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ТҰЖЫРЫМ

Есеп 60 бет, 17 сурет, 2 кесте, 17 әдебиет көзі, 4 қосымша  

BACTEROIDES FRAGILIS, ИНТРААБДОМИНАЛЬДЫҚ ИНФЕКЦИЯ, ӨСІРУ, СЕЛЕКЦИЯЛЫҚ ОРТА, АНЫҚТАМА, ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ, АНТИБИОТИКАЛЫҚ СЕЗІМТАЛДЫҚ 

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 – селекциялық және селекциялық емес 
қоректі орталарда өсіру; бактериялардың антибиотикке сезімталдығын зерттеу; микроорганизмдердің түрлерін сәйкестендіруге арналған масс-спектрометриялық, cfiA - оң және cfiA-теріс бактерияларға бөлу үшін.

Зерттеу нәтижесінде клиникалық материалдың 72 үлгісінен Bacteroides fragilis 9 изоляторы, сондай-ақ B. Thetaiotaomicron, B. salyersiae, B. Clarus және B. Ovatus сияқты бактероидтар бөлінді. B. fragilis тобының 9 бактериясын идентификациялау MALDI-TOF MS әдісімен және 16SrRNA ген фрагментінің тура нуклеотидті бірізділігін анықтау әдісімен жүргізілді. B.fragilis тобының бактерияларын ClinProTools 3.0.22 компьютерлік бағдарламаларын пайдалана отырып cfiA карбапенем-резистентті генінің болуына саралау жүргізілді.  B.fragilis №1 cfiA –оң және II топқа жататыны анықталды. Зерттелген B.fragilis штаммдарының 67% ципрофлоксацинге резистентті, 14%  метронидазолға резистентті, штаммдардың 25%  меропенемге, 33% ципрофлоксацинге, 50% клиндамицинге және 57% метронидазолға сезімталдық көрсетті.
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   60 с., 17 рис., 2 таб., 17 источников, 4 прил. 

BACTEROIDES FRAGILIS, ИНТРААБДОМИНАЛЬНАЯ ИНФЕКЦИЯ, КУЛЬТИВИРОВАНИЕ, СЕЛЕКТИВНАЯ СРЕДА, ИДЕНТИФИКАЦИЯ, ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ, АНТИБИОТИКОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ
Объектами исследования являлись образцы клинического материала, отобранные от пациентов с диагнозами 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, изучение антибиотикочувствительности бактерий; масс-спектрометрические для видовой идентификации микроорганизмов, для дифференциации на cfiA – положительные и cfiA -отрицательные бактерии.
В результате исследований из 72 образцов клинического материала был выделено 9 изолятов Bacteroides fragilis, а также такие бактероиды как B. Thetaiotaomicron, B. salyersiae, , B. Clarus и В. Ovatus. Идентификация 9 бактерий группы B.fragilis проведена методом MALDI-TOF MS и методом определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16SrRNA гена. Проведена дифференциация бактерий группы B.fragilis с использованием компьютерных программ ClinProTools 3.0.22 на присутствие карбапенем-резистентного гена cfiA. Установлено, что B. fragilis №1 является  cfiA – положительным и относиться ко II группе. 67% исследованных штаммов B. fragilis - резистентными к ципрофлоксацину и 14% резистентны к метронидазолу, 25% штаммов проявили умеренную чувтствительность к меропенему, 33% к ципрофлоксацину, 50% к клиндамицину и 57% к метронидазолу. Высокая чувствительность к метронидазолу выявлена у 29% штаммов, к клиндамицину  у 50% и к меропенему  у75%. 

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.
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:

интраабдоминальные инфекции – это группа болезней желудочно-кишечного тракта;

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

cfiA ген – ген, кодирующий продукцию метало- β лактамазы с двумя ионами Zn2+ в активном центре, придающая B.fragilis устойчивость карбапенемам;
cfiA – положительные микроорганизмы – бактерии несущие cfiA ген;

cfiA – отрицательные микроорганизмы – бактерии не несущие cfiA ген;
антибиотикочувствительность - феномен чувствительности штамма возбудителей инфекции к действию одного или нескольких антибактериальных препаратов;
B.fragilis – Bacteroides fragilis;

MALDI-TOF MS - Матрично-активированная лазерная  десорбция/ионизация  времяпролетная масс-спектрометрия;

EUCAST – Европейский комитет по определению чувствительности к антимикробным препаратам;
CLSI - Институт клинических и лабораторных стандартов;

ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота;

ПЦР - полимеразная цепная реакция;

рРНК - рибосомальная РНК;

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool, простое средство поиска локальных соответствий;
Г- грамм;

Мг-милиграмм;

п.н – пар нуклеотидов.

