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ТҰЖЫРЫМ

 Есеп 34 бет, 8 сурет, 2 кесте, 16 әдебиет көзі, 4 қосымша  

BACTEROIDES FRAFILIS, ДӘРІГЕ ТӨЗІМДІЛІК, МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ, АНАЭРОБТЫ ИНФЕКЦИЯ, ТОЛЫҚ ГЕНОМДЫ СЕКВЕНДЕУ.
Зерттеу объектілері:  Қазақстанда өмір сүретін перитонит диагнозды пациентерден алынған клиниқалық материалдар.

Жұмыстың мақсаты – интраабдоминальдық инфекциялармен ауратын науқастардан алынған Bacteroides fragilis бактериялардын жиынтығын жинау.

Зерттеу әдістері: микробиологиялық; масс-спектрометриялық.

Зерттеу нәтижесінде 15 клиникалық материалдан Bacteroides fragilis изоляты, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Candida albicans, Escherichia coli алынған.
Жұмыстың тиімділігі және мәнділігі – жұмыстын нәтижелері B.fragilis антибиотиктерге дәрілік сезімталдығын зертеу, терапияның тиімділігін бағалау, осы бактерия топтың түрлерін бөлуін анықтау үшін мүмкіндіктерін береді, бұл бұрын Қазақстанда болмаған. Алынған нәтижелер B.fragilis дәрілік қарсылығын мониторинг өткізу үшін, антибиотикалық емдеу режимін таңдауға негізу үішін, сондай-ақ дәрілердің қалаусыз шығындарын жоюға мүмкіндік беріледі.
Қолдану саласы - практикалық денсаулық сақтау.
РЕФЕРАТ

Отчет   34 с., 8 рис., 2 таб., 16 источников, 4 прил. 

BACTEROIDES FRAFILIS, АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ, МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ, АНАЭРОБНАЯ ИНФЕКЦИЯ, ПОЛНОГЕНОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ.
Объектами исследования являлись образцы клинического материала, отобранные от пациентов с диагнозом перитонит, проживающих на територии Казахстана. 

Цель работы заключается в изучении и проведении оценки чувствительности к антибиотикам широкого спектра бактерий группы Bacteroides fragilis у пациентов с интраабдоминальными анаэробными инфекциями и принимающих антибиотики широкого спектра в больницах города Астана.

Методы исследования микробиологические: культивирование на неселективных и селективных питательных средах; масс-спектрометрические для видовой идентификации микроорганизмов.
В результате исследований из 15 образцов клинического материала были выделены изоляты Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Candida albicans, Escherichia coli.

Эффективность  и значимость работы - результаты работы позволят изучить локальную картину лекарственной чувствительности B.fragilis к назначаемым антибиотикам, провести оценку эффективности текущей терапии и определить видовое рапределение бактерий данной группы, что прежде не проводилось в Казахстане. Полученные результаты позволят проводить мониторинг антибиотикорезистентности штаммов B.fragilis, на основе чего врачи будут подбирать более эффективный режим антибиотикотерапии, а также это избавит от нежелательных затрат на препараты. 

Область применения – практическое здравоохранение. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, оБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 
В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначениями и сокращениями:

анаэробная инфекция - тяжелая токсическая раневая инфекция, вызванная анаэробными микроорганизмами, с преимущественным поражением соединительной и мышечной ткани;

антибиотикочувствительность - феномен чувствительности штамма возбудителей инфекции к действию одного или нескольких антибактериальных препаратов;
Г- грамм;

интраабдоминальные инфекции - это группа болезней желудочно-кишечного тракта;
Мг-милиграмм;
оппортунистические патогены - представители условно-патогенной микрофлоры организма человека;
B.fragilis – Bacteroides fragilis;
CLSI - Институт клинических и лабораторных стандартов;
EUCAST – Европейский комитет по определению чувствительности к антимикробным препаратам;
MALDI-TOF MS - Матрично-активированная лазерная  десорбция/ионизация  времяпролетная масс-спектрометрия.
 
ВВЕДЕНИЕ

Особое место по частоте встречаемости и медико-социальной значимости занимает интраабдоминальная инфекция, объединяющая широкий спектр инфекционных процессов, вызванных микроорганизмами, колонизирующими пищеварительный тракт и проникающими в другие, обычно стерильные области брюшной полости [1]. 

B. fragilis является одним из наиболее распространенных анаэробных возбудителей, который также чаще всего высеивается при анаэробной бактериемии и интраабдоминальных инфекциях. 
В последние годы было отмечено повышение устойчивости к противомикробным препаратам для видов группы B. fragilis [2]. Связанная с продукцией пенициллаз устойчивость к пенициллинам и цефалоспоринам среди анаэробов приближается к 100%, быстро растет резистентность к тетрациклинам; резистентность к цефамицину (цефокситину), и клиндамицину составляет около 12-30% во всем мире, что делает их непригодными для эмпирической терапии против Bacteroides [3].
На сегодняшний день в Казахстане отсутствует информация по распределению бактерий B.fragilis у пациентов с интраабдоминальными анаэробными инфекциями, а также  нет данных по чувствительности вышеуказанных бактерий к антибиотикам широкого спектра действия у данной группы пациентов.
Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах – ТОО «KazMedService Group» и РГП «Казахстанский институт метрологии». Исследования проводятся на базе национальной научной лаборатории биотехнологии коллективного пользования РГП «Национальный центр биотехнологии». Для выполнения данного проекта имеются необходимые соответствующие помещения и коммуникации. Лаборатория оснащена всем необходимым оборудованием: бокс для выделения ДНК, термоциклеры простые и в режиме реального времени, генетический анализатор, спектрофотометры, центрифуги, низкотемпературные холодильники, морозильные камеры.

Цель проекта изучить и провести оценку чувствительности к антибиотикам широкого спектра бактерий группы Bacteroides fragilis у пациентов с интраабдоминальными анаэробными инфекциями и принимающих антибиотики широкого спектра в больницах города Астана. 

