощи при туберкулезе: утв. 30 ноября 2020 года, №214/2020.
Приказ Министра здравоохранения Республики Казахстан от 25 декабря 2017 года № 994. Зарегистрирован в Министерстве юстиции Республики Казахстан 19 февраля 2018 года № 16381.

Приказ и.о. Министра здравоохранения Республики Казахстан от 6 января 2011 года № 12 О некоторых вопросах по борьбе с туберкулезом.

Методические рекомендации к оформлению диссертации на соискание степени доктора философии (PhD), доктора по профилю. Требования к оформлению диссертаций протокол №8 от 24.03.2016.

Закон Республики Казахстан «О биологической безопасности Республики Казахстан» от 21 мая 2022 года №122-VII ЗРК.

ГОСТ 7.32-2001. Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления (с изменениями 2006 г.).

ГОСТ 7.1-2003 «Библиографическая запись. Библиографическое описание. Общие требования и правила составления».

ГОСТ 7.9-95 (ИСО 214-76) «Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Реферат и аннотация. Общие требования».

ГОСТ 7.12-93 «Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Библиографическая запись. Сокращение слов на русском языке. Общие требования и правила».
ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В диссертации применяются следующие термины с соответствующими определениями:
Микробиологическая лаборатория – лаборатория, выполняющая исследования по выявлению микроорганизмов из биологического материала и объектов окружающей среды.

Микроорганизмы — это группа живых организмов, невидимых невооруженным глазом, включающая бактерии, вирусы, грибы, простейшие и микроводоросли. Они имеют микроскопические размеры и играют важную роль в экосистемах, участвуя в процессах разложения органических веществ, фиксации азота и других биохимических циклах. Некоторые микроорганизмы полезны для человека, например, те, которые участвуют в производстве продуктов питания, лекарств и биотоплива, однако другие могут вызывать болезни и представлять угрозу здоровью.

Антибиотики — это класс лекарственных препаратов, предназначенных для борьбы с бактериальными инфекциями путем уничтожения бактерий или подавления их роста. Антибиотики действуют либо на клеточную стенку бактерий, либо на процессы их жизнедеятельности, такие как синтез белка или ДНК. Эти препараты могут быть природного происхождения или синтетическими. Важно отметить, что антибиотики неэффективны против вирусных инфекций, и их применение должно быть строго контролируемым, чтобы избежать развития устойчивости у бактерий. 

Антибиотикорезистентность – способность микроорганизмов противостоять действию антибиотиков. Антибиотикорезистентность возникает спонтанно вследствие мутаций и под воздействием антибиотика закрепляется в популяции. Сам по себе антибиотик не является причиной появления резистентности. 

Штамм – совокупность микроорганизмов, в том числе бактерий, вирусов, грибов одного вида, выделенная из разных источников или из одного источника в разное время, или полученная в ходе генетических манипуляций.

Клиническая структура туберкулеза – это соотношение и характеристика различных форм туберкулезного процесса.

Нозокомиальная инфекция (НИ) (госпитальная, внутрибольничная инфекция) – это любое клинически распознаваемое инфекционное заболевание, которое развивается у пациента в результате его обращения в больницу за лечебной помощью или пребывания в ней, а также любое инфекционное заболевание сотрудника больницы, развившееся вследствие его работы в данном учреждении, вне зависимости от времени появления симптомов (после или во время нахождения в больнице) (Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ).

Туберкулез с множественной лекарственной устойчивостью – туберкулез, вызванный микобактериями туберкулеза, штаммы которых устойчивы к рифампицину и изониазиду 

ОФВ1 (FEV1) – объем форсированного выдоха за 1 секунду, отражает степень тяжести обструктивных нарушений (так же по z-критерию).

Коморбидность (от лат. со- «вместе» + morbus «болезнь, недуг») —сосуществование у одного пациента двух или более заболеваний, синдромов или психических расстройств, связанных между собой единым патогенетическим механизмом или совпадающих по времени.

"новый случай" – пациент, никогда ранее не принимавший противотуберкулезные препараты или принимавший их менее одного месяца

"рецидив" – пациент, ранее получивший лечение противотуберкулезными препаратами первого ряда с исходом "вылечен" или "лечение завершено", но у которого в последующем установлено бактериовыделение

"неудача лечения" – пациент после неэффективного первого или повторного курса лечения противотуберкулезными препаратами первого ряда

"лечение после перерыва" – пациент с положительным результатом микроскопии мазка мокроты, возобновляющий лечение после перерыва длительностью 2 и более месяцев

ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

АБ

      антибиотики

АМП

      антимикробные препараты

ВБИ

      внутрибольничная инфекция

ВОЗ

      Всемирная организация здравоохранения

ГИ

      госпитальная инфекция

ДИ

      доверительный интервал

ДДМ

      диско-диффузионный метод

ИГКС
      ингаляционные глюкокортикостероиды

КГП ОПТД
      коммунальное государственное предприятие Областной    

      противотуберкулезный диспансер

ЛКП

      Лаборатория коллективного пользования

ЛУ

      лекарственная устойчивость

ЛУ ТБ
      лекарственно-устойчивый туберкулез 

ЛЧ ТБ               лекарственно-чувствительный туберкулез

МЗ РК
      Министерство здравоохранения Республики Казахстан 

МБТ

      микобактерия туберкулеза 

МЛУ

      множественная лекарственная устойчивость

НИ

      нозокомиальная инфекция

НДП

      нижние дыхательные пути

ОФВ 1
      объем форсированного выдоха за 1 секунду

ОЦФ

      Областной центр фтизиопульмонологии

ПТП

      противотуберкулезные препараты 

РУ-ТБ
      рифампицин-устойчивый туберкулез 

ТБ

      туберкулез 

ТЛЧ

      тест на лекарственную чувствительность

УПМ

      условно-патогенные микроорганизмы

ХОБЛ
      хроническая обструктивная болезнь легких

ХНЗЛ
      хронические неспецифические заболевания легких

ШЛУ

      широкая лекарственная устойчивость

ЦВКК
      центральная врачебная консультативная комиссия

I

     умеренно резистентный

R

     резистентный

S

     чувствительный

ESKAPE
      Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella

      pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

      aeruginosa, and Enterobacter species 

CLSI

      Clinical and Laboratory Standards Institute

MALDI-TOF    Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность исследования. Туберкулез (ТБ) является причиной более миллиона смертей ежегодно и продолжает оставаться одной из важнейших проблем для здравоохранения во всём мире [1]. 

Патогены критического уровня приоритетности, такие как грамотрицательные бактерии с устойчивостью к антибиотикам последнего резерва, и микобактерии туберкулеза с устойчивостью рифампицину представляют серьезную глобальную угрозу в связи с создаваемым ими тяжелым бременем, способностью противостоять лечению и передавать устойчивость другим бактериям. Устойчивость к противомикробным препаратам ставит под угрозу наши возможности эффективного лечения таких социально значимых инфекций, как туберкулез, что приводит к случаям тяжелого течения заболевания и повышению уровня смертности [2].

В эпидемиологической ситуации по туберкулёзу в Карагандинской области и в целом по Республике наблюдается тенденция к улучшению показателей заболеваемости. 
Так в 2024 году показатель заболеваемости по Республике Казахстан составлял 33,4 по сравнению с 2023 г. 34,7, в 2022 г. этот показатель 36,5 %. Показатель смертности в Казахстане составляла в 2024 г. 1,0, в 2023 г. 1,2%, а в 2022 г. 1,4 %. В Карагандинской области заболеваемость составляла в 2024 г. 35,0, в 2023 г. этот показатель 37,4%, а в 2022 г. 39,0%. Смерность в Карагандинской области составляла в 2024 г. 2,1, в 2023 г. 2,4 %, в 2022 г. 2,6 %. 

Несмотря на это, наблюдается увеличение в структуре заболеваемости лекарственно-устойчивых форм туберкулеза. Устойчивость M. tuberculosis к лекарственным препаратам создает большую угрозу для борьбы с туберкулезом и остается предметом повышенного контроля в области здравоохранения [3, 4, 5, 6]. Неуклонное увеличение распространения резистентных штаммов M. tuberculosis вызывает особую тревогу, среди которых наибольшую угрозу представляют штаммы с широкой лекарственной устойчивостью (ШЛУ) и множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ). На сегодняшний день лекарственно устойчивый туберкулез является одним из основных факторов, ведущих к повышению смертности и снижению эффективности лечения в мире [7, 8, 9, 10]. Показатели заболеваемости с лекарственно устойчивым туберкулезом по Республике Казахстан в 2024 г. составлял 8,0, а в  2023 г. 8,9. В Карагандинской области показатель заболеваемости с лекарственно устойчивым туберкулезом составляла в 2024 г. 7,6, в 2023 г. 11,0.
Больные туберкулёзом лёгких получают длительные курсы антибиотикотерапии (стрептомицин, рифампицин и др.), вследствие этого нередко развивается устойчивая вторичная микрофлора, а именно, условно-патогенные микроорганизмы (УПМ) [11]. 

Развитие эндогенных, вторичных инфекций, вызываемых условно-патогенными микроорганизмами (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli и др.), во многом зависит от состояния пациента. Для возникновения госпитальных инфекций важное значение имеет как иммунный статус пациента, так и состояние противоэпидемических мероприятий в лечебно-профилактическом учреждении. Вызывая патологический процесс в лёгких, УПМ отягощают течение основного заболевания. Они травмируют лёгочную ткань, повышают её восприимчивость к M. tuberculosis. Лёгочная ткань, сенсибилизированная бактериальными аллергенами стафилококков, стрептококков и др. УПМ, создает благоприятные условия для распространения микобактерий и возникновения новых очагов поражения. УПМ в ассоциации с M. tuberculosis усиливают распад казеозных участков лёгких, придавая туберкулёзной каверне абсцедирующий характер. УПМ являются одним из факторов, способствующих нарушению стабильности старых туберкулёзных образований, их активации, что может спровоцировать бактериовыделение у больных с неактивным туберкулёзным процессом. Появление микроорганизмов с множественной лекарственной устойчивостью требует не только быстрой идентификации возбудителей, но и немедленного определения чувствительности и устойчивости к противомикробным препаратам [12, 13, 14]. 

Вторичные инфекции, возникающие в виде неспецифических бронхитов, пневмонии и осложняющие течение фиброзно-кавернозного туберкулёза, инфильтративного туберкулёза, туберкулом и т.д., разнообразны и не представлены определенным возбудителем [15].

Частота сочетания туберкулёза с неспецифическими заболеваниями органов дыхания колеблется от 7% до 49% [16, 17, 18]. У больных с рецидивами туберкулёза лёгких хронические неспецифические заболевания органов дыхания встречаются в 17,5-63,2% случаев [19]. 

Сочетание туберкулëза с неспецифическими заболеваниями лëгких значительно усложняет течение туберкулëзного процесса, отмечается многосимптомность, преобладание альтеративных и экссудативных изменений. При сочетанном процессе наблюдаются худшие результаты лечения туберкулеза легких, отмечается снижение процента закрытия полостей и абациллирования мокроты, удлиняются сроки выздоровления [20,21,22]. 

В 10,2% причиной смерти больных с активным туберкулёзом являются неспецифические заболевания органов дыхания [23].
Своевременная диагностика вторичной инфекции нижних дыхательных путей (НДП) у больных туберкулёзом лёгких и направленное лечение осложнений — вопрос, требующий внимания современной фтизиатрии [16]. 

Бактериологический анализ мокроты и бронхиальных секретов на обнаружение в них микроорганизмов, отличных от Mycobacterium tuberculosis, в рутинной фтизиатрической практике выполняется не чаще чем в 10% случаев, в основном у наиболее тяжёлых больных [24].

В связи с этим необходимо провести исследование, направленное на изучение этиологической структуры, чувствительности к антибактериальным препаратам возбудителей неспецифической флоры у больных лекарственно устойчивым туберкулезом.
Цель исследования – Изучить этиологическую структуру и чувствительность к антимикробным препаратам возбудителей вторичной инфекции у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза.
Задачи исследования: 
1) Изучить особенности клинических форм туберкулеза и эффективность лечения у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза сочетанной вторичной инфекцией.
2) Изучить этиологическую структуру у больных туберкулезом c лекарственной устойчивостью возбудителей вторичной инфекции.

3) Изучить чувствительность к антимикробным препаратам у больных туберкулезом с лекарственной устойчивостью возбудителей вторичной инфекции.

4) Оценить эффективность использования субвидового типирования с помощью MALDI-TOF на примере K. pneumoniae, выделенных от госпитализированных пациентов с туберкулезом легких в Центральном Казахстане.
Научная новизна:

- Изучены особенности клинических форм туберкулеза и эффективность лечения у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза и сочетанной вторичной инфекцией
В результате исследования у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза определена этиологическая структура возбудителей вторичных инфекций в Центральном Казахстане в период с 2018-2019 гг.. 
- Определена чувствительность к антимикробным препаратам, возбудителей внутрибольничных инфекций у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза.
- Впервые проведено субвидовое типирование K. pneumoniae, по технологии MALDI-TOF, выделенных от госпитализированных пациентов с туберкулезом легких в Центральном Казахстане (свидетельство о регистрации прав на объект авторского права № 23607 от 15.02.2022 г.)
Результаты работы были внедрены в практическую деятельность КГП на ПХВ "Областной центр фтизиопульмонологии" (ОЦФ) управления здравоохранения Карагандинской области, 2019 г., научно-исследовательскую лабораторию НАО «КМУ».

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. В структуре выявленной вторичной микрофлоры у пациентов обеих групп наиболее часто встречались Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii Структура вторичной микрофлоры не зависит от лекарственной устойчивости туберкулеза.

2. Наиболее высокую чувствительность у пациентов с ЛУ ТБ сохраняли представители семейства Enterobacteriaceae группа грамотрицательных бактерий к карбапенемам, аминогликозидам, группа неферментирующих бактерий к карбапенемам и аминогликозидам. В исследуемых группах зарегистрирована высокая частота лекарственной устойчивости возбудителей вторичной микрофлоры к пенициллинам (более 50%), что ограничивает их клиническую эффективность. Это важно учитывать при лечении пациентов с вторичной инфекцией.

3. Результаты исследования показали, что у пациентов с лекарственно устойчивым туберкулезом по сравнению с больными с чувствительными формами туберкулеза отмечена сниженная in vitro чувствительность неспецифической микрофлоры к левофлоксацину - антибиотику, рекомендованному для лечения ЛУ ТБ. Так, устойчивость к левофлоксацину составила 33%, различия между группами были статистически значимыми (p<0,05).

4. Результаты субвидового типирования на основе MALDI-TOF масс-спектрометрии на примере штаммов K. pneumoniae, выделенных у пациентов с туберкулезом легких в Центральном Казахстане показала разнообразие изолятов. Полученные данные в настоящем исследовании, могут указывать на различные источники выделенных микроорганизмов, в том числе их внебольничный характер.

5. Сочетание лекарственно-устойчивого туберкулеза и вторичной бактериальной инфекции часто наблюдалось у пациентов с рецидивирующими и запущенными формами заболевания. Это, наряду с низкой чувствительностью возбудителей неспецифической инфекции  к антибактериальным препаратам, рекомендованным для лечения лекарственно устойчивого туберкулеза (в частности, фторхинолонам и аминогликозидам), оказывало отрицательное влияние на эффективность противотуберкулезной терапии.

