Moksliniai darbai ir apzvalgos

Viso genomo sekoskaitos nauda,
tiriant tuberkuliozés mikobakterijy
genotipines savybes

WHOLE-GENOME SEQUENCING TO STUDY THE GENOTYPIC CHARACTERISTICS
OF MULTIDRUG-RESISTANT TUBERCULOSIS MYCOBACTERIA

ZYDRUNE TAUTKIENE', GRETA MUSTEIKIENE?, SKAIDRIUS MILIAUSKAS?
'Kauno kliniky filialas Romainiy ligoniné,’LSMU MA Pulmonologijos klinika

Santrauka. Tuberkuliozé (TB) - viena pagrindiniy visuomenés sveikatos problemy pasaulyje. Nors veiksmingy gydymo proto-
koly taikymas leidzia sékmingai gydyti dauguma TB atvejy, vis dar kyla sunkumy gydant daugeliui vaisty atsparig tuberkulioze
(DVA-TB). DVA-TB gydymas yra sudétingesnis, brangesnis ir maziau veiksmingas nei standartinis TB gydymas. Siekiant veiks-
mingai kovoti su $ia grésme, biitina i§samiai i§nagrinéti DVA-TB mikobakterijy genotipines (geny i$sidéstymo) ir fenotipines
savybes. Viso genomo sekoskaita yra galingas jrankis, leidziantis analizuoti DVA-TB izoliaty genomus ir nustatyti su vaisty
atsparumu susijusius genetinius skirtumus. Si metodika suteikia galimybe ne tik identifikuoti specifines mutacijas, susijusias
su atsparumu vaistams, bet ir atskleisti platesnj genotipiniy savybiy spektra, kuris gali bati susijes su DVA-TB fenotipiniais
poZymiais. Be to, viso genomo sekoskaita taikyta ne viename moksliniame tyrime, kuriy metu pateiktos naudingos jzvalgos apie
DVA-TB genotipine jvairove. Be jau zinomy atsparuma lemian¢iy mutacijy nustatytos ir naujos, iki tol neatrastos mutacijos,
galincios turéti jtakos DVA-TB fenotipui. Taip pat pastebéta, kad skirtingose geografinése vietose egzistuoja unikalas DVA-TB
genotipy profiliai. Tokia genotipiné TB mikobakterijy jvairové rodo, jog viso genomo sekoskaita gali bati naudinga ir siekiant
geriau suprasti DVA-TB plitimo ir transmisijos savitumus skirtinguose pasaulio regionuose.

Reik$miniai ZodZiai: daugeliui vaisty atspari tuberkuliozé, viso genomo sekoskaita, filogenetinés linijos, atsparumas vaistams.
Summary. Tuberculosis (TB) remains one of the world’s major public health problems. Although the use of effective treatment
protocols allows the successful treatment of most TB cases, challenges remain in the treatment of multidrug-resistant tuberculosis
(MDR-TB). MDR-TB treatment is more complicated, more expensive and less effective than standard TB treatment. In order
to effectively combat this threat, a detailed study of the genotypic (arrangement of genes) and phenotypic characteristics of
MDR-TB mycobacteria is necessary. Whole-genome sequencing is a powerful tool to analyze the genomes of MDR-TB isolates
and identify genetic differences associated with drug resistance. This methodology provides the opportunity not only to identify
specific mutations associated with drug resistance but also to reveal a broader spectrum of genotypic features that may be
associated with the phenotypic features of MDR-TB. Several studies using this methodology have yielded useful insights into
the genotypic diversity of MDR-TB. In addition to known resistance-determining mutations, new, previously undiscovered
mutations that may influence the MDR-TB phenotype have been identified. It has also been observed that unique MDR-TB
genotype profiles exist in different geographic locations. Such genotypic diversity of TB mycobacteria shows that whole genome
sequencing can be useful for better understanding the spread and transmission of MDR-TB in different regions of the world.
Keywords: multidrug-resistant tuberculosis, whole genome sequencing, phylogenetic lines, drug resistance.
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Nors atrandama naujy gydymo schemy bei geréja
diagnostikos rodikliai, tuberkuliozé (TB) vis dar islieka
svarbia visuomenés sveikatos problema visame pasau-
lyje. Kasmet nustatoma bent 10 mln. ligos atvejy [1], 0
2022 m. 450 000 i$ jy nustatyta rifampicinui atspari TB
(RA-TB) arba daugeliui vaisty atspari TB (DVA-TB)
[1]. TB islieka ir tarp pagrindiniy mirties priezasc¢iy
nuo infekciniy ligy pasaulyje [1] ir kasmet sukelia apie
1,6 mln. mirciy [1].