Задачи проекта в соответствии с календарным планом (приложение А)
1) Формирование коллекции изолятов бактерий из клинических образцов кала пациентов, страдающих анаэробными инфекциями (например, перитонит и гнойный абсцесс) брюшной полости, и принимающих антибиотики широкого спектра, зарегистрированные в государственном реестре лекарственных препаратов РК: фторхинолы (ципрофлоксацин), карбапенемы (меропенем), линкозамиды (клиндамицин) и метронидазол, как в виде монотерапии, так и в комбинированной терапии.

2) Идентификация гена cfiA, отвечающего за резистентность к карбапенам (меропенем), и последующее дифференцирование бактерий B.fragilis на подгруппы I и II, используя программу ClinProTools для масс-спектрометра (Bruker Daltonics) и ПЦР с cfiA-специфичными праймерами у пациентов, принимающих антибиотик меропенем. 

3) Определение чувствительности анаэробных бактерий группы B.fragilis к назначаемым антибиотикам широкого спектра в больницах Астаны согласно рекомендациям EUCAST. Определение связи между предыдущим приемом антибиотиков и текущей лекарственной чувствительности у бактерий B. fragilis среди пациентов.

4) Полногеномное секвенирование штаммов группы бактерий B.fragilis с  использованием платформы секвенирования нового поколения Illumina MiSeq.

5) Анализ результатов и создание базы данных.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Обоснование выбора направления исследований

Интраабдоминальная инфекция относится к опаснейшим заболеваниям, представляющим реальную угрозу жизни пациента. Одним из первых подробно и точно описал перитонеальную инфекцию Гиппократ [4]. 

Развитие воспалительного процесса в брюшной полости и ее органах всегда сопровождается микс-инфекцией (смешанная инфекция) аэробной и анаэробной кишечной флоры. Так, толстокишечная флора содержит 1012 бактерий/г каловых масс, преимущественно анаэробов, соотношение анаэробов к аэробам составляет 1000:1. Несмотря на то,  что анаэробы представляют собой облигатные бактерии с полезными свойствами, в частности помогают в «колонизационной резистентности», некоторые виды являются мощными оппортунистичными патогенами. Bacteroides fragilis, составляющий всего 5% нормальной флоры толстого кишечника, считается одним из важнейших анаэробных возбудителей.
Bacteroides fragilis — наиболее массовая анаэробная грамотрицательная палочковидная бактерия, обитающая в нижних отделах толстого кишечника. Основным местом ее локализации являются железистые крипты — мелкие углубления в слизистой оболочке. В кале здоровых людей около половины всех микробных клеток приходится на B. fragilis (1010–1011 клеток на 1 г сухих каловых масс), поэтому ее широко используют в качестве индикаторов фекального материала человека. Кроме того, эта бактерия входит в состав нормальной микрофлоры влагалища и вульвы, полости рта и гортани, а также верхних дыхательных путей человека. Однако, в норме B. fragilis не должна содержаться во внутренних органах, не имеющих связи с окружающей средой. Если ее выделяют из крови, плевральной жидкости, жидкости брюшной полости или находят в ранах, то тогда речь уже идет о патологических процессах. 
Таким образом, B. fragilis относится к оппортунистическим патогенам, являясь обычным компонентом человеческой микрофлоры, но при определенных условиях может вызвать заболевание. 

Как и другие бактероиды, она может вызывать различные гнойно-воспалительные заболевания после травм, оперативных вмешательств, инструментальных исследований, при онкопатологии или иммунодефицитных состояниях. B. fragilis может быть причиной внутрибрюшинных анаэробных инфекций, в частности вызывать перитонит и язвенный колит. Кроме того, с ней ассоциируют синовит, сальпингит, болезнь Рейтера, хронический тонзиллит, цервицит, эндометрит, аднексит, инфекции органов малого таза, а также простатит и хронический осложненный уретрит. Эта бактерия способна вызывать оппортунистические инфекции: синусит, воспаление среднего уха, инфекции ротовой полости, различные абсцессы и некротическую пневмонию, а также воспалительную диарею. 

В исследовании при участии двух медицинских центров [5] было зарегистрировано, что группа B. fragilis составляет 34,6% всех анаэробных штаммов, из которых B. fragilis является наиболее частым возбудителем и встречается с частотой 18,9%. B. fragilis вероятнее всего ассоциируется с бактериемей, составляя 46% всех штаммов, вызывающих интраабдоминальные инфекции. Бактериологические исследования интраабдоминальной инфекции в 17 странах засвидетельствовали значение анаэробной инфекции в механизмах развития воспаления [6]. Группа B. fragilis представляла 45,5% всех штаммов и обнаруживался в 31,4% всех интраабдоминальных проб.

Лечение интраабдоминальных анаэробных инфекций требует незамедлительных действий, поэтому наряду с оперативным вмешательством в медицинской практике активно используются антибиотики широкого спектра для быстрого подавления микрофлоры пациента [7]. В настоящий момент такими антибиотиками являются фторхинолоны, карбапенемы и цефалоспорины, подбор которых каждому пациенту происходит эмпирическим путем.

Например, исследования в Испании показали, что за десять лет резистентность бактерий группы B.fragilis к антибиотикам клиндамицин,  цефокситин и моксифлоксацин выросла с 33,5% до 47,9%, с 12,8% до 27,1% и с 6% до 25% соответственно. Более того, чувствительность к антибиотикам в группе B.fragilis варьируется в зависимости от вида, что также указывает на необходимость в видовой идентификации бактерий B.fragilis [8]. Карбапенемы, активны против группы B.fragilis, и большинство исследований в США сообщают о показателях восприимчивости 98,5%-99%, тем не менее, B.fragilis обладают сайлент геном cfiA, кодирующий фермент метало-β-лактамазу, ответственный за резистентность к данной группе препаратов. Исследования показали, что данный ген становится активным в случае возникновения одноступенчатой мутации, в результате чего B.fragilis подразделяются на подгруппы I (имеющие ген) и II (не имеющие ген) [9]. 