Практическая значимость 

В результате исследования была изучена этиологическая структура и чувствительность к антибактериальным препаратам возбудителей вторичных инфекций у госпитализированных пациентов с лекарственно устойчивым туберкулезом (ЛУ ТБ). 

Определение возбудителя вторичной инфекции и чувствительности к антибактериальным препаратам позволит своевременно проводить адекватную антибактериальную терапию, что повысит эффективность лечения и сократит пребывание больного в стационаре.

Результаты исследования показали необходимость микробиологического исследования мокроты на вторичную инфекцию у всех пациентов с туберкулезом. 

Личный вклад автора

Автор принял непосредственное участие в анализе и обобщении литературных данных, организации набора материала. Автор самостоятельно осуществил сбор и обработку материала, анализ, обобщение результатов исследования и их описание, написал и оформил все главы диссертационной работы. Материалы диссертационной работы обработаны и проанализированы лично автором в объеме 95%. 

Внедрение в практику

По материалам диссертации получено 2 свидетельства о регистрации прав на объект авторского права: 1) № 13665 от 03.12.2020 года «Effects of Secondary Infections on the Course of Multidrug-Resistant Tuberculosis», авторы: Ж.Б. Нуртазина, Н.С. Тәбріз, М.Т. Кожамуратов, К. Скак, Ж.Мутайхан (приложение А). 2) № 23607 от 15.02.2022 года «Субвидовое типирование на примере K. pneumoniae, выделенных от пациентов с туберкулезом», авторы Ж.Б. Нуртазина, Н.С. Тәбріз, А.В. Лавриненко, Н.М. Серикбаева, А.А. Тайшыкова (приложение В). Имеется акты внедрения результатов научно-исследовательской работы в практическую деятельность КГП ПХВ "Областной центр фтизиопульмонологии" управления здравоохранения Карагандинской области, 2019 г., научно-исследовательскую лабораторию НАО «КМУ» 2025 г.
Апробация работы

Основные положения и результаты диссертационной работы были представлены:

- в журнале «Проблемы медицинской микологии» Российско-Китайский конгресс по медицинской микробиологии, эпидемиологии, клинической микологии и иммунологии ХХІІ Кашкинские чтения (постерный доклад «Патогены нижних дыхательных путей у больных туберкулезом легких в Караганде», 2019 г.).

- на Международной научно-практической конференции «Новые подходы к ликвидации эпидемии туберкулеза», посвященной 85-летнему юбилею Национального научного центра фтизиопульмонологии МЗ РК, Алматы. 2018.

- International Journal of Infectious Diseases 73S (2018).

- на расширенном заседании Института наук о жизни НАО «КМУ» (20.09.2024 г. Караганда, РК)

Список научных трудов, опубликованных по теме диссертации:
По материалам диссертации опубликовано 3 статьи – в изданиях, рекомендованных Комитетом по обеспечению качества в сфере науки и высшего образования МНВО РК; 2 статьи, входящих в базу данных Scopus: публикации в международных изданиях, входящих в информационную базу данных Scopus (на момент публикации 54% и 60%), 3 тезиса на русском, казахском и английском языках, в том числе 1 тезис – в изданиях, имеющих ненулевой Impact Factor. Работа прошла апробацию на расширенном заседании Института наук о жизни НАО «КМУ».

Объем и структура диссертации

Диссертация содержит 75 страницы машинописного текста, состоит из разделов введение, обзор литературы, и основной части (глав материалы и методы исследования, глав собственных исследований), заключение, выводы, практические рекомендации, список литературы (включающего в себя 131 источника), 3 приложения. Материалы диссертационный работы иллюстрированы 6 таблицами и 13 рисунками.

1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Туберкулез с лекарственной устойчивостью 
Лекарственно устойчивые формы туберкулеза по-прежнему представляют собой одну из наиболее серьезных угроз для глобального контроля заболевания [25, 26].

 По данным Всемирной организации здравоохранения, Казахстан входит в число 27 стран мира, наиболее затронутым проблемой лекарственно устойчивого туберкулеза [27].

Продолжающееся распространение лекарственно устойчивого туберкулеза (ТБ) остается одной из наиболее серьезных трудностей, стоящих перед глобальной системой борьбы с этим заболеванием [28].
МЛУ-ТБ — это изнурительное заболевание, которое может привести к серьёзным и долгосрочным физическим [29], психическим [30] и финансовым последствиям [31].

 Все формы ЛУ-ТБ могут быть такими же заразными, как и рифампицин-чувствительный ТБ; Однако его сложнее диагностировать, он связан с более высокой смертностью и заболеваемостью, а также более высокими показателями пост-ТБ поражения легких [32].
Лекарственно устойчивый туберкулез (ЛУ-ТБ) является одной из основных проблем глобальной программы по борьбе с заболеванием. Сложности лечения этой формы туберкулеза обусловливают повторные случаи, бактериовыделительство и высокий уровень летальных исходов [28]. 

Множественный лекарственно-устойчивый туберкулез (МЛУ-ТБ) определяется как туберкулез, вызванный штаммами МБТ, устойчивыми как минимум к рифампицину и изониазиду. Рост заболеваемости МЛУ-ТБ является одним из многих факторов, объясняющих возобновление глобальной эпидемии туберкулеза. Согласно документам ВОЗ, туберкулез остается одним из десяти заболеваний с высоким уровнем смертности [33].

Надзор за лекарственной устойчивостью среди больных туберкулезом (ТБ) имеет решающее значение для борьбы с глобальной эпидемией туберкулеза и предотвращения распространения устойчивости к противомикробным препаратам. Изониазид и рифампицин являются двумя наиболее мощными противотуберкулезными препаратами первой линии, и устойчивость к любому из них увеличивает риск неэффективности лечения, рецидива или приобретения устойчивости к другим препаратам. [34].
Низкая эффективность лечения связана с развитием на фоне терапии туберкулеза большого числа нежелательных явлений, которые требуют отмены препаратов [35, 36, 37].

Росту туберкулеза с ЛУ ТБ от числа бактериовыделителей способствует низкая эффективность лечения данной категории больных, которая зависит от качества диагностики, адекватности назначенной терапии, включения в схему терапии новых противотуберкулёзных препаратов и от проведения терапии с учетом коморбидности больных [38, 39, 40, 41]. Последние результаты проведенных исследований показывают влияние генотипа на формирование лекарственной устойчивости [42].

ЛУ возбудителя является одним из главных факторов, ограничивающих эффективность химиотерапии туберкулеза [43, 44], который приводит к неудачам в лечении, поддержании бактериального пула и к стойкой утрате трудоспособности [45, 46].
Причинами возникновения лекарственной устойчивости являются нарушения порядка антибактериальной химиотерапии, неполное завершение лечения, несвоевременный прием лекарственных препаратов, перебои в обеспечении противотуберкулезных препаратов [47].

С тех пор, как были использованы методы быстрого определения лекарственной резистентности МБТ, появилась возможность адекватной коррекции в назначении противотуберкулезных препаратов больным туберкулезом [48].

У пациентов, инфицированных возбудителем туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью, прогрессирование туберкулезного процесса просиходит более быстро, что в ряде случаев может приводить к летальному исходу. Такая ситуация часто обусловлена поздним выявлением множественной резистентности МБТ и задержкой в назначении адекватной противотуберкулезной терапии [49]. 
Амплификация лекарственной резистентности МБТ, обусловленная поздним выявлением множественной лекарственной устойчивости и назначением ей нестандартной терапии, приводит к ухудшению эпидемиологической ситуации по туберкулезу [50].

Одной из главных причин эпидемии туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью в настоящее время является создание благоприятных условий для лекарственной селекции МБТ: отсутствие контролируемого лечения, прерывание лечения, некачественные противотуберкулезные препараты, плохая изоляция больных (Госпитальный туберкулез). Отмечается высокая уязвимость больных к резистентным штаммам возбудителей туберкулеза [51].

Мультирезистентность противотуберкулезных препаратов МБТ составляет основную часть заболеваемости туберкулезом и является причиной летального исхода. Эти условия представляют серьезную опасность для человечества во всем мире [52, 53].

Увеличение числа больных с врожденной (вторичной)лекарственной устойчивостью в связи с этими состояниями является назначением неправильной химиотерапевтической терапии впервые выявленным больным туберкулезом. Чем больше таких больных, тем больше запасов туберкулезной инфекции, тем выше риск распространения у здоровых людей и тем больше новых случаев заболевания туберкулезом легких с первичной резистентностью МБТ [53, 54].

Накопление мутаций, т. е. приводящих к лекарственной устойчивости к отдельным противотуберкулезным препаратам, является основной причиной развития мультирезистентности туберкулеза (наличие резистентности от любого сочетания MDR–изониазида и рифампицина) [53].

В настоящее время проведение химиотерапии осложняется ростом туберкулеза, вызванного многокорпусными микобактериями. Такое действие обусловлено малым количеством противотуберкулезных препаратов, что приводит к возникновению резистентности к туберкулезной микобактерии и снижению эффективности химиотерапии [55].

Пациенты с туберкулезом с лекарственной устойчивостью имеют относительно низкий терапевтический эффект по сравнению с больными с сохраненной лекарственной чувствительностью. [56].

Для купирования бациллоустойчивости больных туберкулезом с лекарственной устойчивостью по сравнению с больными с сохраненной лекарственной чувствительностью требуется некоторое удлинение интенсивного периода химиотерапии [57]. 

Быстрое формирование устойчивости к новым методам лечения туберкулеза подчеркивает необходимость оптимизации противотуберкулезной терапии и разработки схем, сохраняющих активность в отношении современных лекарственно-устойчивых штаммов [58]. 

В клинической практике особое значение имеют место ситуации, когда туберкулез протекает в сочетании с инфекциями, вызванными неспецифической микрофлорой, что может оказывать значительное влияние на течение заболевания, эффективность лечения и прогноз.
1.2 Особенности течения туберкулеза в сочетании с заболеваниями, вызванными  неспецифической микрофлорой

Присоединение инфекций, вызванных неспецифической микрофлорой, у больных туберкулезом является нередким явлением, особенно в условиях длительного течения заболевания, лекарственной устойчивости возбудителя и снижения иммунной защиты организма.

M. tuberculosis может повышать риск инфицирования пациентов другими бактериями, напрямую разрушая легочную ткань и вызывая иммунный ответ, что приводит к неудовлетворительным результатам лечения и высокой смертности [59]. 

Туберкулезный процесс зачастую развивается на фоне неспецифических патологических воспалительных изменений в органах дыхания [60]. Совместное сочетание инфекционных патогенов [61, 62] оказывает взаимное негативное влияние на прогноз и возможность клинического выздоровления [63, 64]. 

В последнее время у около 60-65% больных туберкулезом легких выявляются хронические неспецифические заболевания легких (ХНЗЛ) [65, 66].

При заболеваниях туберкулезом легких встречаются следующие ХНЗЛ: хронические бронхиты, в том числе обструктивный бронхит, бронхиальная астма, бронхоэктазы, абсцессы легких и эмфизема легких. ХНЗЛ развивается до туберкулеза и вторично, то есть на фоне туберкулеза. В первом случае туберкулез развивается на фоне ХНЗЛ, а во втором - на фоне туберкулеза [67]. 

Сочетание туберкулеза с неспецифическими заболеваниями легких значительно усложняет течение туберкулезного процесса, отмечается многосимптомность, преобладание альтеративных и экссудативных изменений. Сочетание инфекционных патогенов [68] оказывает взаимное негативное влияние на прогноз и возможность клинического выздоровления [69]. 

Сочетание хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ) и туберкулеза — одно из частых коморбидных состояний в медицине, поскольку оба заболевания имеют однотипные факторы риска: курение, профессиональные, экологические вредности. ХОБЛ выявляется у 23—35,5% пациентов с впервые выявленным туберкулезом, у каждого пятого диагностируется крайне тяжелая стадия заболевания по критериям Глобальной инициативы по хронической обструктивной болезни легких, организация, которая издает международные рекомендации по лечению ХОБЛ (GOLD). При сочетании ХОБЛ и туберкулеза наблюдается синдром взаимного отягощения: туберкулез характеризуется более выраженной клинической симптоматикой, чаще формируются полости распада с массивным бактериовыделением, чаще развивается хроническая дыхательная, сердечная недостаточность, отмечается неблагоприятный исход туберкулеза и более тяжелое течение ХОБЛ [70].

У пациентов с туберкулезом легких, имеющих сопутствующие ХНЗЛ, отмечается менее благоприятное клиническое течение основного заболевания. [71]. 

Наиболее частыми из сопутствующих заболеваний легких при туберкулезе являются обструктивные и необструктивные бронхиты, сопровождающиеся поражением бронхов. При хронических бронхитах в роли наиболее часто встречающихся возбудителей заболеваний верхних дыхательных путей выступают вирусы и бактерии. Среди бактериальных возбудителей обострений хронического бронхита ключевое положение занимают H. influenzae, S. pneumoniae и M. catarrhalis [72], а также Mycoplasma и Chlamydophila pneumoniae. В особых клинических ситуациях (возраст старше 65 лет, сопутствующие заболевания, выраженные нарушения бронхиальной проходимости – объем форсированного выдоха за одну минуту (ОФВ1) меньше 50% должных величин, постоянное отделение гнойной мокроты) определенное этиологическое значение приобретают P. aeruginosa, S. aureus, энтеробактерии.
У больных туберкулезом легких могут возникать бронхоэктазы, которые затем перерастают в бронхоэктазию. Бронхоэктазия приводит к периодической острой рецидивирующей пневмонии и хроническому воспалению легких. [14]
В число микроорганизмов, наиболее часто колонизирующих измененные дыхательные пути, входят H. influenzae (примерно в половине случаев), P. aeruginosa, Non-tuberculous mycobacterioses (НТМ) и Aspergillus. Реже встречаются Moraxella catarrhalis, S. aureus и энтеробактерии. Частота хронической синегнойной инфекции (P. aeruginosa) составляет более 10% и увеличивается в соответствии с прогрессированием тяжести заболевания [73].

Наличие хронических сопутствующих заболеваний у больных туберкулезом легких отрицательно влияет на клиническое течение, осложняет диагностику и требует более комплексного подхода терапии. Особую сложность представляет подбор антибактериальной терапии, особенно в условиях нарастающей антибиотикорезистентности возбудителей как специфической, так и неспецифической инфекции.

Особую тревогу вызывает то, что антибиотикорезистентность уже стала одной из основных проблем для врачей во всем мире. Особенно это распространено в отделениях интенсивной терапии, где есть микроорганизмы с лекарственно устойчивым (ЛУ) туберкулезом. Наиболее проблемными среди возбудителей внутрибольничных инфекций являются микроорганизмы, обладающие сверхспособностью к формированию множественной резистентности к основным классам антимикробных препаратов. Данную группу микроорганизмов, приводящих к высокой частоте неблагоприятных исходов, Американское общество по инфекционным болезням (IDSA) обозначило как ESKAPE — патогены. Патогены группы ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter spp. [74]. Аббревиатура ESKAPE отражает способность данных микроорганизмов «избегать» уничтожения антибиотиками за счет выработки механизмов устойчивости, что приводит к высокой заболеваемости, более длительной госпитализации, ухудшает прогноз, повышает летальность и приводит к росту затрат на здравоохранение. [75].