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время установлено, что наибольшее значение в развитии гнойно-воспалительных заболеваний хирургического профиля и их осложнений (перитонита, аппендицита, сепсиса и др.) играют факторы патогенной активности и вирулентности анаэробной микрофлоры, Источником приблизительно 90% интраабдоминальных инфекций является микрофлора пищеварительного тракта. Облигатным неспорообразующим анаэробам принадлежит одно из ведущих мест инфекционной патологии человека. Во всех странах мира основными возбудителями гнойно-септических инфекций и после операционных осложнений у хирургических больных являются грамотрицательные бациллы родов Bacteroides (B. fragilis и д.р.) [1]. Также в последнее время внимание исследователей обращено на повышение устойчивости B. Fragilis к современным противомикробным препаратам. Устойчивость к карбапенемам, одному из широко применяемых против анаэробов препарату, у B. fragilis, связана с продукцией метало-β-лактамазы с двумя ионами Zn2+ в активном центре, который кодируется геном cfiA, находящийся иногда в молчащем состоянии. Увеличению частоты выделения устойчивых штаммов Bacteroides spp. к карбапенемам предшествует повышение носительства cfiA гена. 
В настоящее время простота использования и появление новых приложений MALDI-TOF MS позволяет проводить с помощью него не только видовую индентификацию возбудителей интраабдоминальных инфекций, но и определять резистентность последних к назначаемым в клинической практике антибиотикам. 

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». 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 у бактерий группы Bacteroides fragilis, выделенных от пациентов с интраабдоминальными анаэробными инфекциями и принимающих антибиотики широкого спектра в больницах города Нур-Султан. 

Содержание исследований на 2019 год: (в соответствии с календарным планом) (приложение А)
· Культивирование бактерий из образцов кала на питательной среде;

· Культивирование  бактерий группы B.fragilis на селективной среде;

· Идентификация бактерий группы B.fragilis методом MALDI-TOF MS;
· Дифференциация бактерий группы B.fragilis с использованием компьютерных программ;

· Определение чувствительности бактерий группы B.fragilis на антибиотики широкого спектра, применяемые в лечении на территории Казахстана.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Обоснование выбора направления исследований