Согласно данным Института по клиническим лабораторным стандартам США (CLSI), на сегодняшний день тесты на идентификацию и чувствительность редко или вовсе не проводятся в клиниках, так как это требует много времени, подходящие условия, оборудование и реагенты [10]. Оценка чувствительности согласно рекомендациям CLSI может проводиться несколькими способами: золотым стандартом считается метод разведения в агаре, на основе которого проводят сравнения других методов [9]. Альтернативные методики включают метод разведения в бульоне, который широко используется в работе с бактериями B.fragilis; также используются Е-тесты, β-лактамазные тесты, спиральный градиент и диско-диффузионный метод [11]. Однако не все лаборатории в медицинских учреждениях оснащены специальным оборудованием и необходимыми реагентами для таких процедур, вследствие чего анализы подобного характера не проводятся [12].  

К примеру, по данным на 2015 год, в США 89% лабораторий работают с анаэробными культурами, но только 21% проводят тесты на чувствительность; в странах Европы только половина лабораторий изолировала и идентифицировала анаэробов у пациентов с перитонитом. Вследствие этого, лечение анаэробных инфекций во многих больницах не только начинается, но и остается эмпирическим [13]. Так как ситуация с резистентостью ухудшается с высокой скоростью, то требуется информация по тенденциям регионального или институционального сопротивления клинически значимых анаэробных бактерий [10]. 

Среди зарегистрированных антибиотиков широкого спектра в государственном лекарственном реестре Казахстана, в лечении анаэробных инфекций активно применяются клиндамицин, меропенем, ципрофлоксацин и метронидазол [14].

Следует отметить, что в результате эмпирической терапии за последние десятилетия бактерии B.fragilis выработали резистентность к применяемым антибиотикам [15]. Так, значительную роль в лечении анаэробных инфекций принадлежало антибиотикам группы бета-лактамов, но на сегодняшний день, свыше 97% штаммов B.fragilis имеют резистентность к пенициллину, а к клиндамицину - 83%. Многочисленные исследований разных стран свидетельствуют о низкой эффективности эмпирической терапиии и отмечают важность изучения чувствительности анаэробов к назначаемым антибиотикам на локальном уровне [12].  
На сегодняшний день исследований и данных по чувствительности бактерий группы B.fragilis у пациентов с интраабдоминальными анаэробными инфекциями к антибиотикам широкого спектра на территории Казахстана не получены. Более того, нет информации по видовому распределению бактерий B.fragilis у данной группы пациентов. В рамках данного проекта планируется использовать метод масс-спектрометрии MALDI-TOF MS, который зарекомендовал себя как быстрый и надежный способ идентификации бактерий [16]. Преимущество также в том, что масс-спектрометр MALDI-TOF MS при помощи специальной программы ClinProTools может провести идентификацию бактерии относительно cfiA гена, что позволит рассчитать частоту данной подгруппы B.fragilis среди пациентов. При оценке антибиотикочувствительности будет использоваться метод разведений, в настоящий момент, рекомендуемый EUCAST и CLSI как самый информативный для бактерий B.fragilis [9].
Учитывая распространенность и опасность анаэробных заболеваний брюшной полости и растущую антибиотикорезистентность бактерий B.fragilis по всему миру, данный проект позволит изучить локальную картину лекарственной чувствительности B.fragilis к назначаемым антибиотикам, провести оценку эффективности текущей терапии и определить видовое рапределение бактерий данной группы, что прежде не проводилось в Казахстане. Помимо этого, полученные результаты позволят в будущем проводить мониторинг антибиотикорезистентности штаммов B.fragilis, что позволит врачам подобрать более эффективный режим антибиотикотерапии, а также избавит от нежелательных затрат на препараты. 
2 Материалы и методы исследований

2.1 Объекты исследований

Клинические образцы от пациентов были получены на базе Городской больницы №2. Информированное согласие и анкеты согласованы с Этическим комитетом РГП «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК. После получения информированного согласия на участие в исследовании, всем участникам предложено анкетирование по специально разработанным опросникам. На основе опросника собраны анкетные данные пациентов: возраст, пол, сведения о болезнях желудочно-кишечного тракта, курс и продолжительность лечения антибиотиками широкого спектра. Данные о приеме лекарственных препаратов  и их концентрации заполнялись  лечащим врачом.
Раневые отделяемые из дренажей собраны путем пропитывания отделяемым из дренажа стерильным зондом-тампоном с последующим погружением его в пробирку, содержащая среду Амиеса. После этого пробирка с транспортной средой в течении 2 часов направлялась в  лабораторию.

Сбор образцов стула проводится в стерильные контейнеры с транспортной средой с последующим хранением при минус 80ºС для дальнейшего посева бактерий. 
2.2 Посев бактерий

Образцы были высеяны  на селективную среду  (желчно-эскулиновый агар для бактероидов) и на неселективные среды (кровяной агар (промышленного производства) и питательный бульон). 
Учитывая, что свободный молекулярный кислород является токсичным для анаэробных бактерий, обязательным при культивировании таких микроорганизмов было ограничение его доступа. Для этого были использованы специальные газогенерирующие пакеты, позволяющие создать бескислородные условия в анаэростате или пластиковых пакетах.

Так, чашки Петри были помещены на инкубацию при 37°C на протяжении 72 часов в анаэробной среде (анаэростат, анаэробный пакет). 
Приготовление желчно-эскулинового агара для бактероидов. 61,6 г сухого желчно-эскулинового агара для бактероидов растворить в 1000 мл дистиллированной воды, перемешать. Кипятить в течении 1 мин на медленном огне. Автоклавировать при 121 оС в течении 15 мин. После автоклавирования среду остудить до 45-50 оС и разлить в чашки Петри по 20-25 мл. После застывания агар подсушить. Хранить при 4оС.