Serganciyjy vaistams atsparia TB, ypa¢ RA-TB ir
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DVA-TB, gydymas yra sunki nasta sveikatos priezitiros
sistemai, nes RA arba DVA-TB gydymo trukmé jpras-
tai yra ilgesné, o gydymo veiksmingumas mazesnis,
palyginti su ne vaistams jautria TB. Be to, skiriami
vaistai dazniausiai buna brangesni ir sukelia daugiau
nepageidaujamy reakcijy.

Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras 2022 m.
paskelbé, kad Europos Sajungos ir Europos ekonominés
erdvés Salyse 2020 m. i$ visy 14 997 TB atvejy uzre-
gistruota 4,3 proc. RA-TB ir 3,8 proc. DVA-TB. Tarp
Europos $aliy didZiausia DVA-TB atvejy dalis priklausé
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Estijai (19,4 proc.) ir Lietuvai (16,7 proc.)
[2]. Vis tik Lietuvoje per pastarajj deSimt-
metj bendras TB atvejy skai¢ius sumazéjo
(1 pav.) [3]: 2013 m. uzregistruoti 1 705 TB
atvejai (57,6 atvejai 100 000 gyventojy), i$
ju—-256 DVA-TB;2021 m. - 646 TB atvejai
(23,1 atvejis 100 000 gyventojy), i§ ju — 105
DVA-TB (18,2 proc.) [3]. DVA-TB atvejy
procentiné dalis Lietuvoje didéja Zymiau
mazéjant bendram TB atvejy skai¢iui. Nors
sergamumo dinamika yra teigiama, Lietuva
vis dar i$lieka viena pirmaujanciy $aliy pa-
gal DVA-TB paplitimg Europos Sajungoje.

Tuberkuliozés mikobakterijos (TM)
jautrumo vaistams tyrimas (JVT) — svar-
biausias tyrimas, parenkant gydymo
schemg. TM iSaugimas pasélyje vis dar
iSlieka auksiniu diagnostikos standartu,
taciau fenotipiniai TM JVT yra léti, ne
retai uztrunkantys ir keletg savaiciy [4, 5].
Siekiant pagreitinti diagnostika, pasau-
lyje vis dazniau naudojami genotipiniai
automatizuoti tyrimai, pvz., polimerazeés
grandininés reakcijos metodu pagristi
testai, tokie kaip ,,GeneXpert®, kurie gali
nustatyti TM DNR buvimg méginyje
ir atsparuma kai kuriems vaistams tg
pacia dieng. Deja, automatizuoti geno-
tipiniai testai turi trakumuy: jprastai jie
yra brangesni nei paséliai, nustato tik
TM DNR buvima méginyje, todél gali
bati teigiami, jei bakterijos yra negyvos,
be to, jais nustatoma tik ribota genetiné
informacija, pvz., mutacijos rpoB regione,

sukeliancios atsparuma rifampicinui [4, 6]. Dél iy
priezas¢iy automatizuoti genotipinai testai negali
pakeisti fenotipiniy tyrimy, kurie iki $iol batini ne
tik platesniam atsparumui vaistams nustatyti, bet ir
gydymo veiksmingumui vertinti [7]. Ta¢iau netoli-
moje ateityje fenotipiniy JVT naudojima, tikétina,
gali sumazinti TM viso genomo sekoskaita (VGS).
Lietuvos klinikinéje praktikoje TM VGS iki $iol dar
néra taikoma, taip pat stinga Ziniy ir apie TM geneti-
nius savitumus. VGS pritaikymas Lietuvoje leisty ne tik
nustatyti regionui budingas genetines linijas, mutacijas,
lemiancias atsparuma skiriamiems vaistams, bet taip
pat turéty jtakos epidemiologijai, vertinant TB uzsikré-
timo ir plitimo kelius, leisty atskirti TB atkrycius nuo
pakartotinés infekcijos. Daugéjant informacijos apie
skirtingy TM mutacijy jtaka, TM VGS nustatyti duo-
menys gali lemti gydymo trukme, vaisty doze ir kitus
svarbius veiksnius, gydant TB sergancius pacientus.
Sio straipsnio tikslas - supazindinti skaitytojus su VGS
nauda, tiriant Mycobacterium tuberculosis genotipines

