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Цель исследования: изучение разнообразия и распределения генов антибиотикорезистентности в микробном сообществе 
фекалий больных туберкулезом легких и здорового контроля, а также анализ влияния длительной многокомпонентной 
химиотерапии на структуру резистома фекалий больных туберкулезом. 

Материалы и методы. В работе использовали образцы метагеномной ДНК, полученной из фекальных образцов пациентов, 
больных туберкулезом легких, и здоровых добровольцев. Анализ метагеномных данных проводился с использованием 
пакетов программ microbiome среды R и базы данных по аннотации генов антибиотикорезистентности CARD.

Результаты исследования. Микробное сообщество фекалий пациентов с туберкулезом демонстрирует высокое разноо-
бразие генов антибиотикорезистентности по сравнению со здоровым контролем. Противотуберкулезная терапия незначи-
тельно снижает разнообразие генов резистентности. Гены устойчивости к тетрациклинам являются наиболее распростра-
ненными в микробиоме кишечника, далее следуют гены устойчивости к линкозамидам, макролидам и аминогликозидам. 
Микробное сообщество фекалий больных туберкулезом дополнительно обогащено генами резистентности к фторхиноло-
нам, аминокумаринам, бета-лактамным и пептидным антибиотикам. Основной резервуар генов резистентности здорового 
микробиома формируют представители филумов Bacteroidota и Bacillota, тогда как резистом фекалий больных туберкуле-
зом в первую очередь определяют гены, аннотированные в Pseudomonadota (Escherichia, Klebsiella, Campylobacter, Citrobacter, 

Enterobacter, Shigella, Vibrio) и Bacillota (Staphylococcus, Streptococcus, Blautia, Lactobacillus, Eubacterium, Enterococcus). По-
парное сравнение метагеномных данных больных туберкулезом до и после химиотерапии позволило выявить четыре гена: 
pmrA, Bado_rpoB_RIF, npmA и AAC(6')-Ib7, количество которых увеличилось на фоне противотуберкулезной терапии. 
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The objective: to investigate the diversity and distribution of antibiotic resistance genes within the fecal microbial community 
of patients with pulmonary tuberculosis (TB) compared to controls, and to analyze the impact of long-term multicomponent 
chemotherapy on the fecal resistome structure in TB patients.

Materials and methods. Metagenomic DNA samples obtained from fecal specimens of pulmonary TB patients and healthy individuals 
were used in this study. The matagenomic data analysis was performed using the microbiome R package and the Comprehensive 
Antibiotic Resistance Gene Annotation Database (CARD) 

Results. The fecal microbial community of TB patients demonstrates high diversity of antibiotic resistance genes compared to 
healthy controls. TB therapy slightly reduces the diversity of resistance genes. Tetracycline resistance genes are the most abundant 
in the gut microbiome, followed by genes conferring resistance to lincosamides, macrolides, and aminoglycosides. The fecal microbial 
community of TB patients additionally harbors genes conferring resistance to fluoroquinolones, aminocoumarins, beta-lactam, 
and peptide antibiotics. In the healthy microbiome, the main reservoir of resistance genes is comprised of members of Bacteroidota 
and Bacillota phyla. In contrast, the fecal resistome of TB patients is primarily driven by genes annotated within Pseudomonadota 

(Escherichia, Klebsiella, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, Shigella, Vibrio) and Bacillota (Staphylococcus, Streptococcus, Blautia, 

Lactobacillus, Eubacterium, Enterococcus). A pairwise comparison of metagenomic data of TB patients before and after chemotherapy 
identified four genes (pmrA, Bado_rpoB_RIF, npmA and AAC(6')-Ib7) whose abundance increased during TB treatment.
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Введение

Туберкулез (ТБ) представляет собой сложное 
в плане лечения инфекционное заболевание, где 
для элиминации M. tuberculosis используется дли-
тельная многокомпонентная химиотерапия, в том 
числе антибиотиками. Однако длительный прием 
противотуберкулезных препаратов (ПТП) оказы-
вает существенное влияние на всю микрофлору че-
ловека и может способствовать распространению 
устойчивых к антибиотикам бактерий, населяющих 
различные биотопы организма (кишечник, легкие, 
мочеполовая система). Как результат, мы можем 
столкнуться с дополнительной проблемой при ле-
чении туберкулеза – присоединением неспецифи-
ческой флоры, которая может как осложнить тече-
ние заболевания, так и способствовать развитию 
микст-инфекций. 