Приготовление питательного бульона. 13 г сухого питательного бульона растворить в 1000 мл дистиллированной воды, перемешать. Кипятить в течении 1 мин на медленном огне. Среду разлить в пробирки с завинчивающими крышками по 5-6 мл. Автоклавировать при 121 оС в течении 15 мин.

2.3 Идентификация бактерий

Образцы, выделенные из клинического материала, идентифицировали  методом MALDI-TOF масс-спектрометрии с применением прибора Microflex с базой данных MALDI Biotyper («Bruker Daltonics Inc.»). При идентификации микроорганизмов на MALDI-TOF масс-спектрометре  использовалась коммерческая база данных (MALDI Biotyper 3.1, Bruker Daltonics, Германия).

Культуру бактерии наносили на ячейку 96-луночного MSP-чипа (MSP 96 target polished steel BC, microScoutTarget). На культуру наносили 1 мкл раствора матрицы (насыщенный раствор α-Циано-4-гидроксикоричной кислоты (α-HCCA) с 50 % содержанием ацетонитрила и 2,5 % трифторуксусной кислоты (TFA) и высушивали при комнатной температуре.

 Чип с нанесенными на него образцами помещали в MALDI-TOF масс-спектрометр microflex LT. После позиционирования чипа в ионизационной камере и достижения необходимых значений рабочих параметров прибора проводили калибровку с помощью нанесенного калибровочного стандарта. После этого приступали к сбору спектров в ручном или автоматическом режиме, устанавливая необходимые параметры. Для получения одиночного масс-спектра использовали 40 импульсов лазера (частота 60 Гц). Анализируемый диапазон масса/заряд составлял 2000–20000 Да. Применение метода позволяет значительно сократить затраты и время бактериологического анализа и увеличить его точность.
3 Результаты исследований и их обсуждение
Для формирования коллекции бактерий были собраны образцы раневых отделяемых из дренажей, а также стула от добровольцев – пациентов, страдающих интраабдоминальными анаэробными инфекциями брюшной полости (перитонит, абсцесс, и которым назначены антибиотики широкого спектра. Образцы были собраны на базе ГККП Городская больница № 2.
В настоящее время нами был проведен сбор 15 клинических образцов от пациентов-добровольцев. Сводная таблица 1, содержащая данные о пациентах, их диагнозе и принимаемой терапии приведена ниже.

Таблица 1 - Данные о пациентах – добровольцах
	Номер
	Возраст
	Пол
	Вес
	Рост
	Диагноз
	Принимаемые антибиотики

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	01/ 18
	74
	М
	80
	170
	Перитонит
	Меропенем (1 г х 3 р - 8 дней), метронидазол (100 мгх3р-7 дней), цефозалин III(1гх2р-6 дней), ципрокс (200мгх2р-8 дней)

	02 /18
	47
	Ж
	67
	165
	Перитонит
	Цефозалин III (2гх2р-5 дней), метронидазол (100 мгх3р-5 дней), гентамицин (200 мгх1р-3 дня)

	03/ 18
	46
	Ж
	70
	162
	Пакреонекроз. Развитой геморрагический перитонит. Сепсис.
	Метронидазол (100 мгх3р), 

Цефозалин (2гх2р)



	04/18
	33
	М
	100
	180
	Панкреонекроз. Развитой фиброзный перитонит. Сепсис.
	Меронем (1гх3р), Метронидазол (100 мгх3р), Цефозалин III (2гх2р)-20 дней.



	05 /18
	82
	Ж
	65
	160
	Перфорация язвы желудка. Перитонит.
	цефозалин III (2гх3р)




Продолжение таблицы 1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	06 /18
	69
	М
	103
	170
	Тромбоз толстого кишечника. Перитонит.
	Цефозалин(2гх3р-8 дней), метронидазол (500 мгх3р-8 дней)

	07/ 18
	39
	М
	62
	168
	Язвенная болезнь желудка. Перитонит.
	Цефозалин (1гх3р-10 дней), метронидазол (100 мгх3р-10 дней)

	08/ 18
	33
	Ж
	60
	164
	Острый пельвиоперитонит
	цефозалин III (2гх3р), метронидазол (100мгх3р)

	09/ 18
	27
	Ж
	60
	170
	ОКИ перитонит.
	цефозалин III (2гх2р)

	10 /18
	65
	М
	90
	170
	Перитонит. Рак ректо-сигмоидного отдела толстого кишечника. Перфорации.
	цефозалин III (1гх2р), метронидазол (100 мгх3р)

	11 /18
	40
	Ж
	84
	165
	Острый перитонит.
	цефозалин III (2гх2р), метронидазол (100мгх3р)

	12/18
	42
	М
	75
	170
	Перитонит. Панкреонекроз.
	цефозалин III (1гх2р),

меронем (1гх3р)

	13/18
	65
	М
	62
	168
	Перитонит.Острый аппендицит.
	цефозалин III (2гх2р), метронидазол (100мгх3р)

	14/18
	48
	Ж
	74
	164
	Перитонит.
	цефозалин III (1гх2р-3 дня), метронидазол (100мгх3р-3 дня)

	15/18
	44
	Ж
	67
	172
	Перитонит. Аппендицит.
	цефозалин III (1гх2р), метронидазол (100мгх3р)


Как известно, выявление B. fragilis, как и выявление других анаэробных микроорганизмов, в связи с плохой высеваемостью, традиционно является серьезной проблемой для клинической бактериологической лаборатории. 