(geny iSsidéstymo) savybes.
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VISO GENOMO SEKOSKAITA:

PRIVALUMAI IR TRUKUMAI

Pirmg kartg apie M. tuberculosis genoma (H37Rv
padermeé) paskelbta 1998 m. [8]. Visas TM genomas
turi apie 4 mln. baziy pory su beveik 4 000 geny [8].
Apie 50 proc. $iy geny kol kas laikomi nezinomais
arba jy funkcija ir jtaka atsparumui vaistams yra tik
hipotetiné [8, 9].

JVT skirstomi j fenotipinius (paséliai) ir genotipi-
nius (molekuliniai tyrimai, geny ir genomo sekve-
navimas) tyrimus. Genotipinés savybés — susije su
genotipu, geny i$sidéstymu.

VGS nustatymas parodo visg organizmo deoksiri-
bonukleorugsties (DNR) struktirg, leidziandia geriau
suprasti skirtumus tiek tarp rasiy, tiek rasies viduje,
be to, leidzia atskirti organizmus tokiu tikslumu, kurio
neleidzia kitos technologijos. VGS susideda i$ $iy eta-
pu: genominés sukéléjo DNR isskyrimo, DNR méginio
paruosimo sekoskaitai, sekoskaitos, bioinformacinés
duomeny analizés, tyrimo rezultaty protokolo paren-
gimo (2 pav.). Dazniausiai TM genomui sekvenuoti
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naudojamos naujos kartos sekoskaitos platformos yra
»lumina® ,,Oxford Nanopore®, ,,Ion Torrent® ir kt.
Taip pat sukurta ne viena speciali TM VGS duomeny
bazé: , TB profiler, ,KvarQ® ,TGS-TB ,,CASTBS
»PhyResSe®, ,MTBseq" ir ,,ReSeqTB-UVP* [10, 11].

VGS leidzia tirti dazniausias ir aptikti naujas, dar
nezinomas, atsparuma vaistams lemiancias mutacijas.
Vieno tyrimo metu VGS metodu galima nustatyti
atsparumg visiems TB vaistams, jei tik Zinoma, kokios
mutacijos sukelia atsparumg [9]. Si metodika ne tik
suteikia galimybe identifikuoti specifines mutacijas,
susijusias su atsparumu vaistams, bet ir atskleisti
platesnj genotipiniy savybiy spektra, kuris gali bati
susijes su DVA-TB fenotipiniais pozymiais.

Pasaulio sveikatos organizacijos ekspertai paren-
gé TM mutacijy, susijusiy su atsparumu vaistams,
kataloga, kuris reguliariai atnaujinamas ir gali bati
naudojamas kaip $altinis, interpretuojant nustatyty
mutacijy reik§minguma fenotipui [9, 10]. Vis tik
siame kataloge dar néra duomeny apie visas galimas
mutacijas, o tai gali riboti VGS pritaikyma. [vairiy
tyrimy duomenimis, VGS pagrjsty molekuliniy atspa-
rumo vaistams testy jautrumas siekia 91,3-97,5 proc.,
specifiskumas — 93,6-99,0 proc. [10, 11]. Kita vertus,
pirazinamido, etambutolio, etionamido ir fluoro-
chinolony genotipo ir fenotipo koreliacija nedidelé
[12, 13]. Reikalingi tolesni tyrimai, kad baty galima
paaiskinti jvairiy VGS tyrimy rezultaty neatitikima.

2023 m. atnaujintose Lietuvos pulmonology Plau-
¢iy tuberkuliozés diagnostikos ir gydymo rekomen-
dacijose nurodoma, kad esant neatitiktims tarp ,Ge-
neXpert“ MTB ir RIF tyrimo bei fenotipiniy jautrumo
priestuberkulioziniams vaistams tyrimy (paséliy),
turéty bati atliekama genomo sekoskaita [3].