Кишечник человека представляет собой густо-
населенную микробную экосистему, называемую 
микробиотой, которая предполагает широкие воз-
можности для обмена генетическим материалом. 
Кишечный метагеном (совокупность генов микро-
организмов кишечника) является естественным 
резервуаром генов устойчивости к антибиотикам 

(antibiotic resistance genes – ARGs), известным 
также как кишечный резистом. Гены, обусловли-
вающие устойчивость к антибиотикам, повсеместно 
присутствуют в микробиоме кишечника человека, 
обеспечивая природную резистентность или низ-
кую чувствительность к антибиотикам [4]. Горизон-
тальный перенос генетического материала, включая 
гены устойчивости к антибиотикам, является ча-
стым явлением в микробном сообществе кишечника 
и в основном характерен для представителей до-
минирующих в микробиоме филумов Bacteroidota 
(синоним Bacteroidetes) и Bacillota (Firmicutes), 
а также хорошо представлен у Pseudomonadota 
(Proteobacteria). Считается, что перенос генов ре-
зистентности от симбионтов к обитающим в ки-
шечнике условно-патогенным микроорганизмам 
является относительно редким явлением. Однако 
в ряде работ было продемонстрировано общее про-
исхождение детерминант резистентности к ванко-
мицину для анаэробных кишечных комменсалов 
и нозокомиального патогена Enterococcus faecium [5, 
6, 9, 11, 19]. Таким образом, микробное сообщество 
кишечника представляет собой сложное сообщество 
как потенциально патогенных, так и безвредных 
или полезных микроорганизмов, между которы-
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ми регулярно происходит горизонтальный обмен 
генетическими детерминантами устойчивости [7, 
10, 15, 17]. Поскольку образец кала представляет 
собой совокупность микроорганизмов, прошедших 
через толстый кишечник и выведенных из организ-
ма, исследование микробного сообщества фекалий 
является одним из методом оценки состояния ки-
шечного микробиома. Микробное сообщество фе-
калий отражает характерные изменения кишечного 
микробиома и может быть использовано для оценки 
состояния кишечного микробиома у пациентов с ТБ.

Цель исследования

Изучить разнообразие и распределение генов 
устойчивости к антибиотикам в микробном сооб-
ществе фекалий у больных туберкулезом и здоро-
вого контроля, оценить влияние длительной мно-
гокомпонентной терапии на структуру резистома 
фекалий у больных туберкулезом.

Материалы и методы

Участники исследования. В работе исполь-
зовали образцы метагеномной ДНК, полученной 
из фекалий больных ТБ (группа ТД) и здоровых 
добровольцев (группа контроль). Парные образ-
цы кала от 33 пациентов с туберкулезом легких до 
начала (группа ТБ до) и через 2 месяца противо-
туберкулезной терапии (ПТТ) (группа ТБ после) 
отбирались на базе Республиканского клиническо-
го противотуберкулезного диспансера (РКПТД) 
(Уфа) в 2019-2021 гг. Критерии включения в иссле-
дование: возраст 25-55 лет; впервые выявленный 
туберкулез легких, подтвержденный микробио-
логическими и/или молекулярно-генетическими 
методами выявления ТБ (ПЦР тест, микроскопия 
с окраской по Цилю – Нильсену, люминесцентная 
микроскопия, посев мокроты на жидкие и плотные 
питательные среды); отсутствие ВИЧ-инфекции. 
Критериями невключения были серьезные сопут-
ствующие заболевания (сахарный диабет, сердеч-
но-сосудистые, желудочно-кишечные заболевания, 
алкоголизм, психические расстройства), внелегоч-
ный туберкулез, беременность или кормление гру-
дью. В структуре клинических форм преобладали 
инфильтративный туберкулез легких (65,2%), дис-
семинированный туберкулез (30,4%) и казеозная 
пневмония (4,3%). Все пациенты, включенные 
в исследование, получали лечение в соответствии 
с федеральными клиническими рекомендациями по 
диагностике и лечению туберкулеза органов дыха-
ния, действовавшими в период забора биоматериала 
(2019-2021 гг.); 24 (72,7%) пациента получали лече-
ние по режиму лекарственно-чувствительного ТБ, 
2 (6,1%) пациента – по режиму полирезистентного 
ТБ и 7 (21,2%) пациентов – по режиму ТБ с множе-
ственной лекарственной устойчивостью. Средний 
возраст пациентов 1 группы, среди которых было 

19 (57,6%) мужчин и 14 (42,4%) женщин, составил 
43 года (IQR 34,5–55 лет). Группа контроль (n = 
46) была сформирована из сотрудников Института 
биохимии и генетики УФИЦ РАН (Уфа, Россия), 
которые не состояли на диспансерном учете в про-
тивотуберкулезном диспансере г. Уфы и не имели 
каких-либо патологических изменений при рентге-
нографии органов грудной клетки. Анкетирование 
при формировании группы ЗД также позволило не 
включать в нее лиц с различными сопутствующи-
ми аутоиммунными, инфекционными и желудоч-
но-кишечными заболеваниями. Все участники пре-
доставили письменное информированное согласие 
на участие в исследовании и анонимную обработку 
данных.