Следует учесть, что в виду особенностей бродильного типа метаболизма анаэробных бактерий они требуют более богатых на питательные компоненты и витамины сред. В связи с этим, в данной работе нами были использованы богатые питательные среды (желчно-эскулиновый агар, колумбийский кровяной агар), содержащие также такие факторы роста, как гемин (желчно-эскулиновый агар) и  цельная баранья кровь (колумбийский кровяной агар).
Таким образом, в наших исследованиях, от пациентов – добровольцев были высеяны следующие виды микроорганизмов (таблица 2).

Таблица 2 –Микроорганизмы, высеянные из различных клинических образцов
	Номер образца
	Наименование микроорганизма
	Наименование питательной среды

	1
	2
	3

	01/ 18
	Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
	Колумбийский агар с бараньей кровью (готовая среда)

	02 /18
	Candida albicans
Enterococcus faecium
	Колумбийский агар с бараньей кровью (готовая среда)

	03/ 18
	Enterococcus faecalis
	Колумбийский агар с бараньей кровью (готовая среда)

	04/18
	Enterococcus faecalis
	Колумбийский агар с бараньей кровью (готовая среда)

	05 /18
	Bacteroides fragilis
	желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	06 /18
	Не обнаружено
	Колумбийский агар с бараньей кровью (готовая среда), желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	07/ 18
	Не обнаружено
	желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	08/ 18
	Не обнаружено
	желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	09/ 18
	Не обнаружено
	желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	10 /18
	Не обнаружено
	желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	11 /18
	Escherichia coli
	желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	12/18
	Не обнаружено
	Желчно-эскулиновый агар для бактероидов

	13/18
	Не обнаружено
	Желчно-эскулиновый агар для бактероидов


Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3

	14/18
	Не обнаружено
	Желчно- эскулиновый агар для бактероидов 

Колумбийский агар с бараньей кровью (готовая среда)

	15/18
	Не обнаружено
	Желчно- эскулиновый агар для бактероидов 

Колумбийский агар с бараньей кровью (готовая среда)


Как видно из таблицы 2, на неселективной среде (колумбийский агар с бараньей кровью) преимущественно высеваются  Enterococcus faecalis (рисунок 1), Enterococcus faecium (рисунок 2), более реже Candida albicans (рисунок 3). 
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Рисунок 1 - Рост Enterococcus faecalis на колумбийском агаре с бараньей кровью.

Из рисунка 1 видно, что Enterococcus faecalis на кровяном агаре образует мелкие блестящие выпуклые колонии с ровными краями.
На колу
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Рисунок 2 - Рост Enterococcus faecium на колумбийском агаре с бараньей кровью.

Из рисунка 2 видно, что Enterococcus faecium на кровяном агаре также образует скудные мелкие выпуклые колонии с ровными краями.

На колу
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Рисунок 3 - Рост Candida albicans на колумбийском агаре с бараньей кровью.

Из рисунка 3 видно, что Candida albicans на кровяном агаре образует беловатые колонии с шероховатой поверхностью. 

Тогда как на селективной среде (желчно-эскулиновый агар для бактероидов) высевалась Bacteroides fragilis (рисунок 4), а также высевалась Escherichia coli (рисунок 5). 
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Рисунок 4 - Рост Bacteroides fragilis на желчно-эскулиновом агаре 
для бактероидов.

Из рисунка 4 видно, что Bacteroides fragilis на желчно-эскулиновом агаре растет в виде темно-серых выпуклых колоний с ровными краями. Так как  B.fragilis является эскулинположительным, то есть гидролизует эскулин, на данной питательной среде можно увидеть образование характерных зон потемнения.
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Рисунок 5 - Рост Escherichia coli на желчно-эскулиновом агаре для бактероидов.

Из рисунка 5 видно, что Escherichia coli на желчно-эскулиновом агаре дает скудный рост в виде белых колоний.
Следует также отметить, что из 9 образцов не удалось высеять микроорганизмы (рисунок 6).
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Рисунок 6 - Отсутствие роста на желчно-эскулиновом агаре для бактероидов.

Селективная среда предназначена для первичного выделения и предварительной идентификации микроорганизмов группы B.fragilis. Содержит такие высокопитательные компоненты, как пептический перевар соевой муки, гемин, которые поддерживают рост бактероидов и других прихотливых анаэробных микроорганизмов. Гентамицин подавляет рост большинства микроорганизмов, кроме эскулинположительных бактероидов, которые могут быть также толерантны к действию желчи. При гидролизе эскулина образуется эскулетин и глюкоза. Эскулетин образует с солями железа комплексные соединения коричневого или черного цветов. На агаре в результате гидролиза эскулина вырастают темные колонии бактероидов, их клетки являются грамотрицательными полиморфными палочками, варьирующими от коккабацилл до ветвящихся форм.
Также все образцы были посеяны на питательный бульон, но роста на нем не было отмечено. 

Культивирование микроорганизмов осуществлялось в строго анаэробных условиях в анаэростате с использованием газогенерирующих пакетов с индикатором резазурином (рисунок 7).
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Рисунок 7 - Культивирование микроорганизмов в анаэробных условиях.

В последнее десятилетие наряду с классическими и молекулярно-биологическими методами идентификации микроорганизмов, все чаще применяется метод идентификации микроорганизмов по их белковым профилям, или прямое белковое профилирование. Данный метод не уступает по таким показателям, как точность и специфичность идентификации, однако его выгодно отличают быстрота проведения и более низкая себестоимость анализов. В связи с чем, все изоляты были идентифицированы с использованием метода MALDI-TOF (рисунок 8).
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Рисунок 8 – 96-луночный MSP-чип с нанесенными образцами для проведения 
MALDI-TOF.

Данный метод позволяет проводить прямой масс-спектрометрический анализ белковой фракции микробной клетки, т. е. без фракционирования и очистки отдельных белков, и получать уникальные для данного вида масс-спектры с высокой точностью и разрешением, характеризующие исследуемый объект по типу «отпечатков пальцев». Одним из подходов для идентификации отдельных микроорганизмов методами MALDI-TOF времяпролетной масс-спектрометрии является поиск по существующим базам белковых профилей микроорганизмов. 