Bacteroides fragilis является неспорообразующей грамотрицательной анаэробной палочкой, которая являясь неотъемлемой частью нормальной микрофлоры желудочно-кишечного тракта и выступает в симбиотическом взаимодействии с организмом хозяина.  Так, в организме человека, B. fragilis выполняет различные функции: процесс сбраживания углеводов, утилизация целлюлозы, азотсодержащих соединений, жирных кислот и стероидов, ферментативное расщепление липополисахаридов, протеолитическая деградация белков и биотрансформаци желчных кислот, обеспечивая, таким образом. иммунологические свойства организма-хозяина и создавая благоприятную среды для других микроорганизмов [2-4]. Однако, B. fragilis также является и наиболее вирулентным видом для человека. В результате нарушения барьерной целостности кишечника и бактериальной транслокации при хирургическом вмешательстве и снижении уровня иммунитета B. fragilis выделяется в 30-60% случаев инфекций гнойно-септического характера, особенно раневых и абдоминальных, множественных органных и неорганных абсцессах в брюшной полости, эндометритах, сальпингите, урологической инфекции и др. [5]. Факторы агрессии бактероидов связаны с устойчивостью к иммунной системе человека, адгезией и разрушением тканей [6]. В настоящее время интраабдоминальные инфекции продолжают оставаться актуальной проблемой современной медицины. Эффективность терапии больных с вышеуказанной инфекцией во многом зависит от своевременно начатой эмперической антибиотикотерапии [7]. Хотя, в последнее время появляется все больше публикаций о неэффективности эмпирической терапии анаэробных инфекций в связи с устойчивостью возбудителей к применяемому режиму антибактериальной терапии. Неудачи антибиотикотерапии нозологий, вызванных Bacteroides fragilis, обусловлены продукцией большинством штаммов бактерий бета-лактамаз, разрушающих пенициллины и другие бета-лактамные антибиотики [8]. Результаты определения чувствительности анаэробов, опубликованные в научных статьях, могут различаться в зависимости от использованных микробиологических методик и сред, масштаба исследования, географического региона, в котором собирались клинические штаммы, а также уровня селективного давления антибиотиков. В этой связи важно иметь достоверные локальные данные о чувствительности клинически значимых анаэробов к современным антибактериальным препаратам [9].
Клиндамицин является препаратом выбора  при анаэробных инфекциях, включая интраабдоминальные инфекции. Однако, в последнее время у B.fragilis к нему наблюдается наибольший рост резистентности, а самый низкий уровень резистентности сохраняется в отношении метронидазола, карбапенемам. Метронидазол также является препаратом выбора в терапии анаэробных инфекций. В последнее время отмечается увеличение уровней устойчивости к метронидазолу среди анаэробов до 1,9%. Генетическими детерминантами резистентности к нитроимидазоламу анаэробных микроорганизмов являются гены класса nim: nim A, nim B, nim C, nim D, nim E, которые в большинстве случаев не экспрессируются и являются молчащими. Потенциальная способность таких анаэробов конвертировать в резистентные формы обусловлена инсерцией IS элементов впереди nim гена. Среди всех бета-лактамов наиболее активными препаратами с антианаэробной активностью остаются карбапенемы, резистентность к которым среди анаэробных микроорганизмов не превышает 0,5 % – 0,8% и обусловлена продукцией металло-(-лактамазы, кодируемой cfiA геном. Cfi A ген, присутствующий у 2,4 – 6,9% клинических изолятов Bacteroidesspp., в подавляющем большинстве случаев находится в молчащем состоянии, его активация происходит в результате инсерции вставочных последовательностей IS1186, IS942, IS4351, обеспечивающих ген эффективным промотором. Низкие уровни встречаемости cfiA гена связаны с его недавним приобретением  Bacteroides spp. [10]. Nagy E. С и соавторами предложили использовать метод MALDI-TOF MS для дифференцации штаммов B. Fragilisена несущихеcfiA ген  (IIгруппа) и на ненесущих cfiA ген (I группа). Данный метод позволяет достаточно быстро различить штаммы B. fragilis по носительству cfiA. Также они показали, что почти 100% резистентных к карбапенему штаммов Bacteroide являются cfiA-положительными [11].  Таким образом, использование MALDI-TOF MS, при помощи специальной программы ClinProTools 2.2, позволяет выявлять носительство cfiA гена и позволит рассчитать частоту встречаемости II подгруппы B.fragilis среди пациентов.
2 Материалы и методы исследований

2.1 Объекты исследований
Клинические образцы от пациентов были получены на базе Городской больницы №1, №2 и "Многопрофильной областной больнице №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. Сбор образцов стула проводится в стерильные контейнеры с транспортной средой. После этого пробирка с транспортной средой в течении 2 часов направлялась в  лабораторию.

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). Чашки Петри с посевами были помещены на инкубацию при 37°C на протяжении 72- часов в анаэробной среде (анаэростат). 

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.
Окрашивание по Граму [12]
Окрашивание по Граму позволяет увидеть отдельные бактерии. Для начала нанесите на предметное стекло тонкий слой исследуемой жидкости. Рекомендуется не выдерживать образец дольше 24 часов, так как со временем у бактерий повреждаются клеточные стенки, и их реакция на окрашивание по Граму становится менее предсказуемой. Нанесите петлей каплю стерилизованной воды на стекло, затем повторно стерилизуйте петлю, дайте ей остыть, аккуратно захватите не большой образец культуры бактерий и растворите его в воде. 