Сбор образцов кала, выделение ДНК и секве-
нирование. Свежие образцы фекалий участников 
собирали в стерильные одноразовые контейнеры, 
которые доставляли в бактериологическую лабо-
раторию ГБУЗ РКПТД и замораживали при тем-
пературе -80°C. Метагеномную ДНК экстрагиро-
вали из 200 мг фекалий с использованием набора 
QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAgen). Библиотеки 
секвенирования были созданы с использованием 
набора TruSeq DNA PCR-Free (Illumina, США) 
в соответствии с рекомендациями производителя. 
Полногеномное секвенирование проводилось на 
платформе Illumina HiSeq2500. В среднем для каж-
дого образца получено более 30 млн ридов секве-
нирования, что классифицируется как глубокое 
секвенирование.

Биоинформатический анализ метагеномных 
данных. Первоначальный контроль качества дан-
ных секвенирования, удаление адаптеров и чрезмер-
но коротких ридов, а также удаление ДНК челове-
ка были выполнены последовательно с помощью 
программ FastQC v0.11.9, fastp v0.23.2 и KneadData 
v0.10.0 [3, 23]. Принадлежность ридов секвениро-
вания к известным генам антибиотикоустойчиво-
сти определяли с помощью базы данных CARD 
(The Comprehensive Antibiotic Resistance Database, 
https://card.mcmaster.ca/). Набор утилит в данной 
платформе позволяет выполнить весь комплекс ан-
нотаций ридов секвенирования и выявить, какие 
гены антибиотикорезистентности присутствуют 
в суммарном резистоме и какие конкретно бакте-
риальные таксоны их аккумулируют. Композиция 
видового состава была определена на базе извест-
ных референсных геномов базы данных RefSeq 
[20] согласно общедоступному протоколу и набору 
утилит https://github.com/knights-lab/SHOGUN. 
Определение таксонов микроорганизмов и оцен-
ка их относительной численности проводились на 
базе маркерных генов с использованием программы 
MetaPhlAn4 [1]. Последующий анализ метагеном-
ных данных проводился с использованием паке-
тов программ microbiome программной среды R 
(https://www.r-project.org/). Индексы альфа – раз-
нообразия рассчитывали в пакете программ vegan 
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R; статистическую значимость различий между ин-
дексами определяли с помощью теста Колмогорова. 
Суммарное сходство микробиоты между донора-
ми визуализировали методом главных компонент 
(Principal Component Analysis – PCA) на основе 
дистанций Брэя-Кертиса в программе vegan. Для 
дифференциации представленных таксонов в пар-
ных данных больных ТБ до и после лечения был ис-
пользован Т-критерий Вилкоксона для зависимых 
выборок (Matched-pair Wilcoxon Rank Sum Test). 
Различия между группами считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты исследования

Разнообразие генов антибиотикорезистент-
ности в бактериальном сообществе фекалий 
участников групп ТБ и контроля. Оценка рас-
пространенности генов устойчивости к антибиоти-
кам в метагеномных данных в объединенном наборе 
данных (группа контроль, группах ТБ до и ТБ по-
сле) позволила выявить более 240 генов антибио-
тикорезистентности. 

Индексы Шеннона, Симпсона и Чао 1 проде-
монстрировали увеличение альфа-разнообразия 