В рамках процедуры идентификации происходит попарное сравнение пиков в спектре исследуемого образца с пиками эталонных суперспектров, находящихся в базе данных. Каждому сравнению с суперспектром в базе данных присваивается численный рейтинг, вычисленный на основании количества совпадений. Идентификация микроорганизмов происходит по наилучшему совпадению, при этом не происходит идентификация конкретных белков. 

Таким образом, в результате сравнения белковых профилей клинических образцов с известными базами белковых профилей был идентифицирован  Bacteroides fragilis S38L5, а также следующие микроорганизмы: Candida  albicans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli (Приложение Б).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время в ходе реализации проекта на базе городской больницы №2 были собраны 15 клинических изолятов. Все изоляты были высеяны на неселективные и селективные питательные среды (колумбийский кровяной агар, питательный бульон, желчно-эскулиновый агар) и прокультивированы в анаэробных условиях. Последующая идентификация методом MALDI-TOF позволила показать присутствие Bacteroides fragilis в 05/18 образце, а также позволила выявить в клинических материалах, отобранных при перитоните еще таких микроорганизмов как Candida, Enterococcus, Escherichia. 

В настоящее время продолжаются работы по выделению и сбору Bacteroides fragilis из образцов клинического материала с соблюдением всех правил транспортировки и культивирования строгих анаэробов.

Поставленные задачи по проекту выполнены согласно календарному плану. По завершению проекта результаты НИР будут активно использоваться врачами в клиниках.
На основе полученных результатов будут выбираться не эмпирические, а более эффективные схемы лечения при интраабдоминальных инфекциях.

Данный проект позволит провести оценку эффективности текущей терапии и определить видовое распределение бактерий группы B.fragilis . Полученные результаты позволят провести мониторинг антибиотикорезистентности вышеуказанных штаммов с целью осуществления более эффективной антибиотикотерапии при интраабдоминальных инфекциях.

Данный проект имеет большое значение, как в региональном, так и в мировом значении, так как позволяет получить объективную картину лекарственной чувствительности B.fragilis к антибиотикам широко применяемых в клинической практике при анаэробных инфекциях. В данном проекте используются современные методы и технологии исследования, включая MALDI-TOF идентификацию, секвенирование, определение антибиотикочувствительности согласно мировым стандартам EUCAST.
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1. PI'II ma IIXB «Hanuonanasueiii uentp 6morexnosorum» KH MOH PK

1.1 Ilo npuopurety: Hayka o xu3HU U 310pOBbE

1.2 Ilo moaupuopurery: OyHIaMeHTAIBHEIE U TpUKJAUHBIE UCCIEN0BAHNAS B obnactu
Ouonorun

1.3 ITo teme mpoexra: Ne AP05130984 «M3ydyenue m oueHKa 4YyBCTBHUTENLHOCTH K
aHTHOGHOTHKAM MHMpoKoro cnektpa Gakrepudt rpymnbl Bacteroides fragilis y naugeHToB
MHTPAabIOMUHAIBHBIMA aHADPOOHBIMU HHDEKIIAAMI

1.4 O6mas cymma npoekta 33 753 650 (Tpuauarh TpH MUTHOHA CEMBCOT ISTHACCAT TPH
THICSYHM [NECTHCOT MATHAECAT) TEHTE, B TOM YHCIE C pazﬁ;mxoﬁ 110 T'OjaM, JUISl BEITOJIHEHUS
paboT cornacHo MyHKTy 3:

-xa 2018 rop - B cymme 12 000 000 (mBenanuaTh MHIUIHOHOB) TEHTE;

-aa 2019 rox - B cymme 11 064 661 (o,zmm»:a,;marb; MHJUIHOHOB LIECTBJECAT HETHIpE
THICHYH [HECTHCOT MIECTHAECAT OJUH) TCHTE,

-#a 2020 roa - B cymme 10 688 989 (necarh MHUUTMOHOB WIECTHCOT BOCEMBJICCAT BOCEMb
THICAY JIEBATHCOT BOCEMBIECST JEBATH) TEHIE.

2. Xapaxmepucmuka HAYUHO-MEXHUMECKOT HPOOYKUUL NO KEANUDUKARHOHHBIM
RPUSHAKAM U IKOHOMUMECKUE NOKA3amenu

2.1 Hampasneune paGorhl: Broxumudeckne, (GH3HONOTMYECKHE H  MOJIEKYIAPHO-
FeHETHYECKHE MEXAHU3MBI KU3HEASSTeFHOCTH MUKPOOPTAHH3MOB

2.2 ObnacTh NPHMCHEHHS: 3/{PaBOOXPAHEHHE

2.3 Koneunslif pesyasrar:

- 3a 2018 rox: Gynmer nposeieHa ONTHMH3ALMS IPOTOKONOB XpaHeHus GHomarepHaia.
Byayr coGpambl o0pasubl Kaja y MNAIHEHTOB C HHTPRabIOMM@ILHBIMA  aHadPOCHBIMHU

- uaexnusaMi OproLHOM NOJIOCTH.

- 3a 2019 rox: Gyner chopMEpoOBana KOJIEKIHS H30ATOB GaKT epuit rpynnsl B.fragilis.
Byayr ONTHMH3HPOBAHBI IPOTOKOJEI ONPEJENEHHs HyBCTBHTC/ILHOCTH OakTepuit rpynmsl
B.fragilis x anTHOROTHKAM HIMPOKOTO CIIEKTPA.

- 3a 2020 rox: Gyzer ompejesieHa MyBCTBHTEIBHOCTH Gakrepwii rpynns! B, Sragilis x
aHTHOMOTHKAM IMPOKOrO CHEKTpa, cos3jaHa 0asa JaHHBIX, TPOBEICHO IOJIHOrCHOMHOE
CEKBEHHPOBAHHE OMHOTO MmTaMMa OakTepuit, mojaya crareil Ha nyOauKanuio.