- Зафиксируйте образец. Под действием тепла бактерии пристанут к стеклу, и их не смоет при окрашивании. Быстро проведите 2-3 раза предметным стеклом над верхней частью пламени горелки. Не перегрейте предметное стекло, чтобы не внести изменения в образец. 
- Поместите предметное стекло в лоток для окрашивания. 
Нанесите на образец раствор кристаллического фиолетового (кристаллвиолета). Наберите раствор кристаллического фиолетового в пипетку и нанесите несколько капель на препарат. Подождите 30-60 секунд. 
- Аккуратно смойте краситель водой. Наклоните предметное стекло и пустите на него слабую струю дистиллированной или водопроводной воды из промывной склянки. Направляйте струю в сторону от препарата, чтобы вода лишь слегка омывала его
Будьте осторожны, так как слишком сильный напор может смыть грамположительные бактерии.
- Нанесите на образец йод, затем смойте его. С помощью пипетки покройте образец йодом. Оставьте йод хотя бы на 60 секунд, после чего аккуратно смойте его водой так же, как раньше смыли краситель. 
- Добавьте обесцвечивающее вещество и сразу же смойте его. Обычно используют смесь ацетона и этанола в пропорции 1:1, при этом следует аккуратно выдержать время. Расположите предметное стекло под углом и добавляйте на него обесцвечивающее средство до тех пор, пока стекающая жидкость не потеряет фиолетовый оттенок и станет прозрачной. Обычно это занимает не более 10 секунд, особенно если обесцвечивающий раствор содержит большое количество ацетона. Немедленно смойте остатки обесцвечивающего раствора так же, как делали это ранее с красителем.
- Нанесите на образец контрастный краситель и смойте его водой. Контрастный краситель, в качестве которого используют обычно фуксин, позволяет получить дополнительный контраст между грамположительными и грамотрицательными клетками за счет того, что окрашивает бесцветные (грамотрицательные) бактерии в розовый или красный цвет. Оставьте контрастный краситель на образце хотя бы на 45 секунд, после чего смойте его водой. 
- Высушите предметное стекло. Можно просто оставить его на воздухе, либо промокнуть фильтровальной бумагой. После этого окрашивание по Граму завершено.
Метод длительного хранения бактерий 
Бактерии выращивают на твердой питательной среде. Затем их собирают путем смыва 700 мкл питательным бульона и переносят в чистую эмпедоровскую пробирку с  300 мкл глицерина, равномерно суспендируют и закладывают на хранение при -70оС.
2.3 Идентификация бактерий
Идентификация выделенных штаммов бактероидов была осуществлена методом определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16SrRNAгена, с последующим определением нуклеотидной идентичности с последовательностями, депонированными в международной базе данных GeneBank.
Выделение бактериальной  ДНК [13]
- Если бактерии выращивались на твердой питательной среде, необходимо их собрать бактериальной петлей и перенесите в чистую пробирку с  1,5 мкл ТЕ буфером, сделайте равномерную суспензию. Центрифугируйте в течении 3 мин при 10000 об/мин. Удалите надосадочную жидкость.
- Ресуспендируйте осадок в 500 мкл ТЕ буфера. Добавьте 30 мкл    раствора 100/0 SDS и 6 мкл протиеназы К. Тщательно смещайте и выдержите в течении 1 ч при 37 0С.
- Добавьте 100 мкл 5М NaCl и тщательно перемешайте.
- Добавьте 80 мкл раствора СТАВ/NaCl, тщательно перемешайте и инкубируйте 10 минут при 650С.
- Добавьте 750 мкл хлороформ/изоамилового спирта, перемешайте, на вортексе 3 сек, и центрифугируйте 8 мин при 8000 об/мин при комнатной температуре.
- Тщательно отберите вязкий водный (верхняя фаза) супернатант в новые микроцентрифужные пробирки, не затрагивая интерфазу.
- Добавьте 500 мкл хлороформ/изоамилового спирта, перемешайте, вортекс 3 сек, и центрифугируйте 8 мин при 8000 об/мин при комнатной температуре.
- Соберите супернатант в новые микроцентрифужные пробирки. Добавьте 0,6 объема изопропанола, чтобы прицепитировать нуклеиновые кислоты. Хорошо перемешайте, переворачивая пробирку пока нити ДНК не сформируют ясно видимый осадок. Поставить пробирки на ночь на холод -200С.
- Центрифугировать  5 мин при 10000 об/мин при комнатной температуре, удалить надосадочную жидкость.
- Добавить 500 мкл 700/0 этанола, вортекс,  центрифугируйте 5 мин при 10000 об/мин при комнатной температуре.
- Повторить удалить надосадочную жидкость, добавить 500 мкл 700/0 этанола, вортекс центрифугирование  5 мин при 10000 об/мин при комнатной температуре
- Удалить супернатант и поставить  в термостат сушить 15 мин при 37 0С.
- Растворите осадок ДНК в 50 мкл ТЕ буфера, инкубировать 1 ч при 600С.
- Храните ДНК для регулярного использования в небольших аликвотах при 40С, или при -200С для длительного хранения.
- Измеряли концентрацию ДНК спектрофотометрическим методом с использованием спектрофотометра NanoDrop при длине волны 260/280 нм.