Рис. 1. Общая характеристика генов резистентности к антибиотикам (ARGs) в кишечном резистоме 
здорового контроля и больных ТБ до и после химиотерапии: оценка альфа–разнообразия с помощью индексов 
Шеннона (А), Симпсона (Б) и Чао 1 (В); (Г) анализ главных компонент (PCA) вариабельности 30 топовых 
генов резистентности
Fig. 1. General characteristics of antibiotic resistance genes (ARGs) in the gut resistome of healthy controls and tuberculosis (TB) patients before 
and after chemotherapy: assessment of alpha diversity using the Shannon (А), Simpson (B), and Chao 1 (C) indices; (D)Principal Component 
Analysis (PCA) of antibiotic resistance gene variability
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бактериального резистома фекалий в группах ТБ 
до и ТБ после по сравнению с группой контроль 
(p<0,0001) (рис. 1 А-В). При этом двухмесячный 
курс химиотерапии ТБ не оказывал значительного 
негативного влияния на разнообразие генов рези-
стентности в кишечнике, значимой разницы между 
группами ТБ до и ТБ после не было (p>0,05) (рис. 1 
А-В). Анализ главных компонент (PCA) вариабель-
ности генов антибиотикорезистентности показал, 
что резистом фекалий обеих групп больных ТБ зна-
чительно отличается и содержит отличный набор 
генов устойчивости от группы контроль (рис. 1 Г). 
PCA отделил больных ТБ от здорового контроля 
как вдоль первой оси компоненты (first Principal 
Component – PC1), так и второй (PC2). PC1 объяс-
нял наибольшее количество вариаций (46,9%), тог-
да как PC2 – 6,4%. Эти данные свидетельствуют об 
отличиях между резистомами фекалий больных ТБ 
и здорового контроля. Четкое разделение по глав-
ным компонентам вариабельности предполагает, 
что туберкулезный процесс оказывает значительное 
влияние на структуру резистома фекалий.

Общая характеристика генов антибиотико-
резистентности в бактериальном сообществе 
фекалий участников групп ТБ и контроля.

Классификация генов антибиотикорезистентно-
сти по химической структуре антибиотика позво-
лила сгруппировать аннотированные гены устой-
чивости в 21 класс антибактериальных препаратов 
(рис. 2). 

Самыми распространенными генами во всех трех 
группах (контроль, ТБ до, ТБ после) были гены 
устойчивости к тетрациклинам (рис. 2), с  про-
центным содержанием ARGs – 47,2%, 30,7% и 32% 
соответственно. Вторым по распространенности 
подтипом ARG в группе контроль были гены устой-
чивости к линкозамидам (22,6%), третью позицию 
занимали аминогликозиды (5,4%) В группе ТБ вто-
рую позицию занимали также линкозамиды в груп-
пе ТБ до – 11,4%, в группе ТБ – 9,4%, а вот третьими 
по частоте были уже фторхинолоны – 9,1% и 9,9% 
соответственно (рис. 2). В дополнение к вышеска-
занному, гены устойчивости к аминогликозидам, 
бета-лактамам и макролидам также были хорошо 
распространены в микробиоме фекалий трех ис-
следуемых групп. Важно отметить, что резистом 
фекалий пациентов в группе ТБ до демонстрирует 
значительное обогащение микробного сообщества 
фекалий генами антибиотикорезистентности (рис. 
2). Обогащение ARGs микробного сообщества фе-
калий в группе ТБ до свидетельствует об увели-
чении в микробиоме кишечника бактериальных 
таксонов, аккумулирующих в себе широкий спектр 
генов резистентности. Данное предположение под-
тверждается нашей ранней работой, в которой было 
показано, что структура микробиома фекалий боль-
ных с впервые выявленным туберкулезом легких, 
не получавших лечения, отличается от микробного 
сообщества здорового контроля существенным уве-

личением численности представителей филумов 
Firmicutes, Proteobacteria и Actinobacteria и сниже-
нием доли Bacteroidetes [25]. Схожие изменения 
в таксономическом составе микробного сообщества 
фекалий при ТБ также представлены в других ис-
следованиях [8, 24, 26]. 

Сравнительный анализ резистомов фекалий па-
циентов групп ТБ до и ТБ после не выявил стати-
стически значимых различий (рис. 2, p>0,05). Обе 
группы характеризовались схожим распределением 
ARGs к ключевым антибактериальным препаратам 
(рис. 2, 3). Так, представленность генов антибиоти-
корезистентности к фторхинолонам и аминоглико-
зидам, применяемым для лечения ТБ, не показала 
статистически значимых отличий между группами 
ТБ (p >0,05). Следует отметить, что устойчивость 
кишечных бактерий к фторхинолонам (моксифлок-
сацин, левофлоксацин) преимущественно обуслов-
лена активным выведением этих препаратов через 
специализированные белковые помпы – эффлюкс-
ные насосы (например, MdtK (ARO:3001327), MdtЕ 
(ARO:3000795), emrR (ARO:3000516)) (рис. 3), а не 