2.4 TaTeHToCHOCOBHOCTE: Pe3YIhTATH HCCIEOBAHMMN He NATCHTOCTIOCOGHBI

2.5 Hayuno-TexHudeckuit ypoBeHb (HoBH3HA): byser u3ydena JokaibHas KapTHHA
JIEKapCTBEHHON YYBCTBHTEIBHOCTH B.fragilis K HasHaYaeMbIM anTabuoTukam B Kaszaxcrame,
nposejieHa oueHka >QQeKTHBHOCTH TeKyl(ell Tepaluy U ONpPe/IeNeHo BHAOBOE PaNpeaecHue
OaxTepuii JaHHON IPYIIIBI

2.6 Mcnosb30Banne HaygHO-TEXHHUECKOH MPOAYKIMH OCYIIECTBIsIETCs: 3aKa3qiKkoM
Hcnonaurenem.

2.7 Bua HCHONL30BaHMS pe3yibTara HayyHOH M (WIHM) HayYHO-TEXHMYECKOH
JeATeNBHOCTH: IYOIHKAINK, OTYEThI.
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3. Haumenosanue pabom, cpoxu ux pearusauuu u peyasmamst

Uludp Haumenosanue pabor no Cpok BBINOJIHEHHS | Oxunnaemstii pesyastar
3ananud, | Jlorosopy u ocHOBHBIE dTanbl | wavano OKOH4aHHe
JTana €10 BBITONIHEHHS

i Dopmuposanue KowIRKIHUH aupapb 2018 | 1o | noaGps | Byaer npoenena ormumusanus
u30/14TOB GakTepHit rpynmbl 2018 NPOTOKOJIOB XPAHEHUS
B.fragilis 6uomarepuana, nocesa u

uneHTnukanuu 6akrepuit. Byer
COPMHPOBAHA KOMIEKLIMKH
H3008TOR GakTepHii rpynLl
B.fragilis.

1 CBop obpasios kana y Ausaps Cenrabpn | Byayr coGparsl 06pasisl kana y
NAUHEHTOB ¢ 2018 2018 NAUHEHTOB ¢
HHTPaab OMUHAILHBIMHA HHTPAab{OMMUHANLHBIMY
aHadpOOHBIMK UHDEKUUAMK U aHaspOOHBIMM MHpEKUMAMY U
NPHHUMAIOWIMX AHTHOHOTUKH NPHHUMAKO KX aHTHOHOTHKH
WHPOKOrO CHeKTpa UIMpOKOro cnekrpa. Byayr

cobpansl oGpasust kana y
NalMeHTOB ¢
HHTpaabnoOMUaIbHBIMKU
HHpekumavu GprowHoN nonocTy.

1.2 Kyasrusuposanue Gakrepuii Cenrabps | o | HOﬂ@pﬂ Byayr kyneruBuposans 6akrepun
13 00pa3uos kana Ha 2018 2018 |13 o0pa3stos kana Ha
nHTaTeNABLHON cpeae NUTATeABLHOM cpene.

Byzayr orpaGoranst nporokons
rioceea Gakrepuii Ha pasHbIX
| DHTATeNBHLIX CPesax.
1 DopMupoBanne KOMIEKIMH aneapb 2019 | mons 2019 | Byaer nposenena ontimmsaiia
u3onsros Gaxrepuit rpynmns NPOTOKONOB XPaHeH!s
B fragilis Guomarepuana, nocesa u
uaeHTHduraunu Gaxrepuit. Byner
chopmupoBana konnexiuu
H3019T0B GakTepuil rpynms
| Bfragilis.

1.2 Kynsrusuposanue Gaktepuii Supapb ®espans | Byayr KYILTHUBUPOBaHbl GakTepuu
13 o0pasios kana Ha 2019 2019 13 00paslos Kala Ha
nuTaTenbHoOM cpene nurarensHol cpepe.

Bakrepun u3 oSpasuos kana Gyuyr
KYJILTHBHPOBHBI Ha ITHTATENBHOHH
cpene.

1.3 Kynsrusuposanue Gakrepuii Cenrabpe | Jlo 1 noaGps | Byayr KY/JIbTHBHPOBAHLI GakTepuu
rpynusl B fragilis na 2018 2018 rpynnst B fragilis va cenexrusroi
CENEeKTHBHOM cperie cpene. byaer npoeenena

ONTHMH3ALMA TIPOTOKOJIOB NOCeRa
Gakrepuit rpynist B, fragilis na
| cenekTuBHOM cpeae

1.3 Kynbrusuposanue Gaxrepuii | Slusaps Maii 2019 | Byayr KYJIbTHBHpOBaHb Gakrepuu
rpynnsl B fragilis va 2019 rpynnst B.fragilis na cenextuBHoi
CeNeKTUBHOM cpene cpene. bakrepun rpynne:

B fragilis, 6ynyT KynbTuBUpOBaHbI
HA CEeNIEKTHBHOMH cpejie

1.4 WUnentndukauus Gakrepuii Maii 2019 |mons2019 | Byayr HACHTH)HIHUPOBAHBI
rpynnst B, fragilis meToaom - | Bakrepuu rpynnsi B fragilis
MALDI-TOF MS merogom MALDI-TOF MS.

Byayr unenrtudgmupposansi
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B.fragilis.