Амплификация фрагмента 16SrRNA гена
Реакция ПЦР была выполнена с универсальными праймерами: 8f5’ – AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3 и 806R- 5’ggACTACCAgggTATCTAAT в общем объеме 20 мкл. ПЦР смесь содержала 20нг. ДНК, 1Ед. MaximaHotStartTaqDNAPolymerase (Fermentas), 0,2 mM каждого дНТФ, 1-х ПЦР буфер (Fermentas), 2,5 mMMgCl2, 10 пмоль каждого праймера. Программа ПЦР амплификации включала длительную денатурацию 95°С в течение 7 минут; 30 циклов: 95°С – 30 секунд, 55°С- 40, 72°С – 1 минута; заключительная элонгация 7 минут при 72°С, ПЦР программа была выполнена с применением амплификатораBioRadT100(BioRad). Очистку ПЦР продуктов от не связавшихся праймеров проводили, ферментативным методом используя,ExonucleaseI (Fermentas) и щелочную фосфатазу (Fastap, Fermentas). Реакцию секвенирования проводили с применением BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide Biosystems) согласно инструкции производителя, с последующим разделением фрагментов на автоматическом генетическом анализаторе 3730xl DNA Analyzer (Applide Biosystems).

Анализ нуклеотидных последовательностей

Нуклеотидные последовательности 16SrRNA гена идентифицируемого штамма были проанализированы и объединены в общую последовательность в программном обеспечении SeqMan (Applide Biosystems). После чего были удалены концевые фрагменты (нуклеотидные последовательности праймеров, фрагменты, имеющие низкий показатель качества) что позволило нам получить нуклеотидную последовательность протяженностью более 650 п.н., которые были идентифицированы в GeneBank по алгоритму BLAST. 
Идентификация бактерий с помощью MALDI-TOF
Культуру бактерии наносили на ячейку 96-луночного MSP-чипа (MSP 96 targetpolishedsteel 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. Для идентификации бактерий спектр определяемого штамма сравнивался со спектрами штаммов базы данных. Для всех выделенных штаммов была проведена видовая  идентифицикация с использованием MALDI-TOF MS с оценкой ≥2. Применение метода позволяет значительно сократить затраты и время бактериологического анализа и увеличить его точность.
2.4 Идентификация cfiA гена 

С целью идентификации cfiAгена, отвечающего за резистентность к карбапенам (меропенем) была использована программа ClinProTools 3.0.22 для масс-спектрометра (BrukerDaltonics), который позволяет дифференцировать бактерий B.fragilis на I и I Iподгруппы.  Все измерения были выполнены на масс-спектрометре microflex LT MALDI-TOF в линейном режиме положительных ионов, с частотой лазера 60 Гц. Диапазон масс было 2000–20 000 Да. Снятие спектров происходило в автоматическом режиме. 

Для обнаружения cfiA-позитивных и cfiA-негативных специфических пиков, группы масс-спектров определенных cfiA-позитивных и cfiA-негативных штаммов B. fragilis были импортированы в программное обеспечение ClinProTools3.0.22. Спектры были нормализованы и откалиброваны, используя соответствующие функциональные возможности программного обеспечения Flex Analysis (BrukerDaltonik). В последствии, группы пиков, а также смещения пиков находили путем тщательного визуального исследования спектральных групп. MSP - дендрограммы строили по объединенным выборкам масс-спектров, полученных из выделенных штаммов.