Трудности возникли в первую очередь именно с грамотрицательными бактериями, поскольку структура их оболочки затрудняет проникновение лекарств внутрь, а те молекулы, что уже смогли «прорваться», выкачиваются из бактерии обратно специальными молекулами-насосами [76]. 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii и Klebsiella pneumoniae являются необычными патогенами, вызывающими инфекцию у пациентов внебольничного типа, и, как известно, вызывают заболевание у госпитализированных пациентов. Устойчивость этих организмов также была схожа с устойчивостью, проявляемой внутрибольничными инфекциями. Это указывает на то, что бактериальная коинфекция у пациентов с туберкулезом легких будет схожа с картиной внутрибольничных инфекций. Высокая распространенность бактериальных коинфекций (10,91%) у пациентов с туберкулезом легких представляет собой значительную проблему, поскольку эти бактериальные патогены невосприимчивы к противотуберкулезным препаратам. Поэтому комплексный скрининг на другие бактериальные инфекции у всех пациентов с туберкулезом легких может иметь решающее значение для эффективного лечения и результатов. [77].

Было обнаружено, что K. pneumoniae является преобладающим видом, выделенным среди предполагаемых случаев туберкулеза.  K. pneumoniae стал основным патогеном, вызывающим международную обеспокоенность из-за увеличения случаев возникновения штаммов, устойчивых к карбапенемам [78, 79, 80, 81, 82].

Существенное влияние на течение заболевания оказывает присоединение вторичной бактериальной инфекции, особенно в условиях высокой антибиотикорезистентности ее возбудителей, что представляет собой серьезную проблему в лечении данной категории больных.

1.3 Роль вторичной инфекции в течении больных туберкулезом 
Течение туберкулёза лёгких осложняется присоединением воспалительных процессов, вызванных представителями условно-патогенной микрофлоры, что утяжеляет клиническую картину заболевания и способствует его прогрессированию [83].

Туберкулез можно рассматривать как модельную систему ассоциативного взаимодействия возбудителя с другими микроорганизмами. Наличие сопутствующей микрофлоры обнаруживается в мокроте больных туберкулезом легких в 20,99% случаев [84]. 

При этом ассоциаты в составе микробного сообщества во многом определяют исход инфекции, что обусловлено их патогенным потенциалом, способностью модулировать иммунный ответ и влиять на эффективность проводимой терапии [85]. 

Выявлено неблагоприятное влияние сопутствующей неспецифической микрофлоры дыхательных путей на течение и результаты лечения больных туберкулезом легких [86]. Кроме того, она может способствовать внутрибольничному инфицированию других пациентов [84]. 
 Имеются данные о том, что инфицирование лекарственно-устойчивыми МБТ приводит к изменению видового состава неспецифической флоры [87]. Установлено, что туберкулезная инфекция изменяет слизистый барьер и микроокружение легких, что способствует их колонизации как внешними возбудителями, так и бактериями, распространяющимися из верхних дыхательных путей и полости рта, в том числе облигатными и факультативными анаэробами и условно-патогенными микроорганизмами [88, 89]. 
Для повышения эффективности лечения внебольничной пневмонии рекомендуется проводить во всех медицинских подразделениях и учреждениях мониторинг этиологической структуры возбудителей и их чувствительности к антибактериальным средствам [90].

При выборе эмпирического режима лечения следует тщательно учитывать тяжесть заболевания и уровень устойчивости к антибиотикам. При возникновении осложнений может потребоваться дальнейшее обследование и консультация специалиста по пульмонологии [91].

Микроорганизмы и без дополнительного инфицирования могут привести к развитию ВП из-за снижения местной или общей иммунной защиты организма в результате хронических заболеваний и других факторов, приводящих к развитию вторичного иммунодефицита. Коморбидная патология является также одной из причин, приводящих к утяжелению ВП и способствующих развитию её осложнений [92]. Результаты терапии ухудшаются на фоне коморбидной патологии [93, 94, 95].

В частности, заставляет обратить на себя внимание ассоциация туберкулез – ХОБЛ и взаимное влияние данных нозологий друг на друга [96, 97].

У пациентов с ХОБЛ чаще встречается распространенные формы туберкулеза с преобладанием деструктивных форм, а также длительным бактериовыделением и наличием лекарственной устойчивости. Сочетание туберкулёза легких и ХОБЛ является взаимоусугубляющим и требует своевременной диагностики, профилактики и длительного лечения обоих заболеваний [98, 99]. Коморбидным пациентам с ХОБЛ с выраженной симптоматикой и частыми обострениями, при отсутствии контроля на комбинированной бронходилатирующей терапии, а также с бронхиальной астмой в анамнезе и эозинофилией крови рекомендуется назначение ингаляционных глюкокортикостероидов (ИГКС) в дополнение к длительно действующим бронходилататорам [100].

Несмотря на связь между использованием ИГКС и развитием туберкулеза, вклад этого фактора риска в эпидемиологию заболевания представляется ограниченным [101]. Необходимы новые исследования, которые позволят более точно понять влияние данной группы препаратов на фоне проведения контролируемой комплексной противотуберкулезной терапии. Больные туберкулезом в настоящее время получают химиотерапию, основанную на ускоренных методах определения лекарственной устойчивости [102].

У пациентов с ХОБЛ, особенно при наличии сопутствующего туберкулеза, использование ингаляционных глюкокортикостероидов должно сопровождаться регулярным микробиологическим контролем. Повышенный риск бактериальных осложнений и формирование устойчивых штаммов делают актуальным внедрение современных методов диагностики бактериальных инфекций, обеспечивающих раннее и точное выявление возбудителей.

1.4 Современные методы диагностики бактериальных инфекций

Золотым стандартом микробиологического исследования содержимого верхних и нижних дыхательных путей, в частности мокроты являются классические микробиологические исследования с определением чувствительности к антимикробным препаратам. 

Для идентификации микроорганизмов в настоящее время применяются как ручные биохимические методы [103], так и автоматизированные системы [104]. 
Основные преимущества – стандартизация, сравнительно дешевый и более точный в сравнении с методом микроскопии. Основные недостатки – цена, скорость, низкая специфичность. В настоящее время для идентификации микроорганизмов в микробиологических исследованиях используется масс- спектрометрия [105, 106, 107], технология MALDI-ToF MS (Matrix-Assisted Lazer Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry – матричноактивированная лазерная десорбция/ионизация с времяпролетным разделением) [108].

Идентификация микроорганизмов с использованием MALDI-TОF MS осуществляется путем сравнения белкового спектра исследуемого штамма с базовой коллекцией спектров референсных микроорганизмов известных видов. На основании степени соответствия спектров определяется принадлежность исследуемого микроорганизма к определенному виду (роду) [109,110]. 

Система MALDI-TOF также позволяет идентифицировать широкий спектр бактерий, включая грамположительные кокки и палочки, а также ферментирующие и неферментирующие грамотрицательные палочки [111]. 
Система хорошо подходит для определения дрожжей. Система имеет значительные ограничения в отношении идентификации грибов, однако такие как Aspergillus, Fusarium и Penicillium можно точно идентифицировать до видового уровня [112].
Система хорошо подходит для анаэробных бактерий [113].
В большинстве случаев для испытания достаточно одиночной колонии (большие количества микробной культуры необходимы для дрожжей или мукоидных колоний).

 Система позволяет успешно идентифицировать бактерии, которые считаются сложными для культивирования. Одним из таких примеров являются микобактерии [114]. 

Система также может с некоторым успехом применяться для идентификации вирусов [115].
Она имеет низкий риск с точки зрения лабораторной безопасности. Это связано с тем, что перед использованием образцы инактивируют путем экстракции.

Для испытания требуется минимальное количество расходных материалов. Покупка самой системы сопряжена с относительно высокими затратами, однако эксплуатационные расходы низкие.

При необходимости система может быть расширена.

Результаты, как правило, воспроизводимы.

Слабые стороны [116] включают:
Дороговизна прибора, невозможность идентификации близкородственных микроорганизмов (такие как виды Escherichia coli и Shigella, или различные дрожжи), дифференцировать между собой штаммы одного и того же вида, устойчивые и чувствительные к антибиотикам.

Некоторые микроорганизмы не всегда могут быть идентифицированы. Наиболее низкие результаты система продемонстрировала в отношении микобактерий, видов Burkholderia, видов Acinetobacter, коринебактерий и β-гемолитических стрептококков. Это связано с их генетическим родством.

1. Как и для любой системы идентификации, надежность идентификации основана на том, насколько обширна база данных. Базы данных для MALDI-TOF имеют клиническую направленность и должны быть дополнены для использования в промышленной и фармацевтической микробиологии. В основном это упирается в качество эталонных спектров [117]. 

2. Однако при обучении по шаблонам, методы машинного обучения должны быть в состоянии использовать информацию, встроенную в данные, так, чтобы предыдущие «неизвестные» могли быть распознаны повторно [118].

Учитывая высокую производительность, скорость анализа, простоту и низкую стоимость пробоподготовки, методика MALDI-TОF MS-идентификации хорошо вписывается в алгоритм функционирования микробиологических лабораторий, особенно при необходимости масштабных скрининговых исследований первичных посевов [119]. 

Другим современным и быстрым методом идентификации микроорганизмов является система полимеразной цепной реакции (ПЦР). Достоинства ПЦР: высокая чувствительность и специфичность, быстрота (применяется для экспресс-диагностики), возможность идентификации труднокультивируемых микроорганизмов (внутриклеточных паразитов и персистирующих микроорганизмов), возможность определения микроорганизмов непосредственно в клиническом материале без предварительного выделения чистой культуры [120]. 
2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1 Материалы для исследования

В настоящем исследовании было получено 994 образцов 
с неспецифической флорой, от пациентов, больных туберкулезом, поступивших на лечение в стационарные отделения Областного центра фтизиопульмонологии г. Караганды в период с 2018-2019 гг.  Положительными были образцы мокроты 225 больных. 

Для решения поставленных задач и оценки изучаемых параметров, пациенты были разделены на 2 группы: I группа – с устойчивыми формами туберкулёза лёгких – 103 человек; II группа – с чувствительными формами туберкулёза лёгких – 122.

Было проведено проспективное когортное исследование (рисунок 1).
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Рисунок 1- Проспективное когортное исследование

В исследование входили все больные, поступившие на стационарное лечение в ОЦФ.

Критерии включения:

- пациенты с подтвержденным лекарственно устойчивым туберкулезом

- пациенты с чувствительными формами туберкулеза

- пациенты старше 18 лет

Критерии исключения:

- пациенты младше 18 лет

Материалом для исследования были МО, выделенные из мокроты от пациентов с подтвержденным диагнозом туберкулеза. Исследование на M. tuberculosis и посев на вторичную флору проводилось в лаборатории – Областного центра фтизиопульмонологии. При положительном результате вторичной микрофлоры, чашки с культурами в соответствии с документированными процедурами [121] доставлялись в научно-исследовательскую лабораторию НАО КМУ для дальнейшей идентификации микроорганизмов, определения чувствительности к АБ. Образцы были взяты у пациентов с туберкулезом, находящихся на лечении 1, 4 категории в отделениях ОЦФ. 

Анализы мокроты брали у всех больных с установленным диагнозом туберкулез. Анализы мокроты выполняли аттестованные медицинские сестры в кабинетах сбора мокроты каждого отделения. Для бактериологического исследования использовали утреннюю порцию свежей мокроты. Перед сбором мокроты пациент чистил зубы и полоскал рот кипячёной водой. Мокроту собирали в стерильные емкости (стеклянные, пластмассовые), закрывая герметически закрывающимися крышками. Посев материала был проведен на базе противотуберкулезного диспансера.

Образцы мокроты были собраны в стерильную посуду и доставлены в лабораторию не позднее 2 ч с момента сбора. Посев на неспецифическую микрофлору проводился на кровяной агар с 5% бараньей кровью с выделением чистых культур общепринятыми методами. Штаммы условно-патогенных микроорганизмов, полученные при исследовании, считались клинически значимыми в количестве 10^5 КОЕ/мл.

Затем чашки с первичным посевом (24 ч при 37°C) на неспецифическую вторичную флору отправлялись в лабораторию коллективного пользования НАО МУК в соответствии с нормами безопасности [121]. Взятые для исследования анализы мокроты и посев в течение 2 часов доставляли в бактериологическую лабораторию соответствующего исследования.

Дальнейшее микробиологическое исследование проводилось в научно-исследовательской лаборатории НАО КМУ. 

2.2 Идентификация микроорганизмов

Выделенные изоляты были идентифицированы до вида методом матрично-ассоциированной лазерной десорбции/ионизации времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) с использованием системы Microflex LT и программного обеспечения MALDI Biotyper Compass 4.1.80 (Bruker Daltonics, Германия). 
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Рисунок 2 - система MALDI-TOF (Microflex)

Score ≥2,2 были использованы в качестве критерия надежной видовой идентификации [122]. Приложение 
Выделенные МО были сохранены при температуре – 700 для дальнейшего исследования для субвидового типирования. 

2.3 Чувствительность микроорганизмов к антибактериальным препаратам

Определение чувствительности к антимикробным препаратам и интерпретация результатов тестирования проводилась в соответствии с рекомендациями CLSI [123]. Определение чувствительности к антимикробным препаратам выполнялось диско-диффузионным методом на агаре Мюллера – Хинтона и методом серийных микроразведений в бульоне Мюллера – Хинтона. 

Перечень антимикробных препаратов, к которым проводилась чувствительность указан в приложении С.

Для контроля качества определения чувствительности были использованы штаммы E. coli ATCC®25922, E. coli ATCC®35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853, S. aureus ATCC®25923. Анализ результатов определения чувствительности к антимикробным препаратам проводился с помощью программы WHONET 2022 и онлайн платформы AMRcloud [124]. 
2.4 Субвидовое типирование 

Для проведения субвидового типирования нами была выбрана коллекция изолятов K. pneumoniae (n = 47). Данный возбудитель в 41,25 % был выделен у пациентов с туберкулезом. 
Выделенные и идентифицированные микроорганизмы до проведения субвидового типирования находились в заморозке при температуре -70°С в триптиказо-соевом бульоне с добавлением 30% глицерина.

Для проведения субвидового типирования замороженные культуры были восстановлены на кровяном агаре.
Далее, при использовании суточной культуры K. pneumoniae, выращенной на кровяном агаре с 5% бараньей крови (37°С, 18 часов) были приготовлены образцы с экстракцией этанол/муравьиная кислота в соответствии с рекомендациями производителя (Bruker Дальтоникс, Бремен, Германия) [125]. Образцы были нанесены на мишень MBT Biotarget 96, высушенные на воздухе с нанесением с 1 мл насыщенной α-циано-4-гидроксициннаминовой кислоты (HCCA) матричный раствор в 50% ацетонитрила и 2,5% трифторуксусной кислоты. Масс-спектры были получены на Масс-спектрометр Microflex LT (Bruker Daltonics) с использованием параметров по умолчанию (обнаружение в линейном положительном режиме, частота лазера 60 Гц, напряжение источника ионов 2,0 и 1,8 кВ, напряжение объектива 6 кВ) в пределах m / z 2000–20 000. Для каждого штамма было получено 6 спектров, в соответствии с протоколом основных спектров (MSP). Внешняя калибровка масс-спектров была выполнена с использованием бактериального теста Bruker Bacterial Test.