Рис. 2. Гены устойчивости к 19 классам 
антибиотиков в кишечном микробиоме контрольной 
группы и больных ТБ до и после химиотерапии
Fig. 2. Antibiotic resistance genes to 19 classes of antibiotics in the gut 
microbiome of controls and TB patients before and after chemotherapy
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Рис. 3. Тепловая карта распределения генов устойчивости к противомикробным препаратам в контрольной 
группе и у больных ТБ до и после химиотерапии. Генетические детерминанты устойчивости сгруппированы 
в соответствии с классами антимикробных препаратов, которые обозначены разными цветами. 
Относительное содержание генов антибиотикоустойчивости (ARGs) в диапазоне от 0 до 1 обозначено 
градиентом цвета от желтого к голубому
Fig. 3. Heatmap illustrating the distribution of ARGs in controls and TB patients before and after chemotherapy. Genetic determinants of resistance 
are grouped according to their corresponding antimicrobial classes, which are color-coded. The relative abundance of ARGs, ranging from 0 to 1,  
is represented by a color gradient from yellow to blue.
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с изменением целевой мишени антибиотика. Устой-
чивость к антибиотикам из группы аминогликози-
дов также широко распространена среди кишечных 
бактерий и в основном обусловлена ферментатив-
ной инактивацией антибиотика бактериальными 
ферментами, гены которых активно передаются 
посредством горизонтального переноса (например, 
aadA5 (ARO:3002605), APH(3’)-IIa (ARO:3002644) 
и др.) (рис. 3). Использование аминогликозидов, 
таких как канамицин и амикацин, для лечения ТБ 
не оказывает существенного влияния на состав 
бактериального сообщества фекалий у пациентов. 
В группе ТБ после наблюдается лишь незначитель-
ное увеличение количества генов устойчивости 
к аминогликозидам (7,3%) по сравнению с группой 
ТБ до (6,8%) (p = 0,74) (рис.2). 

Также был проведен поиск генов устойчивости 
к  бедаквилину, линезолиду и деламаниду в ре-
зистоме фекалий пациентов с ТБ. Однако ввиду 
отсутствия информации о соответствующих мута-
циях или генах в наших метагеномных данных либо 
вследствие их крайне низкой распространенности 
информация о них не представлена. Применение 
рифампицина для лечения лекарственно-чувстви-
тельного ТБ способствует увеличению количества 
мутантного гена rpoB (Bado_rpoB_RIF) у бактерий 
рода Bifidobacterium в микробном сообществе фе-
калий пациентов группы ТБ после (4,2%) против 
(2,4%) в группе ТБ до, p < 0,01). 

Таким образом, резистом фекалий как здоровых 
доноров, так и пациентов с ТБ содержит широкий 
спектр генов устойчивости к антибактериальным 
препаратам, что еще раз подтверждает эволюцион-
ную стратегию микроорганизмов в аккумуляции 
в своем геноме многочисленных генетических де-
терминант устойчивости, способствующих адапта-
ции и выживанию в кишечной среде. 

Классификация генов антибиотикоустойчивости 
по механизму резистентности показала, что основ-
ным механизмом устойчивости бактерий, населя-
ющих кишечник здорового контроля, были меха-
низмы защиты мишени антибиотика (49% против 
25,6% в группе TБ до, p< 0,001, и 26,8% в группе TБ 
после, p < 0,0001) и изменение мишени действия ан-
тибиотика (23,3% в контроле против 15,2% и 15,1% 
в группе ТБ до и после соответственно, p > 0,21) 
(рис. 4). В то время как в группах пациентов с TБ 
основным механизмом резистентности было выве-
дение антибиотика (antibiotic efflux) (41,3% в группе 
TБ до, 42,9% в группе TБ после и 12,3% в контроль-
ной группе, p < 0,00001).

Бактерии-носители генов антибиотикорези-
стентности в бактериальном сообществе фе-
калий участников групп ТБ и контроля. Далее 
мы оценили, какие бактериальные таксоны явля-
ются основным резервуаром генов антибиотико-
устойчивости. На рис. 5 представлены диаграммы, 
характеризующие вклад топовых родов бактерий 
в структуру резистома фекалий. 