VGS tampa vis placiau prieinamu metodu mazéjant
jo kainai, atsirandant naujy sekoskaitos platformy.
Kai kurios $alys (pvz., DidZioji Britanija) jau dabar
atlieka TM VGS visais atvejais, kai paséliuose isaugi-
namos TM. Populiaréjant VGS nustatymo metodams,
tikimasi, kad VGS taps pagrindiniu tyrimu kasdienéje
klinikinéje TB prieziaros praktikoje, ypa¢ tuose re-
gionuose, kuriuose fiksuojamas didelis sergamumas
TB. Vis tik kol kas TM VGS atlikimas klinikinése
laboratorijose yra sudétingas procesas. Reikia su-
planuoti viesyjy pirkimy procesg, biudzeta, sukurti
méginiy siuntimo sistemas, aprasyti standartines vei-
klos proceduras, uztikrinti tinkama kokybe, sukurti
duomeny valdymo sistemg — neabejotinai reikalinga
kompetetinga darbuotojy komanda. Sekoskaitos la-
boratorijoms jkurti reikia tinkamos infrastruktiros:
meéginiy paruosimo zonos, molekulinés biologijos
aplinkos, palankiy aplinkos salygy (pvz., kontroliuo-
jamos temperataros, drégmés, vibracijos), tinklo ir in-
terneto rysiy. Reikalinga jranga ir reagentai priklauso
nuo VGS vykdancios platformos, todél labai svarbu
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uztikrinti, kad kilus nesklandumams buty galima
lengvai susisiekti su platformos gamintojy atstovais
ir gauti greitg technine pagalbg. Maza to, reikalingas
didelis bioinformatikos specialisty indélis, siekiant
iSanalizuoti VGS rezultatus [14].

VISO TM GENOMO SEKOSKAITOS

PRITAIKYMAS, NUSTATANT ATSPARUMA

VAISTAMS SUKELIANCIAS MUTACIJAS

Nustacius tiksly ry$j tarp atsparuma vaistams suke-
lian¢iy mutacijy ir kiekybinio fenotipinio jautrumo
vaistams tyrimo, padidéty VGS verté prognozuojant
vaisty nuo TB atsparuma [13, 14]. Fenotipinis atspa-
rumo nustatymas islieka auksiniu tyrimy standartu,
genotipinio atsparumo duomeny ($ivo atveju VGS)
rezultatai lyginami su fenotipiniais duomenimis.
Gauti rezultatai gali skirtis dél to, kad kai kuriais atve-
jais genotipiniais metodais nustatomos mutacijos gali
buti ,tylios® sukeltos keliy geny tarpusavio saveikos
arba nepakankamai aiskaus mechanizmo. Pastaruoju
metu mokslininkai daznai atkreipia démesj j VGS ir
vaisty minimalaus slopinancis kiekio (MIK) sgsajas
(15, 16].