2 Huddepennpmanms Hione 2019 | Centsbps | Byner nposesena

Gaxrepuil rpynust B fragilis 2019 muddepenipanusa 6axTepuii

C UCIHONB30BAHUEM rpynusl B fragilis ¢

KOMIIBIOTEPHBIX IPOrpaMM HCITOJIb30BAHHEM
KOMIIBIOTEPHBIX IIPOTPAMM.
BymyT uaenTuduuapoBaHs!
Oakrepun rpynnst B fragilis ¢
KapOaneHeMpe3uCTeHTHBIM
T'EHOM

3 Onpenenenue Centabpe |10 1 byner onpenenena

YYBCTBUTENBHOCTH 2019 Hosbps | uyBCTBHTENLHOCTH DaKTepuii

Gaxrepuit rpynnst B.fragilis 2019 rpynnsl B, fragilis na

Ha aHTHOMOTHKH [IMPOKOIo aHTUOHOTHKY LIMPOKOI'O

CHEKTpa, NpHMEHSEMbIE B CHEKTpa, IIPHMEHSCMBIC B

JIEUEHHH Ha TePPHTOPHH JICYEHHUHN HA TEPPHTOPUH

Kasaxcrana Kazaxcrana. Onrumusauus
POTOKOJIOB OMPEIeNeH s
qYBCTBHTEILHOCTH Dakrepuil
rpyunsel B, fragilis na
aHTHOHOTHKH HIMPOKOTO
CIEKTpA.

3.1 Onpenenenve SuBaps Hions 2020 | Byner onpenenena
JyBCTBHTENBHOCTH 2020 | 4yBCTBHTENLHOCTH Oakrepuit
Gaxrepuit rpynust B, fragilis rpymust B, fragilis ua
Ha aHTHOHOTHKH IIHPOKOTO aHTHOHOTHKY IHPOKOro
CIIEKTpa, NPHMEHSCMEIE B CHEKTpPa, IPHMEHAEMbIE B
JeYCHHUH Ha TEePPUTOPHH JICYCHHH HA TEPPATOPHE
Kasaxcrana Kasaxcrana. Byner onpenenena

YYBCTBUTENLHOCTD Oakrepuit
rpynel B, fragilis va
aHTHOMOTHKY LIHPOKOro
 |cnexrpa
-4 [Monunoresomuoe Wionb 2020 | Centabps | Byzner nposeneno
CEKBEHHPOBAHME INTAMMA 2020 [OJHOTEHOMHOE
Gaxrepuit rpymust B, fragilis CEKBEHUPOBAHHUE LIITaMMa
na nnargopme MiSeq Oaxrepuit rpyrms! B fragilis na
(INlumina) naardopme MiSeq (Illumina)
5 Craracriuuecknii u Cenrsabps |20 1 byner nposenex
OuonH(OpMaTHIECKIi 2020 HOs0ps CTAaTHCTUYECKUH U
AQHAIN3 NOJNYYCHHBIX 2020 OnonHpopMaTHyecKuii anam3
PE3YNbTATOB, CO3/1aHHE TIOJIYHEHHBIX PE3YJIbTATOB,
6a3el JaHHBIX Oyner cospana 6a3sl JaAHHBIX.
ByayT npoanausuposaHbl
pelyAbTaTLI IPOEIaHHON
paboTsl, cosnana 6a3a JaHHbIX
6 Topaua 2 nyGiukauuii B SHBAPb no 1 byayr onybnukosaust 3
PeLEH3HpYEMbIE 2020 HOA0pst CT&ThH B PEUEeH3NPYEMBIX
sapyOeKHbIe U 2020 3apyOelKHbIX HAYYHBIX

OTEUCCTBCHHBIC H3JaHUS C
HEBYJICBBIM HMIIAKT

U3/IaHUAX, HHICKCHPYEMBIX B
bazax nanneix Web of Science
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б

Отчеты об идентификации микроорганизмов с использованием MALDI-TOF MS
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Now, one of the most common intra-abdominal anaerobic infections is peritonitis and abscess,
which are widespread in the departments of surgery of medical institutions around the world, including
Kazakhstan. Studies have shown that among all anaerobes, the bacteroides of the Bacteroides fragilis
group dominate in intra-abdominal anaerobic infections, treatment of which for many years along with
surgical intervention includes extensive antibiotic prescription to suppress the patient's microflora. Asa-
result of such empirical therapy over the past decades, B.fragilis bacteria developed resistance to
antibiotics, which resulted in the significantly reduced efficacy of the treatment. Many studies in different
countries confirm the fact of empirical therapy incfficiency and need in studying the sensitivity to
prescribed antibiotics at the local level or within one clinical institution. Today, studies and data on the
sensitivity of B.fragilis bacteria in patients with intra-abdominal infections to broad-spectrum antibiotic
in Kazakhstan have not been obtained. Moreover, there is no information on the species distribution o
B fragilis bacteria in this group of patients. : (bt L BEd e

The research is planned to study and assess the sensitivity of the B.fragilis group bacteriato b
spectrum antibiotics registered in the state medicinal registry of the Republic of Kazakhstan, a
patients with intra-abdominal infections among the patients of the Surgery department of Ci
No. 2 (Astana), using high-throughput experimental methods such as full genome sequenc :
spectrometry, as well as the recommendations of the European Committee on Antimicrobial Suscepti
Testing (EUCAST) and Institute for Clinical Laboratory Standards USA (CLSI). After receiv for
consent for participation in the study, fecal samples and patient's data on previous antibiotic exposure and
surgery procedures will be collected. Method of mass spectrometry MALDI-TOF MS which has proved to
be a fast and reliable method for identifying bacteria will be applied. For the antibiotic susceptibility
assessment, the dilution method, currently recommended by EUCAST and CLSI, as the most informative
for B.fragilis bacteria will be used. oy :

Given the prevalence and danger of anaerobic diseases of the abdominal cavity and the growing
antibiotic resistance of B.fragilis bacteria around the world, study results will allow to receive the local
picture of the B.fragilis sensitivity to administrated antibiotics, to evaluate the effectiveness of the current
therapy and to determine the species distribution of these bacteria. In addition, ults v
monitoring antimicrobial resistance of B.fragilis strains in the future, which will llow phy:
choose a more effective antibiotic regimen.
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