Файлы данных (полученные бактериальные спектры) были переведены в программное обеспечение FlexAnalysis (версия 2.4; Bruker) для автоматического выделения пиков [126].  Списки пиков, содержащие массы и интенсивности, были экспортированы в виде файлов Excel. 

Дискриминирующие пики, после обработки по удалению выбросов были проанализированы в программе Biotyper SW и переведены для создания нормализованного геля и корреляционной матрицы. 

2.5 Статистические методы исследования
Статистический анализ проводился с использованием пакета STATISTICA. Относительная частота встречаемости признака в различных группах (доля) р определялась следующим образом:
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где k – число случаев интересующего признака, n – объем выборки.

Поскольку р определяется по выборке, она отражает генеральную долю с некоторой ошибкой 
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где tα – критическое значение двустороннего t-критерия Стъюдента для заданного α и (п1+ п2-2) степеней свободы

Для сравнения относительной частоты встречаемости признака в различных независимых совокупностях использовался критерий z:
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Различия считались статистически значимыми при р<0.05

Анализ чувствительности к антимикробным препаратам, сравнение групп было выполнено с помощью онлайн-платформы AMRcloud [124]. К данным применялся описательный анализ с расчетом абсолютных и относительных частот, медианных значений, доверительных интервалов по методу Уилсона. Категориальные переменные сравнивались с помощью точного теста Фишера и поправки по методу Холма на множественные сравнения.

3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Особенности клинических форм туберкулеза и эффективность лечения у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза  сочетанной вторичной инфекцией

Следующим этапом нашего исследования было изучение в группе у больных с ЛУ ТБ и у больных ЛЧ ТБ особенности течения и эффективности лечения больных туберкулезом c лекарственной устойчивостью сочетанной вторичной инфекцией. Были проанализированы типы случая туберкулеза, клинические формы туберкулеза, структура сопутствующих патологии, бактериовыделение и исходы лечения.

Таблица 1 - Распределение больных по типу случаев у групп с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

	Тип случая
	Группа 1: ЛУ ТБ
	Группа 2: ЛЧ ТБ
	p-значение (Точный тест Фишера)

	Лечение после перерыва
	12.62% (13/103)
	1.64% (2/122)
	0.001

	Неудача лечения
	11.65% (12/103)
	4.92% (6/122)
	0.084

	Новый случай
	44.66% (46/103)
	76.23% (93/122)
	0.0001

	Переведен
	0.97% (1/103)
	0.82% (1/122)
	1

	Рецидив
	30.1% (31/103)
	16.39% (20/122)
	0.0168


Нами были изучены следующие типы случаев: лечение после перерыва, неудача лечения, новый случай, переведен, рецидив. Данные типы случаев были использованы на основании приказа МЗ РК Об утверждении Инструкции по организации медицинской помощи при туберкулезе: утв. 30 ноября 2020 года, №214/2020.
Анализ больных по типу случаев приведен в таблице 1. Среди больных 1 группы преобладали типы: «Рецидив» – 30,1%, (в 1 группе – 16,39%), (р=0,0168) и «Лечение после перерыва» - 12,62% (во 1 группе – 1,64%), (р=0,001) и наоборот в этой группе значительно реже встречался тип «Новый случай», т.е. первичный лекарственно-устойчивый туберкулез – 44,66% в 1 группе – 76,29%, (р=0,0001). По другим типам случаев между сравниваемыми группами достоверных отличии не было (р>0,05).

Дальше мы попытались описать превалирование тех или иных клинических форм: фиброзно-кавернозный туберкулез, инфильтративный туберкулез, туберкулома в исследуемых группах пациентов у устойчивых и чувствительных форм туберкулеза.

Таблица 2 - Распределение по диагнозу у двух групп с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

	Клинический диагноз
	Группа 1: ЛУ ТБ
	Группа 2: ЛЧ ТБ
	p-значение (Точный тест Фишера)

	Очаговый туберкулез
	0.97%

(1/103)
	1.64%

(2/122)
	1

	Диссеминированный туберкулез
	1.94%

(2/103)
	8.2%

(10/122)
	0.0415

	Инфильтративный туберкулез
	62.14% (64/103)
	61.48%

(75/122)
	1

	Казеозная пневмония
	3.88%

(4/103)
	2.46%

(3/122)
	0.7053

	Туберкулома
	9.71%

(10/103)
	9.84%

(12/122)
	1

	Кавернозный туберкулез
	1.94%

(2/103)
	1.64%

(2/122)
	1

	Фиброзно-кавернозный туберкулез
	16.5%

(17/103)
	4.1%

(5/122)
	0.0027

	Туберкулезный плеврит
	1.94%

(2/103)
	4.92%

(6/122)
	0.2945

	Туберкулезный менингит
	0.97%

(1/103)
	0%

(0/122)
	0.4578

	Генерализованный туберкулез: легочный + внелегочный
	0%

(0/103)
	5.74%

(7/122)
	0.0165


В таблице 2 показано распределение больных по диагнозу туберкулезного процесса. В обеих группах наблюдения чаще всего регистрировался инфильтративный туберкулез - во 2 группе в 62,14 % и в 1 группе в 61,48 % больных. В связи преобладанием типов «Рецидив» и «Лечение после перерыва» у больных с туберкулезом лекарственной устойчивости часто встречалась запущенная форма заболевания – фиброзно-кавернозный туберкулез 16,5 % (в 1 группе – 4,1 %, р<0,05). Между другими клиническими формами туберкулеза в группах достоверных отличий не выявлено, р>0.

Таблица 3 - Распределение больных по бактериовыделению у двух групп 
с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

	Бактериовыделение
	Группа 1: ЛУ ТБ
	Группа 2: ЛЧ ТБ
	p-значени
 (Точный тест Фишера)

	МБТ+
	52.34% (56/107)
	45.9% (56/122)
	0,3556

	МБТ-
	47.66% (51/107)
	54.1% (66/122)
	0,3556


До начала терапии в обеих группах в мокроте методом бактериоскопии бактериовыделение установлено 53.4% (n=55) у пациентов с ЛУ ТБ и 45.9% (n=56) у пациентов с ЛЧ ТБ, статистически значимых отличий между группами не было (р>0,05).

Таким образом, характеристика сравниваемых групп показала, что лекарственная устойчивость повлияла на структуру клинических форм, об этом свидетельствуют преобладание распространенных деструктивных форм туберкулеза с тяжелым прогрессирующим течением. Выше перечисленные неблагоприятные факторы могли оказать влияние на структуру, чувствительность вторичной неспецифической флоры и на эффективность лечения туберкулеза. 

Таблица 4 - Распределение больных по исходам лечения у двух групп 
с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

	Исходы лечения
	Группа 1: ЛУ ТБ
	Группа 2: ЛЧ ТБ
	p-значение
(Точный тест Фишера)

	Благоприятный исход
	59.22% (61/103)
	79.51% (97/122)
	0.0012

	Потеря для последующего наблюдения

	2.91% (3/103)
	1.64% (2/122)
	0.6625

	Неблагоприятный исход
	28.16% (29/103)
	7.38% (9/122)
	0.0001

	Летальный исход
	9.71% (10/103)
	11.48% (14/122)
	0.8289


По окончании курса лечения каждому больному выставляется исход лечения согласно Приказу по туберкулезу.

Результаты лечения по исходам представлены в таблице 4, как видно из таблицы 4 Сочетание лекарственно устойчивого туберкулеза и неспецифической инфекции усугубляет течение патологии и влияет на эффективность лечения и его исход, так в этой группе удельный вес успешного лечения («вылечен» и «лечение завершено») был не высоким 59,22% (в контрольной группе соответственно - 79,51%, р=0,0012), исходы «Неэффективное лечение» при этом наблюда​ется у 28,16% больных (в контрольной группе соответственно – 7,38%, р=0,0001). 

Низкая эффективность лечения у больных с ЛУ ТБ обусловлена преобладанием среди них повторных случаев туберкулеза - типов «Рецидив» и «Лечение после перерыва», а также запущенной клинической формой заболевания – фиброзно-кавернозным туберкулезом.

Еще одной причиной низкой эффективности лечения больных с лекарственно - устойчивым туберкулезом может являться низкая in vitro активность антибиотика широкого спектра действия, в частности левофлоксацина, в отношении сопутствующей неспецифической микрофлоры что затрудняет контроль вторичной инфекции и может ухудшать исход основного заболевания.

Таким образом, в современных условиях сочетанное течение лекарственно - устойчивого туберкулеза и сопутствующей неспецифической инфекции представляет собой актуальную проблему современной фтизиатрии, поскольку взаимное отягощающее влияние друг на друга, способствует снижению эффективности лечения. 

3.2 Этиологическая характеристика и чувствительность к антимикробным препаратам возбудителей вторичных инфекций у госпитализированных пациентов с лекарственно устойчивым туберкулезом
Для решения первой задачи нами были проанализированы образцы, полученные от больных туберкулезом, находившихся на стационарном лечении в Областном противотуберкулезном диспансере г. Караганды.  

При изучении в нашем исследовании двух форм туберкулеза устойчивой (ЛУ ТБ) и чувствительной (ЛЧ ТБ) в обеих группах преобладали мужчины 78,64% (n=81) и 67,21% (n=82), соответственно женщин 21,36% (n=22) и 32,79% (n=40). В наших группах у пациентов с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ не было получено статистически значимых результатов по половой и возрастной принадлежности. Результаты представлены в таблице 5.

Таблица 5 – Половая структура больных у двух групп с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

	Пол
	Группа 1: ЛУ ТБ
	Группа 2: ЛЧ ТБ
	p-значение 
(Точный тест Фишера)

	Жен
	21.36% (22/103)
	32.79% (40/122)
	0.072

	Муж
	78.64% (81/103)
	67.21% (82/122)
	0.072


Анализ возрастной структуры пациентов показал, что группы больных не различались по возрасту, р>0,05.

Таким образом, характеристика сравниваемых групп показала, что группы сравнения не отличались по полу и возрасту. 

В период исследования с 2018-2019 гг было получено 994 биологических образца. В 769 образцах (77,4 %) был получен нормальный рост микрофлоры ротовой полости, в связи с чем данные образцы в основное исследование не включались. В оставшихся 225 образцах (22,6%) был получен рост условно-патогенных микроорганизмов, которые стали предметом дальнейшего микробиологического анализа.
При сравнении этиологической роли микроорганизмов у пациентов с ЛУ ТБ и с ЛЧ ТБ не было получено статистически значимых результатов, но преобладали такие микроорганизмы Escherichia coli 27,18% в группе с ЛУ ТБ и 27,87% в группе с ЛЧ ТБ, Klebsiella pneumoniae 17.48% в группе с ЛУ ТБ и 23.77% в группе с ЛЧ ТБ, Staphylococcus aureus 13.59% в группе с ЛУ ТБ и 9.84% в группе с ЛЧ ТБ. Результаты представлены в таблице 6.

Таблица 6 – Результаты микробиологического исследования вторичной микрофлоры у больных туберкулезом двух групп с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

	Вид микроорганизма
	Группа 1: ЛУ ТБ
	Группа 2: ЛЧ ТБ
	p-значение 
(Точный тест Фишера)

	Acinetobacter baumannii
	4.85% (5/103)
	4.92% (6/122)
	1

	Enterobacter sp.
	7.77% (8/103)
	4.92% (6/122)
	0.417

	Enterococcus sp.
	4.85% (5/103)
	3.28% (4/122)
	0.7354

	Escherichia coli
	27.18% (28/103)
	27.87% (34/122)
	1

	Klebsiella oxytoca
	6.8% (7/103)
	4.1% (5/122)
	0.3902

	Klebsiella pneumoniae
	17.48% (18/103)
	23.77% (29/122)
	0.2555

	Proteus mirabilis
	0.97% (1/103)
	1.64% (2/122)
	1

	Pseudomonas aeruginosa
	7.77% (8/103)
	9.02% (11/122)
	0.8129

	Serratia marcescens
	1.94% (2/103)
	4.92% (6/122)
	0.2945

	Staphylococcus aureus
	13.59% (14/103)
	9.84% (12/122)
	0.4087

	Streptococcus anginosus
	0.97% (1/103)
	2.46% (3/122)
	0.6271

	Streptococcus pneumoniae
	5.83% (6/103)
	3.28% (4/122)
	0.5185


Необходимо отметить, что данный контингент пациентов в течение длительного времени находится в условиях стационара, что само по себе является фактором риска распространения внутрибольничной инфекции. В такой ситуации характер выявляемой вторичной микрофлоры, как правило, отражает нозокомиальный фон лечебного учреждения. Изменения в структуре вторичной микрофлоры нередко сопряжены с локальными особенностями организации и эффективности противоэпидемических мероприятий в конкретном стационаре.

В связи с выявлением сопутствующей неспецифической микрофлоры, обладающей признаками нозокомиального происхождения, на следующем этапе исследования была проведена оценка чувствительности выделенных микроорганизмов к антибактериальным препаратам. 

При анализе чувствительности изолятов E. coli, выделенных из образцов мокроты пациентов с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ статистически значимых отличий не было. Результаты этого анализа приведены на рисунке 2.
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Рисунок 2 – Устойчивость E. coli к антибактериальным препаратам у больных туберкулезом с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

Наибольшая доля устойчивых штаммов E. coli выявлена в отношении ампициллина у ЛУ ТБ 28,6% (95%ДИ 15,25-47,06) и у ЛЧ ТБ 17,6% (95%ДИ 8,35-33,51), ампициллин/сульбактама у ЛУ ТБ 21,4% (95%ДИ 12,68-43,36) и у ЛЧ ТБ 15,2% (95%ДИ 6,65%-30,92), цефуроксима у ЛУ ТБ 20% (95%ДИ 8,86-39,13) и у ЛЧ ТБ 11,1% (95%ДИ 3,85%-28,06), цефепима у ЛУ ТБ 21,4% (95%ДИ 10,21-39,54) и у ЛЧ ТБ 17,7% (95%ДИ 8,35%-33,51).  Высоким уровнем чувствительности в обеих группах характеризовался амикацин у ЛУ ТБ 96,1% (95%ДИ 81,11-99,32) и у ЛЧ ТБ 96,8% (95%ДИ 83,81%-99,43), что подтверждает высокую активность аминогликозидов в отношении грамотрицательной флоры. Высокий уровень чувствительности также зафиксирован к амоксициллину/клавулановой кислоте у ЛУ ТБ 90% (95%ДИ 69,9-97,21) и у ЛЧ ТБ 88,4% (95%ДИ 71,02%-96).  
При описании второго по частоте встречаемости микроорганизма K. pneumoniae у пациентов туберкулезом нами были получены следующие данные. Результаты представлены на рисунке 3. Мы получили статистически значимые различия с устойчивостью к левофлоксацину (р<0,05) в двух группах, так у ЛУ ТБ наблюдался высокий уровень устойчивости к данному антибиотику 40% (95%ДИ 19,82-64,25) при сравнении с ЛЧ ТБ. Возможно, данный факт может быть связан с назначением левофлоксацина у пациентов с ЛУ ТБ в схеме лечения, тогда как при чувствительной форме туберкулеза данный препарат не назначается по протоколу лечения для данной категории пациентов. Также статистически значимые различия с устойчивостью к ампицилину/ сульбактаму. В группе с ЛУ ТБ 50% (95%ДИ 29,03-70,97) и в группе с ЛЧ ТБ 88,9% (95%ДИ 71,94-96,15), (р<0,05).
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Рисунок 3 – Устойчивость K. pneumoniae к антибактериальным препаратам 
у больных туберкулезом с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

Штаммы K. pneumoniae, выделенные у пациентов с туберкулезом показали устойчивость к цефуроксиму 50% (95%ДИ 21,52-78,48) и у ЛЧ ТБ 20,8% (95%ДИ 9,24-40,47), цефотаксиму у ЛУ ТБ 50% (95%ДИ 21,52-78,48) и у ЛЧ ТБ 32,1% (95%ДИ 17,93-50,66), цефепиму у ЛУ ТБ 40% (95%ДИ 19,82-64,25) и у ЛЧ ТБ 35,7% (95%ДИ 20,71-54,17), амоксицилин клавулановой кислоте у ЛУ ТБ 42,9% (95%ДИ 15,82-74,95) и у ЛЧ ТБ 30,4% (95%ДИ 15,6-50,87) и сохранили высокую чувствительность к группе аминогликозидов (к амикацину у ЛУ ТБ 92,3% (95%ДИ 66,69-98,63) и у ЛЧ ТБ 92,8% (95%ДИ 77,35-98,02), тобрамицину в группе с ЛУ ТБ 93,7% (95%ДИ 71,67-98,89) и у ЛЧ ТБ 82,1% (95%ДИ 64,41-92,12).