Daugeliui VGS duomeny rinkiniy $iuo metu stinga
atitinkamy kiekybiniy fenotipiniy duomeny — MIK
[16]. Taivano mokslininkai ,Iliumina“ platformoje
VGS metodu tyré 200 TM izoliaty, kuriems fenoti-
piniu metodu atlikta JVT 12 vaisty [17]. Palyginus
MIK su numatomais atsparumo vaistams profiliais,
nustatytais VGS, paaiskéjo, kad VGS padeda numatyti
atsparumo izoniazidui, rifampicinui, streptomicinui,
fluorochinolonams ir aminoglikozidams lygj. Vienos
nustatytos mutacijos gali buiti nesusijusios su atsparu-
mu vaistams, o kitos gali keisti MIK jas ne$iojan¢ioms
TM paderméms. VGS duomenys atitiko fenotipinius
JVT rezultatus [17]: atsparumo izoniazidui lygis —
95 proc., rifampicinui — 98 proc., pirazinamidui -
98,5 proc. ir fluorochinolonams - 99,5 proc. Antros
eilés injekciniy vaisty atsparumo atitikimo lygis
sieké 99,5 proc.: etambutoliui - 87,5 proc., strepto-
micinui - 88 proc. ir etionamidui — 84 proc. Panasus
tyrimas atliktas ir Latvijoje, kur tirti DVA-TB izoliatai
[18], ta¢iau dalis rezultaty skyrési: fenotipinis ir geno-
tipinis atitikimas streptomicinui, ofloksacinui ir pira-
zinamidui vir$ijo 90 proc. (atitinkamai — 95,4 proc.,
93,7 proc., 93,7 proc.) (kiti publikuoti tyrimai nurodo
vidutinj atitikima [19-21]), o etionamido, etambu-
tolio, moksifloksacino, amikacino, kanamicino ir
kapreomicino fenotipinis ir VGS pagrjstas jautrumo
vaistams modeliai koreliavo prastai (nuo 56,4 proc.
(etionamido) iki 85,7 proc. (etambutolio)). Pastebéta,
kad etionamido atsparumas, nustatytas VGS, buvo
daznesnis, palyginti su fenotipiniu tyrimu, naudojant
Lowenstein-Jensen terpe (t.y. 84,1 proc., palyginti
su 35,9 proc.) [18]. Faksri ir kt. tyrime nustatyti
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vidutiniai atitikimo rodikliai (81,37 proc.): izoliatai
buvo fenotipiskai atsparus ,Middlebrook® 7H10
agaro plokstelése, bet jautras tiriant VGS metodu
[8]. Pirazinamido fenotipinio JVT ir VGS rezultaty
atitikimas ir kity autoriy atliktuose tyrimuose buvo
aukstas — sieké 91-93,8 proc. atvejy [18-21]. Kituose
tyrimuose nustatyta visiska atitiktis tarp fenotipiniy
JVT ir VGS rezultaty amikacinui [12, 20]. Vargas
ir kt. tyrimas parodé, kad eis C-14T promotoriaus
mutacija negali uztikrinti atsparumo amikacinui ir
kanamicinui, jei jis sutampa su funkcijos praradima
koduojanciomis mutacijomis eis srityje [23]. Vis tik,
ar saveika su skirtingomis eis promotoriaus muta-
cijomis gali nulemti jautruma vaistams, dar reikia
issifruoti. Ne viename tyrime nurodomas 93,7 proc.
atitikimas fenotipinio ir VGS genotipinio JVT oflok-
sacinui [10, 12, 13]. Vyrauja nuomoné, kad visi aptikti
gyrA ir gyrB genai suteikia TM kryzminj atsparuma
fluorochinolonams, pastebétas mazesnis fenotipiniy
ir genotipiniy duomeny atitikimas moksifloksacinui
[20-24]. Kituose panasiuose tyrimuose taip pat jro-
dytas zymus atitikimas tarp abiejy testavimo metody
izoniazido ir rifampicino atzvilgiu [20, 21-25].

Nors stebimi neatitikimai tarp genetinio ir feno-
tipinio jautrumo, neabejojama, kad VGS turi puiky
atsparumo vaistams prognozavimo potencialg [7,
25-35].

VISO TM GENOMO SEKOSKAITOS TAIKYMAS

EPIDEMIOLOGIJOJE

Per pastaruosius du deSimtmecius détos didelés
pastangos, siekiant suprasti TM padermiy genetine
jvairove ir juy geografinj paplitima. TM kompleksas
yra filogeografiskai pasiskirstes tam tikromis linijo-
mis, kurios gali lemti atsparumo vaistams atsiradima,
uzkre¢iamuma, patogeniskuma, ligos vietg ir sunku-
mag [29, 30]. Tvirtas TM padermiy klasifikavimas j
evoliuciskai reiksmingas sublinijas yra svarbus tiek
taksonominiais tikslais, tiek dél to, kad porasiai gali
skirtis virulentiSkumu arba atsparumu antibiotikams.

1997 m. pirma kartg TM suskirstytos j tris pagrin-
dines genetines grupes pagal du neutralius vieno
nukleotido variantus atsparumo antibiotikams
genuose katG ir gyrA. Siuo metu pripazjstamos
devynios TM linijos (L1-9), i$ juy dvi linijos (L2,
L4) gerai zinomos taksonominéje ir filogeografinéje
evoliucijoje, o kitos dvi (L1 ir L3) — pakankamai neis-
tirtos. Pagrindinés linijos turi 53 porasius: 7 L1, 6 L2,
4 L3 ir 36 L4. Genetiniy linijy L1 ir L3 populiacijos
struktiira yra maziau suprantama, nes $ios linijos la-
biausiai paplitusios $alyse, kuriose TM genomo sekos
nustatymas nebuvo placiai taikomas.