Центральным хранилищем генов антибиотико-
резистентности в микробных сообществах фека-
лий трех анализируемых групп были представи-
тели родов Bacteroides, Streptococcus и Escherichia 
(рис. 5 А-В). Однако важно отметить, что основную 
долю генов устойчивости в бактериальном сооб-
ществе фекалий больных ТБ формировали гены, 
аннотированные в Escherichia (26,4% в группе ТБ 
до и 24,7% в группе ТБ после), тогда как резистом 
фекалий группы контроля образовывали предста-
вители Bacteroides (41,6%, p < 0,00001). Структу-
ра резистома фекалий контроля сформирована 
в основном генами, аннотированными в геномах 
бактерий родов Bacteroides (41,6%), Streptococcus 
(12%), Escherichia (6,2%), Lactobacillus (4,9%), 
Staphylococcus (3,8%) и др. (рис. 5 А). Ключевы-
ми носителями генов резистентности в фекали-
ях больных ТБ являются представители родов 
Escherichia, Bacteroides, Streptococcus, Lactobacillus, 
Vibrio, Klebsiella, Bifidobacterium, Enterococcus, 
Campylobacter, Pseudomonas и др. (рис. 5 Б, В). Так, 
доля всех аннотированных нами генов антибио-
тикорезистентности в бактериях рода Escherichia 
составляет 26,4% и 24,7% в резистоме фека-
лий больных ТБ до и ТБ после, соответственно 
(p  >  0,05). Далее по убыванию в группе ТБ до 
основным резервуаром генов устойчивости яв-
ляются Bacteroides (13,8%), Streptococcus (9,1%), 
Lactobacillus (5,2%), Vibrio (4,7%), Klebsiella (4,6%), 
Enterococcus (2,9%) и др. В группе ТБ после ука-

Рис. 4. Представленность генов 
антибиотикоустойчивости по механизму 
резистентности в кишечном микробиоме 
контрольной группы и больных ТБ до и после 
химиотерапии
Fig. 4. Abundance of antibiotic resistance genes by resistance 
mechanism in the gut microbiome of the control group and TB patients 
before and after chemotherapy
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Таблица 1. Гены антибиотикорезистентности, дифференциально представленные в микробиоме больных 
туберкулезом до и после противотуберкулезной терапии
Table 1. Antibiotic resistance genes are differentially represented in the microbiome of tuberculosis patients before and after anti-tuberculosis therapy

Регистрационный номер гена  
в базах данных GenBank и CARD Ген Бактериальный таксон

Количество генов устойчивости  
в группах больных ТБ, абс. (%) p-значение
до лечения после лечения

AAK99679.1 (ARO:3000822) pmrA Streptococcus pneumoniae R6 2 (0) 7 (0,1) 0,02

WP_041777404.1 (ARO:3004480) Bado_rpoB_RIF Bifidobacterium adolescentis 207 (1,6) 828 (7,7) 0,03

BAF80809.1 (ARO:3002665) npmA Escherichia coli 5 (0) 36 (0,3) 0,03

AKN19287.1 (ARO:3002578) AAC(6’)-Ib7 Klebsiella pneumoniae 6 (0) 73 (0,7) 0,04

AAC23556.1 (ARO:3002660) APH(6)-Id Pseudomonas aeruginosa 301 (2,4) 88 (0,8) 0,04

BAG75524.1 (ARO:3003954) efmA Enterococcus faecium 30 (0,2) 4 (0) 0,04

CAA79727.1 (ARO:3000191) tet(Q) Bacteroides fragilis 12079 (95,7) 9759 (90,4) 0,04

Примечание: p – уровень статистической значимости; 
GenBank – база данных всех общедоступных  
последовательностей ДНК; 
CARD –Полная база данных по устойчивости к антибиотикам.

Рис. 5. Основные бактериальные таксоны-носители генов антибиотикорезистентности в кишечном 
микробиоме (на уровне рода): контрольной группы (А) и больных ТБ до (Б) и после химиотерапии (В)
Fig. 5. Main bacterial taxa carrying antibiotic resistance genes in the gut microbiome at the genus level: the control group (A), TB patients before 
chemotherapy (D), and TB patients after chemotherapy (C)

занные выше бактериальные таксоны содержали 
в 13,7%, 10,2%, 4,6%, 4,6%, 4,5% и 3,8% генов устой-
чивости, соответственно (p>0,05) (рис. 5 Б, В). 

Попарное сравнение представленности генов 
антибиотикорезистентности в микробном со-
обществе фекалий участников групп ТБ. Учи-
тывая, что фекальные пробы от пациентов с тубер-
кулезом являются парными образцами (до и после 
2 месячной ПТТ), был проведен непараметрический 
статистический тест для оценки влияния ПТТ на 
кишечную микрофлору и для дифференциации 
представленных генов устойчивости. Для этого был 

использован Т-критерий Вилкоксона для сравне-
ния двух (связанных) выборок. Парное сравнение 
метагеномных данных позволило выявить 7 диф-
ференциально представленных генов, количество 
которых статистически значимо изменилось под 
влиянием ПТТ (p<0,05) (табл.1). 