В ходе исследования нередко выделялись грамположительные микроорганизмы. Несмотря на то, что золотистый стафилококк не относится к этиологически значимым возбудителям пневмоний и бронхитов у иммунокомпетентных пациентов, его роль у лиц с ослабленным иммунитетом может быть существенной. При оценке чувствительности к антистафилококковым препаратам в обеих исследуемых группах не было получено статистически значимых различий. MRSA в нашем исследовании был получен у устойчивой формы в пределах 13,08% (n=14) и у чувствительной формы 9,84% (n=12). Уровень устойчивости к макролидам (азитромицин 15,4% (95%ДИ 4,33-42,23) и у чувствительной формы больных туберкулезом 25% (95%ДИ 8,89-53,23) достаточно высокий, возможно это связано с частой практикой использования препаратов данной группы в амбулаторной практике. При этом устойчивость к линезолиду, ванкомицину, рифампицину среди выделенных штаммов не выявлена.

Результаты данного анализа приведены на рисунке 4.
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Рисунок 4 – Устойчивость S. aureus к антибактериальным препаратам у больных туберкулезом с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

Не так давно появился достаточно новый актуальный патоген не только для всего мира, но и для Республики Казахстан A. baumannii [127]. Согласно данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) Acinetobacter baumannii включен в список двенадцати антибиотикоустойчивых микроорганизмов, представляющих наивысшую угрозу для здоровья человека. A. baumannii занимает ведущее место в возникновении и развитии нозокомиальных инфекций. [128].
 Ранее Лавриненко А.В. и соавт. была показана высокая эпидемиологическая значимость A. baumannii для стационаров Казахстана, одновременно была продемонстрирована клональная структура и связанное с ней клональное распространение клонов A. baumannii, устойчивых к карбапенемам за счет продукции OXA-23/OXA-48. В нашем исследовании на долю A. baumannii пришлось 4,85% у ЛУ ТБ и 4,92% у ЛЧ ТБ. Данный патоген по многочисленным исследованиям достаточно часто устойчив к антибактериальным препаратам. [129].  
В ходе исследования была проанализирована чувствительность A. baumannii к ряду антибактериальных препаратов. Устойчивость к карбапенемам (меропенему, имипенему), а именно к меропенему составила 40% (95%ДИ 23,07-88,24) у ЛУ ТБ и 66,7% (95%ДИ 30-90,32) у ЛЧ ТБ, к имипенему у ЛУ ТБ 40% (95%ДИ 11,76-76,93) и у ЛЧ ТБ 66,7% (95%ДИ 30,90,32). Отмечен высокий уровень устойчивости к цефалоспоринам третьего и четвертого поколений: у больных с ЛУ ТБ к цефтазидиму 75% (95%ДИ 30,06-95,44) и у ЛЧ ТБ 66,67% (95%ДИ 30-90,32), к цефепиму у больных с ЛУ ТБ 100% (95%ДИ 51,01-100) и у ЛЧ ТБ 80% (95%ДИ 37,55-96,38). Устойчивость A. baumannii к левофлоксацину в обеих исследуемых группах составила 80% (95%ДИ 37,55-96,38), что свидетельствует о низкой эффективности данного препарата в отношении данного возбудителя. Устойчивость к препаратам группы аминогликозидов (амикацин, гентамицин, тобрамицин) составила к амикацину у ЛУ ТБ 25% (95%ДИ 4,56-69,94) и у ЛЧ ТБ 100% (95%ДИ 43,85-100), гентамицину у ЛУ ТБ 75% (95%ДИ 30,06-95,44) и у ЛЧ ТБ 83,3% (95%ДИ 43,65-96,99), тобрамицину у ЛУ ТБ 50% (95%ДИ 15,85) и у ЛЧ ТБ 60% (95%ДИ 23,07-88,24). При этом статистически значимых различий по уровню устойчивости данного микроорганизма между исследуемыми группами не выявлено. Результаты представлены на рисунке 5. 
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Рисунок 5 – Устойчивость A. baumannii к антибактериальным препаратам у больных туберкулезом с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ
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Рисунок 6 – Устойчивость P. aeruginosa к антибактериальным препаратам 
у больных туберкулезом с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ

При определении антибиотикочувствительности P. aeruginosa одного из ключевых нозокомиальных патогенов, распространенных в стационарах нашей стране, были получены данные о чувствительности изолятов к ряду антибактериальных препаратов [130]. 
Наибольшая устойчивость была выявлена к левофлоксацину в группе с ЛУ ТБ 60% (95%ДИ 23,07-88,24) и в группе с ЛЧ ТБ 20% (95%ДИ 3,62-62,45), к имипенему в группе с ЛУ ТБ 33,3% (95%ДИ 9,68-70), к меропенему с ЛУ ТБ устойчивость составила 33,3% (95%ДИ 9,68-56,35) и с ЛЧ ТБ 12,5% (95%ДИ 2,24-47,09). При сравнении устойчивости P. aeruginosa к гентамицину между двумя группами было выявлено, что в группе с ЛУ ТБ уровень устойчивости составил 42,9% (95%ДИ 15,82-74,95), тогда как в группе с ЛЧ ТБ устойчивость не была зафиксирована. К амикацину в группе с ЛУ ТБ устойчивость не зафиксирована, а в группе с ЛЧ ТБ уровень устойчивости составил 14,3% (95%ДИ 2,57-51,31), устойчивость к тобрамицину в группе с ЛУ ТБ составила 42,9% (95%ДИ 15,82-74,95) и в группе с ЛЧ ТБ 18,2% (95%ДИ 5,14-47,7). По результатам исследования статистически значимых различий между группами не выявлено. Результаты данного анализа представлены на рисунке 6.

В структуре выявленной вторичной микрофлоры у пациентов обеих групп наиболее часто встречались E. coli, K. pneumoniaе, S. aureus, P. aeruginosa, K. oxytoca, St. pneumoniaе, A. baumannii.

 Наиболее высокую чувствительность у пациентов с ЛУ ТБ сохраняли представители семейства Enterobacteriaceae группа грамотрицательных бактерий к карбапенемам, аминогликозидам, группа неферментирующих бактерий к карбапенемам и аминогликозидам. В исследуемых группах зарегистрирована высокая частота лекарственной устойчивости возбудителей вторичной микрофлоры к пенициллинам (более 50%), что ограничивает их клиническую эффективность. Это важно учитывать при лечении пациентов с вторичной инфекцией.

Результаты исследования показали, что у пациентов с лекарственно устойчивым туберкулезом по сравнению с больными с чувствительными формами туберкулеза отмечена сниженная in vitro чувствительность неспецифической микрофлоры к левофлоксацину - антибиотику, рекомендованному для лечения ЛУ ТБ. Так, устойчивость к левофлоксацину составила 33%, различия между группами были статистически значимыми (p<0,05).

3.3 Оценка субвидового типирования на основании MALDI-TOF на примере K. pneumoniae, выделенных от госпитализированных пациентов с туберкулезом легких 

47 изолятов, включенных в исследование были идентифицированы как K. pneumoniae по MALDI-TOF MS с оценками>2,0 (по категориям как весьма вероятное определение вида) при анализе программного обеспечения Biotyper. Далее, для каждого штамма по результатам записи МАЛДИ масс-спектров бактериальных клеток был составлен суммарный спектр, включающий около 50 пиков. В анализ были включены все пики суммарного спектра в диапазоне 2000–20000 m/z. 
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Рисунок 7 – Масс-спектры Klebsiella pneumoniae от категории пациентов, отбывавших наказания в местах лишения свободы (чем интенсивней красный цвет – тем выше вероятность совпадения пиков образцов, т.е. самих образцов)

Сравнивания масс-спектры бактерий, разбив их на интересующие категории, можно выделить несколько кластеров. 

В первом кластере (рисунок 7), мы сравнили 4 изолята пациентов, отбывавших наказания в местах лишения свободы. В результате два изолята характеризовались совпадением пиков, так, они были выделены в один год, у пациентов с одинаковым профилем чувствительности к антибиотикам широкого спектра действия с диагнозом фиброзно-кавернозный туберкулез легких выделяющих множественно лекарственно устойчивые штаммы микобактерии туберкулеза и получающих только симптоматическое лечение. 
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Рисунок 8 – Масс-спектры K. pneumoniae, выделенных в 2018 году (чем интенсивней красный цвет – тем выше вероятность совпадения пиков образцов, т.е. самих образцов)

Третий кластер, изоляты были выделены из пациентов в 2018 году (рисунок 8). Здесь филогенетически родственными оказались между собой 2 и 4 изолята, которые были выделены от пациентов с впервые выявленной туберкуломой легких без выделения Mycobactérium tuberculósis из легочно-хирургического отделения, что указывает на возможное возникновение вспышки в этом отделении. Также были родственными 3 изолята от пациентов, с впервые выявленным туберкулезом легких. Данные штаммы были выделены от пациентов, которые характеризовались чувствительностью Mycobactérium tuberculósis к противотуберкулезным препаратам. Также, протестированные антимикробные препараты по отношению к выделенным K. pneumoniae обладали высокой антибактериальной активностью. 
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Рисунок 9 – Масс-спектры K. pneumoniae, выделенных в 2019 году (чем интенсивней красный цвет – тем выше вероятность совпадения пиков образцов, т.е. самих образцов)

Проанализировав результаты тепловой/корреляционной матрицы, полученные за 2019 год (рисунок 9), достаточно сложно было сделать какие-либо выводы. Но все же, сходство в пиках было получено у следующих групп изолятов – у семи и пяти штаммов, впервые выявленных пациентов, трех впервые выявленных пациентов с сохраненной чувствительностью к противотуберкулезным препаратам, но, не выделяющих Mycobactérium tuberculósis. В данном кластере стоит отметить однородную картину чувствительности или устойчивости к антимикробным препаратам, была выделена группа однотипных изолятов с одинаковой чувствительностью к антимикробным препаратам и к примеру, выделяющим Mycobactérium tuberculósis, либо с идентичной чувствительностью к антимикробным препаратам и тем, что данные изоляты были выделены впервые. Но в целом, картина 2019 года была неоднородна. 
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Рисунок 10 – Масс-спектры K. pneumoniae, полученные от пациентов БК+, Караганда (чем интенсивнее красный цвет – тем выше вероятность совпадения пиков образцов, т.е. самих образцов)
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Рисунок 11 – Масс- спектры K. pneumoniae, полученные от пациентов БК+, Темиртау (чем интенсивнее красный цвет – тем выше вероятность совпадения пиков образцов, т.е. самих образцов)

При попытке рассмотреть сходство изолятов K. pneumoniae, выделенных от пациентов больных с легочным туберкулезом бактериовыделением из стационара г. Караганда – у данных штаммов была сходная картина по чувствительности к антибактериальным препаратам, так у этих пациентов выявлены чувствительные штаммы к антибиотикам широкого спектра действия и множественно-лекарственно устойчивые штаммы микобактерии к противотуберкулезным препаратам (рисунок 10). 

Изоляты, которые сгруппировались в группе пациентов бактериовыделителей, полученные из стационара в г. Темиртау в 2019г, были схожи по спектрам у тех пациентов, у которых туберкулез был выявлен впервые с сохраненной чувствительностью к антибиотикам широкого спектра действия и противотуберкулезным препаратам (рисунок 11). 
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Рисунок 12 – Масс-спектры K. pneumoniae, устойчивых к цефепиму
(чем интенсивнее красный цвет – тем выше вероятность совпадения пиков образцов, т.е. самих образцов)

При интерпретации определения чувствительности к антимикробным препаратам выделенных изолятов K. pneumoniae мы попытались сравнить кластеры по устойчивости к тем или иным препаратам. Так, штаммы, которые характеризовались устойчивостью к препарату 4 поколения цефалоспоринов цефепим, оказались впервые выявленными пациентами. Других сходных признаков обнаружено не было (рисунок 12). 
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Рисунок 13 – Масс-спектры K. pneumoniae, устойчивых к ципрофлоксацину (чем интенсивнее красный цвет – тем выше вероятность совпадения пиков образцов, т.е. самих образцов)

Два изолята K. pneumoniae, которые характеризовались устойчивостью к ципрофлоксацину (рисунок 13) были выделены у пациентов, которым впервые поставили диагноз туберкулез. Также данные штаммы K. pneumoniae были устойчивыми к антимикробным препаратам других групп. 
В результате этого исследования были описаны кластеры изолятов. Нам удалось показать родство штаммов, полученных от лиц, отбывавших наказания в местах лишения свободы, кластеры, которые были выделены в 2018 и 2019 годах, а также кластеры штаммов, связанные с фенотипами антибиотикорезистентности. В отношении других исследуемых антимикробных препаратов корреляционной связи не было получено. В целом данное исследования не показало полной картины эпидемиологии K. рneumoniae. Возможно, увеличив выборку и более полные анамнестические данные для субвидового типирования на MALDI-TOF мы бы получили определенные кластеры, связанные с определенными фенотипами из разных фенотипических, географических, клинических признаков. В нашем исследовании для углубленного изучения эпидемиологии K. рneumoniae метод MALDI-TOF MS имел ограниченные возможности. Это подтверждает, что MALDI-TOF с большой вероятностью обнаружит фенотипические различия между изолятами одного и того же вида, чем внутренние генетические вариации [131]. 

В целом, результаты субвидового типирования на основе MALDI-TOF масс-спектрометрии на примере штаммов K. pneumoniae, выделенных у пациентов с туберкулезом легких в Центральном Казахстане показала разнообразие изолятов. Полученные данные в настоящем исследовании, могут указывать на различные источники выделенных микроорганизмов, в том числе их внебольничный характер. 