Didéjancios VGS atlikimo galimybés didelio TB
sergamumo Salyse leidzia vertinti L1 ir L3 paplitima
jvairiose pasaulio vietose. Manoma, kad $eimininko
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ir patogeno evoliucija, naujesni su §eimininku susije
jvykiai skatina TM genetineg jvairove, o tai svarbu
visuomeneés sveikatai, nes atrandami TM porusiy
perdavimo keliai, priklausomai nuo $§eimininko spe-
cifiniy savybiy. Vietname paplitusiy TM porasiy L2
sublinija (2.2.1) buvo labiau uzkrec¢iama, palyginti su
kitais L2 ir L4 arba L1 porasiais [29]. Kitame tyrime
[30] pranesta apie mazesnj L3 plitima, palyginti su
kitomis pagrindinémis TM linijomis Monrealyje,
Kanadoje. Galiausiai, L5 ir L6 (taip pat zinomy kaip
M. africanum), L7, L8 ir net kai kuriy L4 porasiy
filogeografija parodé, kad $ios grupés yra labiau
geografiskai apribotos nei L2 ir kiti L4 porasiai. Ke-
liama hipotezé, kad $ie tik tam tikroje geografinéje
vietoje esantys porasiai pirmiausia uzkrecia tik tam
tikros populiacijos Zzmones [30]. Mata$§ Dohal ir kt.
2022 m. publikavo straipsnj apie Cekijoje pirma kar-
ta atlikta VGS pagrista DVA-TB padermiy analize,
siekiant tirti filogenetiniy linijy jvairove, atsparumo
vaistams mechanizmus ir vykstanc¢ius transmisijos
kelius $alyje [31]. Filogenetiné VGS duomeny analizé
parodé, kad dauguma DVA-TB TM zoliaty buvo 2.2.1
Pekino linijos, o likusios padermés priklausé Euro-
pos ir Amerikos linijai. Pekino kilmés padermés yra
paplitusios visame pasaulyje ir susijusios su DVA-TB
plitimu Eurazijoje [31-33]. Pekino linija labiausiai
paplitusi Azijoje ir Europoje, ypa¢ Ryty Europos
Salyse, jskaitant Cekijag, Moldova, Rusijg ir Ukraing
[36-38]. Sie duomenys rodo, kad Pekino padermés —
pagrindiniai DVA-TB nesiotojai Ryty Europoje ir
Centrinéje Azijoje. Pastarieji gali lemti keletg rimty
protrukiy artimose geografinése vietovése [33-36]
ir leidzia prognozuoti DVA-TB plitima Europoje dél
suintensyvéjusios gyventojy migracijos.

VGS visuomenés sveikatos srityje taip pat gali buti
pritaikomas vertinant infekcijos $altinius, perdavimo
kelig, skiriant atkryc¢ius nuo pakartotiniy infekcijy.

APIBENDRINIMAS

Lietuvos klinikinéje praktikoje TM VGS iki $iol dar
néra taikoma, taip pat stinga Ziniy ir apie TM geneti-
nius savitumus. VGS pritaikymas Lietuvoje leisty ne tik
nustatyti regionui budingas genetines linijas, mutacijas,
lemiancdias atsparumg skiriamiems vaistams, bet taip
pat turéty jtakos epidemiologijai, vertinant TB uzsi-
krétimo ir plitimo kelius, leisty atskirti TB atkrycius
nuo pakartotiniy infekcijy. DVA-TB genetiniy pozy-
miy tyrimas ateityje galéty turéti reikSmingos jtakos
sergamumo TB maZinimui, serganciyjy TB gyvenimo
kokybés gerinimui, nustatant regionui budingas TB
bakterijy genetines linijas, parenkant gydymo taktika
ir numatant gydymo baigtis Lietuvoje.

Fenotipiniy JVT ir VGS duomeny neatitikimas rei-
kalauja tolesnio tyrinéjimo, leidziancio identifikuoti
visas atsparuma lemiancias geny mutacijas, kurios
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koreliuoty su moderniais MIK grijstais fenotipiniais
jautrumo vaistams tyrimy rezultatais ir gydymo
baigtimis. VGS metodas neabejotinai suteikia didelj
potenciala mokslininkams vystyti DVA-TB moleku-
line epidemiologija pasaulyje.

Gauta 2024 08 01
Priimta 2024 08 22
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