Представленность четырех генов антибиоти-
корезистентности (pmrA (ARO:3000822), Bado_
rpoB_RIF (ARO:3004480), npmA (ARO:3002665) 
и  AAC(6’)-Ib7 (ARO:3002578)) увеличилась 
в  микробном сообществе фекалий в группе ТБ 
после. Тогда как количество генов APH(6)-Id 

КонтрольА Б ВТБ до ПТТ ТБ после ПТТ

Escherichia
неаннотированные
Bacteroides
Streptococcus
Lactobacillus

Vibrio
Klebsiella
Entorococcus
Bifidobacterium
Riemerella

Erysipelatoclostridium

Trueperella
Campylobacter

Faecalibacterium

Staphylococcus

Pasteurella

Shigella

Eubacterium

Eggerthella

Enterobacter

Note: p – level of statistical significance; 
GenBank – a database of all publicly  
available DNA sequences; 
CARD – Comprehensive Antibiotic Resistance Database.
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(ARO:3002660), efmA (ARO:3003954) и tet(Q) 
(ARO:3000191), наоборот, было выше в группе ТБ 
до и снизилось на фоне химиотерапии. Ген pmrA 
у Streptococcus pneumoniae R6 кодирует бакте-
риальный мембранный транспортер PmrA, при-
надлежащий к семейству MFS (Major Facilitator 
Superfamily), участвующий в эффлюксе фторхино-
лонов [2]. Два других гена, npmA и AAC(6’)-Ib7, обе-
спечивают устойчивость Escherichia coli и Klebsiella 
pneumoniae к аминогликозидам и кодируют 16S 
рРНК-метилтрансферазу и  аминогликозидаце-
тилтрансферазу, соответственно. Указанные гены 
могут располагаться на плазмидах и, следователь-
но, передаваться посредством горизонтального 
переноса генов [14, 22]. Кроме того, на фоне ПТТ 
наблюдается статистически значимое увеличение 
количества бактерий Bifidobacterium adolescentis, 
несущих мутации в гене rpoB (Bado_rpoB_RIF) 
(табл. 1). Мутации гена rpoB приводят к изменению 
функции белка β-субъединицы РНК-полимеразы, 
делая ее невосприимчивой к действию рифампици-
на и пептидных антибиотиков [13]. В то же время 
на фоне ПТТ отмечается уменьшение количества 
Bacteroides fragilis, несущих ген tet(Q), белковый 
продукт которого защищает рибосому бактерии от 
действия тетрациклинов. Кроме того, двухмесяч-
ная ПТТ приводит к снижению количества кишеч-
ных бактерий Pseudomonas aeruginosa, несущих ген 
APH(6)-Id, который кодирует аминогликозидфос-
фотрансферазу и обеспечивает устойчивость к ами-
ногликозидам. В микробном сообществе фекалий 
больных ТБ под действием ПТТ также наблюда-
ется снижение количества бактерий Enterococcus 
faecium, несущих ген efmA, который кодирует MFS 
транспортер, обуславливая устойчивость к фторхи-
нолонам и макролидам. 

Микробное сообщество фекалий в группе боль-
ных ТБ, получавших два месяца разный режим 
ПТТ (для лекарственно-чувствительного ТБ, по-
лирезистентного ТБ, для ТБ с МЛУ), демонстри-
ровало схожую картину: увеличение количества 
генов pmrA, npmA, AAC(6’)-Ib7 и Bado_rpoB_RIF 
и снижение tet(Q), efmA и APH(6)-Id. Отсутствие 
четкой корреляции между определенными гена-
ми антибиотикорезистентности и конкретными 
режимами химиотерапии ТБ свидетельствует о 
наличии широкого спектра генетических детер-
минант устойчивости в кишечных бактериях ко 
многим противомикробным препаратам. Кроме 
того, отсутствие статистически значимых разли-
чий в распределении генов устойчивости между 
группами пациентов, получавшими различные ре-
жимы химиотерапии, может быть обусловлено как 
дизайном исследования, так и небольшим размером 
исследуемых выборок (снижение статистической 
мощности анализа).

Таким образом, на фоне длительной многокомпо-
нентной противотуберкулезной терапии в микроб-
ном сообществе фекалий в группе ТБ происходит 

Рис. 6. Представленность генов 
антибиотикорезистентности в бактериальных 
таксонах трех анализируемых групп на уровне 
филума
Fig. 6. Abundance of antibiotic resistance genes in bacterial taxa across 
the three analyzed groups at the phylum level

статистически значимое увеличение представлен-
ности генов pmrA, npmA, AAC(6’)-Ib7 и мутантного 
гена rpoB (Bado_rpoB_RIF), которые дают преи-
мущество их носителям в росте и размножении на 
фоне противотуберкулезной терапии. 