Клинический пример 1
История болезни № 241
Больной П. 42 г. житель города Караганды, Октябрьского района. Поступил 18.06.2019 г, диагноз при поступлении: Инфильтративный туберкулез легких в фазе распада обсеменения. МБТ (+). 1 ВГДУ 4 категория. ТБ МЛУ. Тип: «Новый случай»
Жалобы при поступлении на редкий кашель с мокротой слизисто-гнойного характера, одышку при умеренной физической нагрузке., повышение температуры тела до 39,2 о С, снижение массы тела на 15 кг. в течении трех недель. 
Анамнез заболевания туберкулезом легких ранее не болел, туберкулезный контакт отрицает. Флюорографию проходит нерегулярно, предыдущая от 30.05.2019г. БОТИ, от 12.06.2019г. пневмония. Считает себя больным с июня 2019 года, когда впервые появились вышеуказанные жалобы. К врачу не обращался. Учитывая нарастание одышки вызывал скорую помощь, доставлен в приемный покой ГБ№1 г. Караганды, по показаниям в госпитализации было отказано. 17.06.2019г. обратился в диспансерное отделение № 2. Дообследован. Анализ мокроты на МБТ от 17.06.2019г. № 1725: 1+. Выставлен предварительный диагноз: Инфильтративный левого легкого в фазе распада и обсеменения. МБТ (+) 1 А ГДУ. 1 категория. Тип: «Новый случай». 17.06.2019г. направлен на стационарное лечение в Темиртаусское подразделение ОЦФ. 21.06.2019г. получен результат анализа мокроты методом Хайн-тест № 5886 от 20.06.2019г.: устойчивость к изониазиду, рифампицину. Учитывая наличие устойчивости к препаратам первого ряда рекомендовано дальнейшее лечение в условиях КГП «ОПТД» УЗ КО г. Караганда. По показаниям госпитализируется в 5 легочно-терапевтическое отделение 
Анамнез жизни БОМЖ. Вирусные гепатиты, венерические заболевания, ВИЧ-инфекцию отрицает. Оперативные вмешательства: со слов больного 5 лет назад удаляли опухоль шеи, аппендэктомия в детстве. Гемотрансфузии отрицает. Сопутствующие заболевания: отрицает. Перенесенные заболевания: перенес правосторонний плеврит около 5 лет назад. 
Социальный статус: БОМЖ. не работает 
Семейный анамнез: проживает у разных знакомых, в том числе холодных,сырых помещениях, определенного местонахождения не имеет. Вредные привычки: курит по половине пачки сигарет в день на протяжении 15 лет, индекс курения 7,5. Злоупотребляет алкоголем. Употребление ПАВ отрицает. Судимость: нет Аллергологический анамнез не отягощен.
Объективные данные общее состояние средней степени тяжести за счет симптомов интоксикации, дыхательной недостаточности. Нормостенического телосложения. Пониженного питания. Рост 171 см., вес 47 кг. Температура тела 37,2 оС. Пациент в сознании адекватен, в себе, пространстве, времени, месте ориентируется правильно. Речь внятная. Память сохранена. Парезов параличей нет. Зрачковые реакции OD=OS. Менингеальные симптомы отрицательные. Кожные покровы и видимые слизистые физиологической окраски, тургор кожи сохранен. Костно-суставная система без видимых деформаций. Дыхание через нос, свободное. Грудная клетка обычной формы, обе половины равномерно участвуют в акте дыхания. В легких жесткое дыхание, слева в верхних отделах выслушиваются крепитирующие хрипы. Частота дыхательных движений 24 в мин. Тоны сердца приглушены, ритм правильный. Частота сердечных сокращений 88 в мин. Артериальное давление 90 и 60 мм рт. ст. Язык влажный, чистый. Живот при пальпации мягкий, безболезненный. Печень по краю реберной дуги. Симптом поколачивания отрицательный с обеих сторон. Мочеиспускание в норме. Стул в норме.
ОАК   СОЭ - 64 мм/ч; палочкоядерные нейтрофилы в крови - 5 %; токсогенная зернистость - 0 %; анизоцитоз - 1 в п/зр; цветовой показатель - 0,83; моноциты - 4 %; эозинофилы - 4 %; лимфоциты - 13 %; нейтрофилов в - 74 %; тромбоциты - 665 /л; эритроциты - 2,97 /л; лейкоциты - 14,5 /л; гемоглобин - 78 г/л; 
Б/х крови: общий белок - 66 г/л; АЛаТ - 7 МЕ/л; прямой биллирубин - 2,39 мкмоль/л; общий биллирубин - 11,96 мкмоль/л; АСаТ - 15 МЕ/л; ЛДГ (анализатор) - 0 ЕД/л; глюкоза - 5,3 ммоль/л; мочевина - 2,8 ммоль/л; креатинин - 70 мкмоль/л; Тимоловая проба- 0,7 Ед; 
ОАМ относительная плотность - 1013; эпителий плоский - 1 в п/зр; эритроциты измененные (ОАМ) - 3 в п/зр; лейкоциты в моче - 1 в п/зр; белок в моче - 0,025 г/л; количество мочи - 100 мл; запах мочи - без запаха; прозрачность мочи - прозрачная; цвет мочи - светло-желтый;
Анализ мокроты на вторичную флору: выделен чувствительный штамм Klebsiella pneumoniae (ESBL не выявлен).
Мокрота на МТ КУБ - Положительный 1+;
Хайн тест № 5886 Н-уст R-уст
БАКТЕК: № 5725 устойчивость Изониазид, Рифапицин, Этамбутол, Пиразинамид, Этионамид, Капреомицин. Чувствителен Амикацин, Левофлоксацин, Моксифлоксацин. 
Спирография Заключение: Нарушение вентиляции легких по рестриктивному типу 2 (второй) степени.
На обз. Rгр. ОГК По всем легочным полям определяются негомогенные инфильтративные затемнения, без четких контуров, средней интенсивности, связанное с корнем и с участками просветления, больше слева и очагами засева преимущественно в нижней доле справа. На этом фоне легочный рисунок усилен, деформирован. Корни фиброзно-изменены, мало структурны, расширены из-за инфильтрации. Синусы свободны.  Сердце и аорта б/о.  Заключение: Инфильтративный туберкулез легких, в фазе распада и обсеменения.
Больному было назначено лечение в режиме 4-й категории, стандартная схема, интенсивная фаза: Капреомицин 1,0 в/м Левофлоксацин 1,0 Циклосерин 0,75 Пиразинамид 1000, этамбутол 1200, макпас 8000.
Получал симптоматическое лечение: цефалоспорины III поколения, противоанемические препараты (Ферровит®Таблетки (320мг, Орально) (1 р/д. 2 д.), дезинтоксикационную терапию (Глюкоза Раствор 5 %(400мл, Внутривенно) + Аскорбиновая кислота (витамин С) Раствор 5 %(6мл, Внутривенно), муколитики, витамины группы В.
Больной закончил полный курс противотуберкулезными препаратами (интенсивную и поддерживающую фазы).  На фоне проведенного лечения клинические симптомы купировались. Общее состояние больного улучшилось. Общеклинические анализы нормализовались. Рентген картина с положительной динамикой в виде рассасывания инфильтрации. Наступила конверсия мазка. Мокрота на МТ КУБ - Отрицательный. Выписан с исходом вылечен.
У пациента диагностировано сочетание инфильтративного туберкулёза лёгких в фазе распада и обсеменения с вторичной бактериальной инфекцией, вызванной Klebsiella pneumoniae. Благодаря ранней диагностике и правильно подобранному лечению удалось достичь положительной динамики. Случай подчёркивает важность микробиологического контроля и комплексного подхода к лечению таких пациентов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итоги нашей работы, отметим, что она проводилась с целью изучить этиологическую структуру и чувствительность к антимикробным препаратам возбудителей вторичной флоры у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза, и для ее реализации были предложены следующие задачи:

5) Изучить особенности клинических форм туберкулеза и эффективность лечения у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза и сочетанной вторичной инфекцией
6) Изучить этиологическую структуру и чувствительность к антимикробным препаратам у больных туберкулезом c лекарственной устойчивостью возбудителей вторичной инфекции. 

7) Изучить чувствительность к антимикробным препаратам у больных туберкулезом с лекарственной устойчивостью возбудителей вторичной инфекции.

8) Оценить эффективность использования субвидового типирования с помощью MALDI-TOF на примере K. pneumoniae, выделенных от госпитализированных пациентов с туберкулезом легких в Центральном Казахстане.
Для решения поставленных задач и оценки изучаемых параметров, пациенты были разделены на 2 группы: I группа – с устойчивыми формами туберкулёза лёгких – 103 человек; II группа – с чувствительными формами туберкулёза лёгких – 122. Проводилось проспективное когортное исследование.

Материалом для исследования были МО, выделенные из мокроты от пациентов с подтвержденным диагнозом туберкулеза. Исследование на M. tuberculosis и посев на вторичную флору проводилось в лаборатории – Областного центра фтизиопульмонологии. При положительном результате вторичной микрофлоры, чашки с культурами в соответствии с документированными процедурами доставлялись в лабораторию коллективного пользования НАО КМУ для дальнейшей идентификации микроорганизмов, определения чувствительности к АБ.

Для изучение первой задачи - особенностей клинических форм туберкулеза и эффективности лечения у госпитализированных пациентов c лекарственно устойчивой формой туберкулеза и сочетанной вторичной инфекцией, были проанализированы типы случая туберкулеза, клинические формы туберкулеза, структура сопутствующих патологии, бактериовыделение и исходы лечения.

В результате исследования установлено среди больных 1 группы преобладания типов: «Рецидив» – 30,1%, (в 1 группе – 16,39%), (р=0,0168) и «Лечение после перерыва» - 12,62% (во 1 группе – 1,64%), (р=0,001) и наоборот в этой группе значительно реже встречался тип «Новый случай», т.е. первичный лекарственно-устойчивый туберкулез – 44,66% в 1 группе – 76,29%, (р=0,0001). По другим типам случаев между сравниваемыми группами достоверных отличии не было (р>0,05).

Среди клинических форм в обеих группах наблюдения чаще всего регистрировался инфильтративный туберкулез - во 2 группе в 62,14 % и в 1 группе в 61,48 % больных. В связи преобладанием типов «Рецидив» и «Лечение после перерыва» у больных с туберкулезом лекарственной устойчивости часто встречалась запущенная форма заболевания – фиброзно-кавернозный туберкулез 16,5 % (в 1 группе – 4,1 %, р<0,05). Между другими клиническими формами туберкулеза в группах достоверных отличий не выявлено, р>0.

Таким образом, характеристика сравниваемых групп показала, что лекарственная устойчивость повлияла на структуру клинических форм, об этом свидетельствуют преобладание распространенных деструктивных форм туберкулеза с тяжелым прогрессирующим течением. Выше перечисленные неблагоприятные факторы могли оказать влияние на структуру, чувствительность вторичной неспецифической флоры и на эффективность лечения туберкулеза. 

Результаты лечения по исходам показывает, что сочетание лекарственно устойчивого туберкулеза и неспецифической инфекции усугубляет течение патологии и влияет на эффективность лечения и его исход, так в этой группе удельный вес успешного лечения («вылечен» и «лечение завершено») был не высоким 59,22% (в контрольной группе соответственно - 79,51%, р=0,0012), исходы «Неэффективное лечение» при этом наблюда​ется у 28,16% больных (в контрольной группе соответственно – 7,38%, р=0,0001). 

Низкая эффективность лечения у больных с ЛУ ТБ обусловлена преобладанием среди них повторных случаев туберкулеза - типов «Рецидив» и «Лечение после перерыва», а также запущенной клинической формой заболевания – фиброзно-кавернозным туберкулезом.

Следующей задачей нашего исследования было изучение этиологическую структуру и чувствительность к антимикробным препаратам у больных туберкулезом c лекарственной устойчивостью возбудителей вторичной инфекции. 

В период исследования с 2018-2019 гг было получено 994 биологических образца. В 769 образцах (77,4 %) был получен нормальный рост микрофлоры ротовой полости, в связи с чем данные образцы в основное исследование не включались. В оставшихся 225 образцах (22,6%) был получен рост условно-патогенных микроорганизмов, которые стали предметом дальнейшего микробиологического анализа.

При сравнении этиологической роли микроорганизмов у пациентов с ЛУ ТБ и с ЛЧ ТБ не было получено статистически значимых результатов, но преобладали такие микроорганизмы Escherichia coli 27,18% в группе с ЛУ ТБ и 27,87% в группе с ЛЧ ТБ, Klebsiella pneumoniae 17.48% в группе с ЛУ ТБ и 23.77% в группе с ЛЧ ТБ, Staphylococcus aureus 13.59% в группе с ЛУ ТБ и 9.84% в группе с ЛЧ ТБ. 

В структуре выявленной вторичной микрофлоры у пациентов обеих групп наиболее часто встречались E. coli, K. pneumoniaе, S. aureus, P. aeruginosa, K. oxytoca, St. pneumoniaе, A. baumannii.

Необходимо отметить, что данный контингент пациентов в течение длительного времени находится в условиях стационара, что само по себе является фактором риска распространения внутрибольничной инфекции. В такой ситуации характер выявляемой вторичной микрофлоры, как правило, отражает нозокомиальный фон лечебного учреждения. Изменения в структуре вторичной микрофлоры нередко сопряжены с локальными особенностями организации и эффективности противоэпидемических мероприятий в конкретном стационаре.

Следующей задачей нашей работы было изучение чувствительности к антимикробным препаратам у больных туберкулезом с лекарственной устойчивостью возбудителей вторичной инфекции. 

При анализе чувствительности изолятов E. coli, выделенных из образцов мокроты пациентов с ЛУ ТБ и ЛЧ ТБ статистически значимых отличий не было. 

При описании второго по частоте встречаемости микроорганизма K. pneumoniae у пациентов туберкулезом нами были получены статистически значимые различия с устойчивостью к левофлоксацину (р<0,05) в двух группах, так у ЛУ ТБ наблюдался высокий уровень устойчивости к данному антибиотику 40% (95%ДИ 19,82-64,25) при сравнении с ЛЧ ТБ. Возможно, данный факт может быть связан с назначением левофлоксацина у пациентов с ЛУ ТБ в схеме лечения, тогда как при чувствительной форме туберкулеза данный препарат не назначается по протоколу лечения для данной категории пациентов. Также статистически значимые различия с устойчивостью к ампицилину/ сульбактаму. В группе с ЛУ ТБ 50% (95%ДИ 29,03-70,97) и в группе с ЛЧ ТБ 88,9% (95%ДИ 71,94-96,15), (р<0,05).

В ходе исследования нередко выделялись грамположительные микроорганизмы. Несмотря на то, что золотистый стафилококк не относится к этиологически значимым возбудителям пневмоний и бронхитов у иммунокомпетентных пациентов, его роль у лиц с ослабленным иммунитетом может быть существенной. При оценке чувствительности к антистафилококковым препаратам в обеих исследуемых группах не было получено статистически значимых различий. Уровень устойчивости к макролидам (азитромицин 15,4% и у чувствительной формы больных туберкулезом 25% достаточно высокий, возможно это связано с частой практикой использования препаратов данной группы в амбулаторной практике. При этом устойчивость к линезолиду, ванкомицину, рифампицину среди выделенных штаммов не выявлена.

Не так давно появился достаточно новый актуальный патоген не только для всего мира, но и для Республики Казахстан A. baumannii. По данным авторов Курдюмова Н.В., Савин И.А., Ершова О.Н., Александрова И.А., Сазыкина С.Ю., Гаджиева О.А. и др. Н (2019 г.) Согласно данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) Acinetobacter baumannii включен в список двенадцати антибиотикоустойчивых микроорганизмов, представляющих наивысшую угрозу для здоровья человека. A. baumannii занимает ведущее место в возникновении и развитии нозокомиальных инфекций.
 Ранее Лавриненко А.В. и соавторами была показана высокая эпидемиологическая значимость A. baumannii для стационаров Казахстана, одновременно была продемонстрирована клональная структура и связанное с ней клональное распространение клонов A. baumannii, устойчивых к карбапенемам за счет продукции OXA-23/OXA-48. В нашем исследовании на долю A. baumannii пришлось 4,85% у ЛУ ТБ и 4,92% у ЛЧ ТБ. Данный патоген по многочисленным исследованиям достаточно часто устойчив к антибактериальным препаратам.  
В ходе исследования была проанализирована чувствительность A. baumannii к ряду антибактериальных препаратов. Устойчивость к карбапенемам (меропенему, имипенему), а именно к меропенему составила 40% у ЛУ ТБ и 66,7% у ЛЧ ТБ, к имипенему у ЛУ ТБ 40% и у ЛЧ ТБ 66,7%. Отмечен высокий уровень устойчивости к цефалоспоринам третьего и четвертого поколений: у больных с ЛУ ТБ к цефтазидиму 75% и у ЛЧ ТБ 66,67%, к цефепиму у больных с ЛУ ТБ 100% и у ЛЧ ТБ 80%. Устойчивость A. baumannii к левофлоксацину в обеих исследуемых группах составила 80% что свидетельствует о низкой эффективности данного препарата в отношении данного возбудителя. Устойчивость к препаратам группы аминогликозидов (амикацин, гентамицин, тобрамицин) составила к амикацину у ЛУ ТБ 25% и у ЛЧ ТБ 100%, гентамицину у ЛУ ТБ 75% и у ЛЧ ТБ 83,3%, тобрамицину у ЛУ ТБ 50% и у ЛЧ ТБ 60%. При этом статистически значимых различий по уровню устойчивости данного микроорганизма между исследуемыми группами не выявлено. 

При определении антибиотикочувствительности P. aeruginosa одного из ключевых нозокомиальных патогенов, распространенных в стационарах нашей стране, были получены данные о чувствительности изолятов к ряду антибактериальных препаратов. 
Наибольшая устойчивость была выявлена к левофлоксацину в группе с ЛУ ТБ 60% и в группе с ЛЧ ТБ 20%, к имипенему в группе с ЛУ ТБ 33,3%, к меропенему с ЛУ ТБ устойчивость составила 33,3% и с ЛЧ ТБ 12,5%. При сравнении устойчивости P. aeruginosa к гентамицину между двумя группами было выявлено, что в группе с ЛУ ТБ уровень устойчивости составил 42,9%, тогда как в группе с ЛЧ ТБ устойчивость не была зафиксирована. К амикацину в группе с ЛУ ТБ устойчивость не зафиксирована, а в группе с ЛЧ ТБ уровень устойчивости составил 14,3%, устойчивость к тобрамицину в группе с ЛУ ТБ составила 42,9% и в группе с ЛЧ ТБ 18,2%. По результатам исследования статистически значимых различий между группами не выявлено. 
Наиболее высокую чувствительность у пациентов с ЛУ ТБ сохраняли представители семейства Enterobacteriaceae группа грамотрицательных бактерий к карбапенемам, аминогликозидам, группа неферментирующих бактерий к карбапенемам и аминогликозидам. В исследуемых группах зарегистрирована высокая частота лекарственной устойчивости возбудителей вторичной микрофлоры к пенициллинам (более 50%), что ограничивает их клиническую эффективность. Это важно учитывать при лечении пациентов с вторичной инфекцией.

Результаты исследования показали, что у пациентов с лекарственно устойчивым туберкулезом по сравнению с больными с чувствительными формами туберкулеза отмечена сниженная in vitro чувствительность неспецифической микрофлоры к левофлоксацину - антибиотику, рекомендованному для лечения ЛУ ТБ. Так, устойчивость к левофлоксацину составила 33%, различия между группами были статистически значимыми (p<0,05).

Для реализации четвертой задачи 47 изолятов, включенных в исследование были идентифицированы как K. pneumoniae по MALDI-TOF MS с оценками > 2,0 (по категориям как весьма вероятное определение вида) при анализе программного обеспечения Biotyper. Далее, для каждого штамма по результатам записи МАЛДИ масс-спектров бактериальных клеток был составлен суммарный спектр, включающий около 50 пиков. В анализ были включены все пики суммарного спектра в диапазоне 2000–20000 m/z. 

Сравнивания масс-спектры бактерий, разбив их на интересующие категории, можно выделить несколько кластеров. 

В результате этого исследования были описаны кластеры изолятов. Нам удалось показать родство штаммов, полученных от лиц, отбывавших наказания в местах лишения свободы, кластеры, которые были выделены в 2018 и 2019 годах, а также кластеры штаммов, связанные с фенотипами антибиотикорезистентности. В отношении других исследуемых антимикробных препаратов корреляционной связи не было получено. В целом данное исследования не показало полной картины эпидемиологии K. рneumoniae. Возможно, увеличив выборку и более полные анамнестические данные для субвидового типирования на MALDI-TOF мы бы получили определенные кластеры, связанные с определенными фенотипами из разных фенотипических, географических, клинических признаков. В нашем исследовании для углубленного изучения эпидемиологии K. рneumoniae метод MALDI-TOF MS имел ограниченные возможности. Это подтверждает, что MALDI-TOF с большой вероятностью обнаружит фенотипические различия между изолятами одного и того же вида, чем внутренние генетические вариации. 

В целом, результаты субвидового типирования на основе MALDI-TOF масс-спектрометрии на примере штаммов K. pneumoniae, выделенных у пациентов с туберкулезом легких в Центральном Казахстане показала разнообразие изолятов. Полученные данные в настоящем исследовании, могут указывать на различные источники выделенных микроорганизмов, в том числе их внебольничный характер. 

На основании результатов проведенного исследования нами были выявлены следующие выводы и практические рекомендации по результатам нашей работы.

1. Установлено, что сочетание лекарственно устойчивого туберкулеза с вторичной неспецифической инфекцией достоверно чаще встречается у пациентов с хроническими и прогрессирующими формами туберкулеза, в частности при фиброзно - кавернозном туберкулезе легких – 16,5% (р<0,05),  а также у больных с типами туберкулеза «Рецидив» – 30,1%, (р=0,017) и «Лечение после перерыва» - 12,62% (р<0,001). Вторичная микрофлора, устойчивая к противотуберкулезным препаратам, снижает эффективность терапии (удельный вес успешного лечения («вылечен» и «лечение завершено») 58,22% против 79,51%, р<0,05).
2. У больных с ЛУ ТБ в структуре вторичной микрофлоры преобладали грамотрицательные микроорганизмы, среди которых: Enterobacterales (E. coli 27,2%, K. sp. 24,3%), доля неферментирующих грамотрицательных бактерий в совокупности составила 12,7% (A. baumannii 4,9% и P. aeruginosa 7,8%), реже встречались грамположительные бактерии (S. aureus 13,6%, St. pneumoniae 5,8%). Значимых отличий в зависимости от лекарственной устойчивости не выявлено. 

3. Наиболее высокую чувствительность у пациентов с ЛУ ТБ сохраняли представители семейства Enterobacteriaceae группа грамотрицательных бактерий к карбапенемам (имипенему и меропенему > 80%), аминогликозиды (гентамицин > 80%, амикацин > 90%), группа неферментирующих бактерий к карбапенемам (имипенему  и меропенему > 50%)  и аминогликозидам (гентамицину, тобрамицину и амикацину > 50%). В исследуемых группах зарегистрирована высокая частота лекарственной устойчивости возбудителей вторичной микрофлоры к пенициллинам (более 50%), что ограничивает их клиническую эффективность. Это важно учитывать при лечении пациентов с вторичной инфекцией. 

4. Результаты исследования показали, что у пациентов с лекарственно устойчивым туберкулезом по сравнению с больными с чувствительными формами туберкулеза отмечена сниженная in vitro чувствительность неспецифической микрофлоры к левофлоксацину - антибиотику, рекомендованному для лечения ЛУ ТБ. Так, устойчивость к левофлоксацину составила 33%, различия между группами были статистически значимыми (p<0,05). 

5. Результаты субвидового типирования штаммов K. pneumoniae, выделенных от пациентов с туберкулезом легких показали разнородность изолятов, что может указывать на различные источники выделенных микроорганизмов, в том числе их внебольничный характер.

Практические рекомендации

- При ведении пациентов с лекарственно устойчивым туберкулезом необходимо проводить микробиологическое исследование на наличие вторичной неспецифической микрофлоры с определением спектра антибиотикочувствительности, особенно к препаратам, входящим в схемы противотуберкулезной терапии.

- Для лечения вторичной инфекции у пациентов с ЛУ туберкулезом, рекомендуется применять карбапенемы (имипенем и меропенем) и аминогликозиды (гентамицин, амикацин).

- Нецелесообразно использовать при лечении вторичной инфекции у пациентов ЛУ ТБ антибиотиков, рекомендованных для лечения резистентных форм туберкулеза (фторхинолонов и аминогликозидов). 
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ПРИЛОЖЕНИЕ В
Enterobacterales.

	Antimicrobial Agent
	Disk Content
	Interpretive Categories and Zone Diameter Breakpoints, nearest whole mm
	Interpretive Categories and MIC Breakpoints,

µg/mL

	
	
	S
	SDD
	I
	R
	S
	SDD
	I
	R

	PENICILLINS

	Ampicillin
	10 g
	≥ 17
	–
	14–16^
	≤ 13
	≤ 8
	–
	16^
	≥ 32

	Piperacillin
	100 g
	≥ 21
	–
	18–20^
	≤ 17
	 16
	–
	32–64^
	 128

	Mecillinam
	10 g
	≥ 15
	–
	12–14^
	≤ 11
	 8
	–
	16^
	 32

	β-LACTAM COMBINATION AGENTS

	Amoxicillin-clavulanate
	20/10 µg
	≥ 18
	–
	14–17^
	≤ 13
	≤ 8/4
	–
	16/8^
	≥ 32/16

	Ampicillin-sulbactam
	10/10 µg
	≥ 15
	–
	12–14^
	≤ 11
	≤ 8/4
	–
	16/8^
	≥ 32/16

	Ceftolozane- tazobactam
	30/10 µg
	≥ 21
	–
	18–20^
	≤ 17
	≤ 2/4
	–
	4/4^
	≥ 8/4

	Ceftazidime-avibactam
	30/20 µg
	≥ 21
	–
	–
	≤ 20
	≤ 8/4
	–
	–
	≥ 16/4

	Meropenem-vaborbactam
	20/10 µg
	≥ 18
	–
	15–17^
	≤ 14
	≤ 4/8
	–
	8/8^
	≥ 16/8

	Piperacillin-tazobactam
	100/10 µg
	≥ 21
	–
	18–20^
	≤ 17
	≤ 16/4
	–
	32/4–64/4^
	≥ 128/4

	Ticarcillin-clavulanate
	75/10 µg
	≥ 20
	–
	15–19^
	≤ 14
	≤ 16/2
	–
	32/2–64/2^
	≥ 128/2

	CEPHEMS (PARENTERAL) (Including cephalosporins I, II, III, and IV. Please refer to Glossary I.)

	Cefazolin
	30 µg
	 23
	–
	20–22
	≤ 19
	≤ 2
	–
	4
	≥ 8

	Cefazolin
	30 g
	 15
	–
	–
	 14
	 16
	–
	–
	 32

	Ceftaroline
	30 µg
	≥ 23
	–
	20–22^
	≤ 19
	≤ 0.5
	–
	1^
	≥ 2

	Cefepime
	30 µg
	≥ 25
	19–24
	–
	≤ 18
	≤ 2
	4–8
	–
	≥ 16

	Cefotaxime or

ceftriaxone
	30 µg
30 µg
	≥ 26
≥ 23
	–
	23–25^
20–22^
	≤ 22
≤ 19
	≤ 1
≤ 1
	–
	2^
2^
	≥ 4
≥ 4

	Cefotetan
	30 g
	≥ 16
	–
	13–15^
	 12
	≤ 16
	–
	32^
	≥ 64

	Cefoxitin
	30 g
	≥ 18
	–
	15–17^
	 14
	≤ 8
	–
	16^
	≥ 32

	Cefuroxime (parenteral)
	30 g
	≥ 18
	–
	15–17^
	 14
	≤ 8
	–
	16^
	≥ 32

	Ceftazidime
	30 g
	≥ 21
	–
	18–20^
	 17
	≤ 4
	–
	8^
	≥ 16

	Cefamandole
	30 g
	≥ 18
	–
	15–17^
	 14
	≤ 8
	–
	16^
	≥ 32

	Cefmetazole
	30 g
	≥ 16
	–
	13–15^
	 12
	≤ 16
	–
	32^
	≥ 64

	Cefonicid
	30 g
	≥ 18
	–
	15–17^
	 14
	≤ 8
	–
	16^
	≥ 32

	Cefoperazone
	75 g
	≥ 21
	–
	16–20
	 15
	≤ 16
	–
	32
	≥ 64

	Ceftizoxime
	30 g
	≥ 25
	–
	22–24^
	 21
	≤ 1
	–
	2^
	≥ 4

	Moxalactam
	30 g
	≥ 23
	–
	15–22^
	 14
	≤ 8
	–
	16–32^
	≥ 64

	CEPHEMS (PARENTERAL) (Including cephalosporins I, II, III, and IV. Please refer to Glossary I.) (Continued)

	Cefiderocol
	30 g
	≥ 16
	–
	12–15^
	 11
	≤ 4
	–
	8^
	≥ 16

	CEPHEMS (ORAL)

	Cefuroxime
	30 g
	 23
	–
	15–22^
	 14
	≤ 4
	

	8–16^
	≥ 32

	Cefazolin (surrogate test for oral cephalosporins and uncomplicated UTIs)
	30 g
	≥ 15
	–
	–
	≤ 14
	≤ 16
	–
	–
	≥ 32

	Loracarbef
	30 g
	 18
	–
	15–17^
	 14
	≤ 8
	–
	16^
	≥ 32

	Cefaclor
	30 g
	 18
	–
	15–17^
	 14
	 8
	–
	16^
	 32

	Cefdinir
	5 g
	 20
	–
	17–19^
	 16
	 1
	–
	2^
	 4

	Cefixime
	5 g
	 19
	–
	16–18^
	 15
	 1
	–
	2^
	 4

	Cefpodoxime
	10 g
	 21
	–
	18–20^
	 17
	 2
	–
	4^
	 8

	Cefprozil
	30 g
	 18
	–
	15–17^
	 14
	 8
	–
	16^
	 32

	Cefetamet
	10 g
	 18
	–
	15–17^
	 14
	 4
	–
	8^
	 16

	Ceftibuten
	30 g
	 21
	–
	18–20^
	 17
	 8
	–
	16^
	 32

	MONOBACTAMS

	Aztreonam
	30 µg
	≥ 21
	–
	18–20^
	≤ 17
	 4
	–
	8^
	≥ 16

	CARBAPENEMS

	Doripenem
	10 µg
	≥ 23
	–
	20–22
	≤ 19
	 1
	–
	2
	≥ 4

	Ertapenem
	10 µg
	≥ 22
	–
	19–21
	≤ 18
	 0.5
	–
	1
	≥ 2

	Imipenem
	10 µg
	≥ 23
	–
	20–22
	≤ 19
	 1
	–
	2
	≥ 4

	Meropenem
	10 µg
	≥ 23
	–
	20–22
	≤ 19
	 1
	–
	2
	≥ 4

	LIPOPEPTIDES

	Colistin or

polymyxin B
	
	–
–
	–
–
	–
–
	–
–
	–
–
	–
–
	≤ 2^
≤ 2
	≥ 4
≥ 4

	AMINOGLYCOSIDES

	Gentamicin
Tobramycin
	10 g
10 g
	≥ 15
≥ 15
	–
–
	13–14^
13–14^
	≤ 12
≤ 12
	 4
 4
	–
–
	8^
8^
	 16
 16

	Amikacin
	30 g
	≥ 17
	–
	15–16^
	≤ 14
	 16
	–
	32^
	 64

	Kanamycin
	30 g
	≥ 18
	–
	14–17^
	≤ 13
	 16
	–
	32^
	 64

	Netilmicin
	30 g
	≥ 15
	–
	13–14^
	≤ 12
	 8
	–
	16^
	 32

	Streptomycin
	10 g
	≥ 15
	–
	12–14^
	≤ 11
	–
	–
	–
	–

	MACROLIDES

	Azithromycin
	15 g
	≥ 13
	–
	–
	≤ 12
	 16
	–
	–
	 32

	TETRACYCLINES

	Tetracycline
	30 g
	≥ 15
	–
	12–14
	≤ 11
	 4
	–
	8
	 16

	Doxycycline
	30 g
	≥ 14
	–
	11–13
	≤ 10
	 4
	–
	8
	 16

	Minocycline
	30 g
	≥ 16
	–
	13–15
	≤ 12
	 4
	–
	8
	 16

	QUINOLONES AND FLUOROQUINOLONES for Enterobacterales except Salmonella spp. (Please refer to Glossary I.)