Заключение

Микробное сообщество фекалий больных ТБ ха-
рактеризуется увеличением разнообразия генов ан-
тибиотикорезистентности по сравнению с таковым 
здорового контроля. Наиболее распространенными 
в резистоме фекалий трех исследуемых групп явля-
ются гены устойчивости к тетрациклинам, линкоза-
мидам, макролидам и аминогликозидам. Микроб-
ное сообщество фекалий у больных туберкулезом 
дополнительно обогащено генами резистентности 
к фторхинолонам, аминокумаринам, бета-лактам-
ным и пептидным антибиотикам. Согласно полу-
ченным данным, основным резервуаром генов ан-
тибиотикорезистентности в здоровом кишечнике 
являются представители доминирующих филу-
мов Bacteroidota (43%) и Bacillota (24,5%), а также 
в меньшей степени Pseudomonadota (7,7%) (рис. 6). 

Причем высокая представленность Bacteroidota 
в микробном сообществе фекалий у здоровых до-
норов коррелировала с высоким обилием генов 
резистентности у представителей рода Bacteroides 
(рис. 5А). Согласно многочисленным исследова-
ниям, Bacteroides выступают центральным храни-
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лищем генов устойчивости к противомикробным 
препаратам, причем основной вклад в генетику 
данных бактерий вносят различные мобильные ге-
нетические элементы [4, 16]. Так, преобладающий 
в наших образцах тетрациклинрезистентный ген 
tetQ часто распространяется посредством конъюга-
тивных транспозонов (CTnDOT, CTn214) [18, 21]. 
Гены устойчивости к линкозамидам и макролидам, 
которые также широко представлены в резистоме 
фекалий всех исследуемых групп, часто располага-
ются на составных транспозонах, таких как Tn4351, 
Tn4551 и Tn4400, и опосредуют фенотип макролид–
линкозамид–стрептограмин резистентности [16]. 
Поэтому неудивительно, что резистом здорового 
кишечника, в первую очередь, формируют предста-
вители филума Bacteroidota (рис. 6), несущие в себе 
разнообразные генетические элементы, придающие 
резистентность к целому ряду антибактериальных 
препаратов. 

Структура резистома фекалий у пациентов с ту-
беркулезом значительно отличается от таковой 
у здорового контроля. Основной вклад в резистом 
фекалий обеих групп ТБ вносят гены, аннотиро-
ванные в Pseudomonadota, достигая 37,4% и 36,6% 
в группе больных до и после ПТТ соответственно 
(рис. 6). В основном, это бактерии родов Escherichia, 
Klebsiella, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, 
Salmonella, Shigella, Vibrio и др. Второе место по 
распространенности занимают гены, аннотирован-
ные в бактериях филума Bacillota (Staphylococcus, 
Streptococcus, Blautia, Lactobacillus, Eubacterium, 
Faecalibacterium, Enterocloster, Enterococcus, 

Erysipelatoclostridium и  др.), которые занимают 
20,5% и 21,7% соответственно. Гены устойчивости, 
аннотированные в бактериях филума Bacteroidota 
(Bacteroides, Parabacteroides, Riemerella и др.), зани-
мают третье место по представленности в резистоме 
фекалий у больных ТБ (16,1% в группе больных 
до ПТТ и 16,3% в группе больных после ПТТ) 
(рис. 6). Такой значительный сдвиг в резистоме фе-
калий у больных ТБ не согласуется с классической 
структурой микробиома фекалий с преобладанием 
филумов Bacteroidota и Bacillota. Хотя бактерии се-
мейства Enterobacteriaceae обычно занимают лишь 
небольшую долю микробного сообщества фекалий 
у взрослого человека, многочисленные исследова-
ния свидетельствуют об аккумуляции разнообраз-
ных генетических детерминант резистентности 
у представителей данного семейства [4, 12, 17]. В ус-
ловиях многокомпонентной антибиотикотерапии 
это может способствовать отбору и распростране-
нию лекарственно-устойчивой патогенной флоры 
из представителей Enterobacteriaceae, что может 
негативно сказаться на эффективности лечения 
туберкулеза и способствовать развитию микст-ин-
фекций [17]. Таким образом, микробное сообщество 
кишечника человека – это естественный резервуар 
генов антибиотикорезистентности, поддерживаю-
щий и передающий устойчивость между патоген-
ными и симбиотическими видами бактерий. Основ-
ным резервуаром генов антибиотикоустойчивости 
в микробиоме кишечника у больных ТБ являются 
представители филума Pseudomonadota, в особен-
ности бактерии семейства Enterobacteriaceae.
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