	Ciprofloxacin Levofloxacin
	5 µg
5 µg
	≥ 26
≥ 21
	–
	22–25^
17–20^
	≤ 21
≤ 16
	≤

0.25
≤
0.5
	–

–
	0.5^
1^
	≥ 1
≥ 2

	Cinoxacin
	100 µg
	≥ 19
	–
	15–18^
	≤ 14
	 16
	–
	32^
	 64

	Enoxacin
	10 µg
	≥ 18
	–
	15–17^
	≤ 14
	≤ 2
	–
	4^
	 8

	Gatifloxacin
	5 µg
	≥ 18
	–
	15–17^
	≤ 14
	≤ 2
	–
	4^
	 8

	Gemifloxacin
	5 µg
	≥ 20
	–
	16–19
	≤ 15
	≤ 0.25
	–
	0.5
	 1

	Grepafloxacin
	5 µg
	≥ 18
	–
	15–17
	≤ 14
	 1
	–
	2
	 4

	Lomefloxacin
	10 µg
	≥ 22
	–
	19–21^
	≤ 18
	≤ 2
	–
	4^
	≥ 8

	Nalidixic acid
	30 µg
	≥ 19
	–
	14–18
	≤ 13
	 16
	–
	–
	 32

	Norfloxacin
	10 µg
	≥ 17
	–
	13–16
	≤ 12
	≤ 4
	–
	8
	≥ 16

	Ofloxacin
	5 µg
	≥ 16
	–
	13–15^
	≤ 12
	≤ 2
	–
	4^
	≥ 8

	Fleroxacin
	5 µg
	≥ 19
	–
	16–18^
	≤ 15
	 2
	–
	4^
	 8

	QUINOLONES AND FLUOROQUINOLONES for Salmonella spp. (Please refer to Glossary I.) (Continued)

	Ciprofloxacin Levofloxacin
	5 μg –
	≥ 31 –
	–
–
	21–30^ –
	≤ 20 –
	≤ 0.06
≤ 0.12
	–
–
	0.12–0.5 ^
0.25–1^
	≥ 1
≥ 2

	Ofloxacin
	–
	–
	–
	–
	–
	≤ 0.12
	–
	0.25–1^
	≥ 2

	Pefloxacin (surrogate test for ciprofloxacin)
	5 μg
	≥ 24
	–
	–
	≤ 23
	–
	–
	–
	–

	FOLATE PATHWAY ANTAGONISTS

	Trimethoprim- sulfamethoxazole
	1.25/23.75 µg
	≥ 16
	–
	11–15
	≤ 10
	 2/38
	–
	–
	 4/76

	Sulfonamides
	250 or
300 µg
	≥ 17
	–
	13–16
	≤ 12
	 256
	–
	–
	 512

	Trimethoprim
	5 µg
	≥ 16
	–
	11–15
	≤ 10
	 8
	–
	–
	 16

	PHENICOLS

	Chloramphenicol
	30 µg
	≥ 18
	–
	13–17
	≤ 12
	 8
	–
	16
	 32

	FOSFOMYCINS

	Fosfomycin
	200 µg
	≥ 16
	–
	13–15
	≤ 12
	 64
	–
	128
	 256

	NITROFURANS

	Nitrofurantoin
	300 µg
	≥ 17
	–
	15–16
	≤ 14
	 32
	–
	64
	 128


Acinetobacter spp

	Antimicrobial Agent
	Disk Content
	Interpretive Categories and Zone Diameter Breakpoints, nearest whole mm
	Interpretive Categories and MIC Breakpoints,

µg/mL

	
	
	S
	I
	R
	S
	I
	R

	PENICILLINS

	Piperacillin
	100 g
	 21
	18–20
	 17
	 16
	32–64
	 128

	-LACTAM COMBINATION AGENTS

	Ampicillin-sulbactam
	10/10 g
	 15
	12–14
	 11
	 8/4
	16/8
	 32/16

	Piperacillin-tazobactam
	100/10 g
	 21
	18–20
	 17
	 16/4
	32/4–64/4
	 128/4

	Ticarcillin-clavulanate
	75/10 g
	 20
	15–19
	 14
	 16/2
	32/2–64/2
	 128/2

	CEPHEMS (PARENTERAL) (Including cephalosporins I, II, III, and IV. Please refer to Glossary I.)

	Ceftazidime
	30 g
	 18
	15–17
	 14
	 8
	16
	 32

	Cefepime
	30 g
	 18
	15–17
	 14
	 8
	16
	 32

	Cefotaxime
	30 g
	 23
	15–22
	 14
	 8
	16–32
	 64

	Ceftriaxone
	30 g
	 21
	14–20
	 13
	 8
	16–32
	 64

	Cefiderocol
	30 g
	 15
	11–14
	 10
	≤ 4
	8
	 16

	CARBAPENEMS

	Doripenem
	10 g
	≥ 18
	15–17
	≤ 14
	 2
	4
	 8

	Imipenem
	10 g
	 22
	19–21
	 18
	 2
	4
	 8

	Meropenem
	10 g
	≥ 18
	15–17
	≤ 14
	 2
	4
	 8

	LIPOPEPTIDES
	
	
	
	
	
	
	

	Colistin or 

polymyxin B
	–
–
	–
–
	–
–
	–
–
	–
–
	 2
 2
	 4
 4

	AMINOGLYCOSIDES

	Gentamicin
	10 g
	 15
	13–14
	 12
	 4
	8
	 16

	Tobramycin
	10 g
	 15
	13–14
	 12
	 4
	8
	 16

	Amikacin
	30 g
	 17
	15–16
	 14
	 16
	32
	 64

	Netilmicin
	–
	–
	–
	–
	 8
	16
	 32

	TETRACYCLINES

	Doxycycline
	30 g
	 13
	10–12
	 9
	 4
	8
	 16

	Minocycline
	30 g
	 16
	13–15
	 12
	 4
	8
	 16

	Tetracycline
	30 g
	 15
	12–14
	 11
	 4
	8
	 16

	FLUOROQUINOLONES

	Ciprofloxacin
	5 g
	 21
	16–20
	 15
	 1
	2
	 4

	Levofloxacin
	5 g
	 17
	14–16
	 13
	 2
	4
	 8

	Gatifloxacin
	5 g
	 18
	15–17
	 14
	 2
	4
	 8

	FOLATE PATHWAY ANTAGONISTS

	Trimethoprim- sulfamethoxazole
	1.25/23.75 g
	 16
	11–15
	 10
	 2/38
	–
	 4/76


Staphylococcus spp

	Antimicrobial Agent
	Staphylococcus
spp.
Indications
	Disk Content
	Interpretive Categories and Zone Diameter Breakpoints, nearest whole mm
	Interpretive Categories and MIC Breakpoints,

µg/mL

	
	
	
	S
	SDD
	I
	R
	S
	SDD
	I
	R

	PENICILLINASE-LABILE PENICILLINS

	Penicillin
	All staphylococci
	10 units
	 29
	-
	-
	 28
	 0.12
	
	-
	 0.25

	

	Oxacillin
	S. aureus and
S. lugdunensis
	–

30 µg cefoxitin (surrogate test for oxacillin)
	–

 22
	–

–
	–

–
	–

 21
	≤ 2 (oxacillin)

≤ 4 (cefoxitin)
	–

–
	–

–
	≥ 4 (oxacillin)

≥ 8 (cefoxitin)

	Oxacillin
	S. epidermidis
	1 g oxacillin

30 µg cefoxitin (surrogate
test for oxacillin)
	 18 (oxacillin)

 25 (cefoxitin)
	


	


	 17 (oxacillin)

 24 (cefoxitin)
	 0.25
(oxacillin)


	


	


	 0.5
(oxacillin)



	
	S.
pseudintermedius
and S. schleiferi
	1 g oxacillin
	 18
	
	–
	 17
	≤ 0.25
	
	–
	≥ 0.5

	PENICILLINASE-STABLE PENICILLINS (Continued)

	Oxacillin
	Other Staphylococcus spp., excluding

S. aureus
S. lugdunensis
S. epidermidis S.
pseudintermedius
S. schleiferi
	30 µg cefoxitin (surrogate test for oxacillin)
	≥ 25 (cefoxitin)
	
	–
	≤ 24 (cefoxitin)
	≤ 0.25
(oxacillin)
	
	–
	≥ 0.5
(oxacillin)

	CEPHEMS (PARENTERAL)

	Ceftaroline
	S. aureus, including MRSA
	30 µg
	≥ 25
	20–24
	
	≤ 19
	≤ 1
	2–4
	
	≥ 8

	GLYCOPEPTIDES

	Vancomycin
	S. aureus
	–
	–
	–
	–
	–
	 2
	–
	4–8
	 16

	
	Staphylococcus spp. other than S. aureus
	–
	–
	–
	–
	–
	 4
	–
	8–16
	 32

	LIPOGLYCOPEPTIDES

	Dalbavancin
	S. aureus, including MRSA
	–
	–
	–
	–
	–
	≤ 0.25
	–
	–
	–

	Oritavancin
	
	–
	–
	–
	–
	–
	 0.12
	–
	–
	–

	Telavancin
	
	–
	–
	–
	–
	–
	 0.12
	–
	–
	–

	Teicoplanin
	All staphylococci
	–
	–
	–
	–
	–
	 8
	–
	16
	 32

	LIPOPEPTIDES

	Daptomycin
	All staphylococci
	–
	–
	–
	–
	–
	 1
	–
	–
	–

	AMINOGLYCOSIDES

	Gentamicin
	All staphylococci
	10 g
	 15
	–
	13–14
	 12
	 4
	–
	8
	 16

	MACROLIDES

	Azithromycin or
clarithromycin or
erythromycin
	All staphylococci
	15 g
15 g
15 g
	 18
 18
 23
	–
	14–17
14–17
14–22
	 13
 13
 13
	 2
 2
 0.5
	–
	4
4
1–4
	 8
 8
 8

	Dirithromycin
	
	15 g
	 19
	–
	16–18
	 15
	 2
	–
	4
	 8

	TETRACYCLINES

	Tetracycline
	All staphylococci
	30 g
	 19
	–
	15–18
	 14
	 4
	–
	8
	 16

	Doxycycline
	
	30 g
	 16
	–
	13–15
	 12
	 4
	–
	8
	 16

	Minocycline
	
	30 g
	 19
	–
	15–18
	 14
	 4
	–
	8
	 16

	FLUOROQUINOLONES

	Ciprofloxacin or
Levofloxacin
Moxifloxacin
	All staphylococci
	5 g
5 g
5 g
	 21
 19
 24
	–
–
–
	16–20
16–18
21–23
	 15
 15
 20
	 1
 1
 0.5
	–
–
–
	2
2
1
	 4
 4
 2

	Enoxacin
	
	10 g
	 18
	–
	15–17
	 14
	 2
	–
	4
	 8

	Gatifloxacin
	
	5 g
	 23
	–
	20–22
	 19
	 0.5
	–
	1
	 2

	Grepafloxacin
	
	5 g
	 18
	–
	15–17
	 14
	 1
	–
	2
	 4

	Lomefloxacin
	
	10 g
	 22
	–
	19–21
	 18
	 2
	–
	4
	 8

	Norfloxacin
	
	10 g
	 17
	–
	13–16
	 12
	 4
	–
	8
	 16

	Ofloxacin
	
	5 g
	 18
	–
	15–17
	 14
	 1
	–
	2
	 4

	Sparfloxacin
	
	5 g
	 19
	–
	16–18
	 15
	 0.5
	–
	1
	 2

	Fleroxacin
	
	5 g
	 19
	–
	16–18
	 15
	 2
	–
	4
	 8

	NITROFURANTOINS

	Nitrofurantoin
	All staphylococci
	300 g
	 17
	–
	15–16
	 14
	 32
	–
	64
	 128

	LINCOSAMIDES

	Clindamycin
	All staphylococci
	2 g
	 21
	–
	15–20
	 14
	 0.5
	–
	1–2
	 4

	FOLATE PATHWAY ANTAGONISTS

	Trimethoprim- sulfamethoxazole
	All staphylococci
	1.25/23.75
g
	 16
	–
	11–15
	 10
	 2/38
	–
	–
	 4/76

	Sulfonamides
	All staphylococci
	250 or 300
g
	 17
	–
	13–16
	 12
	 256
	–
	–
	 512

	Trimethoprim
	All staphylococci
	5 g
	 16
	–
	11–15
	 10
	 8
	–
	–
	 16

	PHENICOLS

	Chloramphenicol
	All staphylococci
	30 g
	 18
	–
	13–17
	 12
	 8
	–
	16
	 32

	ANSAMYCINS

	Rifampin
	All staphylococci
	5 g
	 20
	–
	17–19
	 16
	 1
	–
	2
	 4

	STREPTOGRAMINS

	Quinupristin- dalfopristin
	S. aureus
	15 g
	 19
	–
	16–18
	 15
	 1
	–
	2
	 4

	OXAZOLIDINONES

	Linezolid
	All staphylococci
	30 g
	 21
	–
	–
	 20
	 4
	–
	–
	 8

	Tedizolid
	S. aureus, including MRSA
	–
	–
	–
	–
	–
	 0.5
	–
	1
	 2
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