2.5 Определение антибиотикочувствительности 
Чувствительность к антимикробным препаратам - Минимальную ингибирующую концентрацию (MИК) антибиотиков определяли с помощью стрипов-полосок M.I.C.Evaluator (Oxoid, Англия), на которые нанесены градиенты концентраций антибиотика и с помощью бумажных дисков, пропитанных антибиотиком [14]. Полоски M.I.C.E. действуют по принципу оригинального устройства – E-теста. Было протестировано четыре антимикробных агентов: метронидазол, клиндамицин, ципрофлоксацин и меропенем. Для каждого штамма готовили инокулят с концентрацией, эквивалентной 1,0 стандарта McFarland. Чашки с кровяным агаром засевали инокулятом, соблюдая равномерность; после полного высыхания накладывали полоски M.I.C.E. в соответствии с инструкциями производителя или бумажные диски, пропитанные антибиотиком и инкубировали в течение 48 ч при 37°С в анаэробной атмосфере. После истечения времени инкубирования вокруг полоски или бумажных дисков образуется зона ингибирования. МИК определяется в точке, где зона роста микроорганизма пересекается с полоской. В случае использования бумажных дисков, результат учитывают путем измерения диаметра зоны вокруг диска в миллиметрах. Значения MИК интерпретировались в соответствии со стандартами EUCAST.
2.6 Полногеномное  секвенирование 

Концентрацию ДНК измеряли с помощью набора Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen) на флуориметре Qubit 2.0 (Invitrogen). Для подготовки геномных библиотек использовалась ДНК в количестве 100 нг, а также набор для подготовки библиотек Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Thermo). Реакция лигирования затупленных концов ДНК с баркодированными адаптерами проводилась согласно инструкции производителя. Промежуточная очистка фрагментированной ДНК проводилась с применением магнитного штатива и магнитных частиц Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter). Отбор фрагментов длиной 480 п.о. проводился электрофорезным методом с применением агарозного геля E-gel Size-select (Invitrogen) и прибора E-gel iBase (Invitrogen). Далее проводилось восемь циклов амплификации библиотек на термоциклере Т100 (Bio-Rad). Количественную оценку библиотек проводили с помощью ПЦР в режиме реального времени с использованием набора Ion Library Quantification Kit (Thermo) и прибора CFX96 real-time PCR detection system (Bio-Rad). Эмульсионную ПЦР проводили на приборе Ion OneTouch2 (Thermo) с помощью набора Ion PGM HiQ OT2 Kit (Thermo). Для оценки эффективности эмульсионной ПЦР был использован набор Ion Sphere™ Quality Control Kit (Thermo) с применением флуориметра Qubit 2.0. Обогащение положительных сфер с нанесёнными геномными библиотеками проводилось с использованием Ion PGM Enrichment Beads в соответствии с протоколом производителя. Для секвенирования на платформе Ion Torrent использовали  чип «318» и набор Ion PGM™ HiQ Sequencing Kit (Thermo). Первичный анализ полученных данных проводился с помощью программного обеспечения Torrent Suite v5.0.5 (Thermo). 
3 Результаты исследований и их обсуждение
3.1 Формирование коллекции изолятов бактерий группы B.fragilis

Для формирования коллекции бактерий группы B.fragilis в период с января по октябрь 2019 г от пациентов-добровольцев с различными интраабдоминальными инфекциями, лечившихся в «Городской больнице №1» и «Городской многопрофильной больнице №2», города Нур-Султан, было собрано 72 клинических образцов (кала, экссудата, раневого отделяемого из дренажей). В настоящее время сформирована коллекция B.fragilis, включающая 9 штаммов (таблица 1).

Таким образом, как видно из таблицы 1, сформирована коллекция B.fragilis включающая 9 штаммов данных микроорганизмов. Установлено, что при интраабдоминальных инфекциях наиболее часто после B.fragilis, в 50% случаев выделяется B. Thetaiotaomicron, в 38% случаях Parabacteroides distasonis и В. Ovatus и в 13% случаях B. clarus , Prevotella heparinolytica и B.salyersiae
Таблица 1 - Формирование коллекции штаммов B. fragilis и других сопутствующих видов Bacteroides spp.
	Наименование клинического материла
	Штамм
	Диагноз
	Виды анаробных грамотрицательных палочек
	Количество микроорганизмов, шт

	1
	2
	3
	4
	5

	№41/18
	B. fragilis3
	Перфорация толстой кишки. Развитой гнойно-фибринозный перитонит.
	B. fragilis
	1

	№42/18
	B. fragilis 2
	Перфоративная язва желудка. Диффузный серозно-фибринозный перитонит.
	B. fragilis
	1

	№48/18
	B. fragilis 1
	Острый гангрезно-перфоративный аппендицит. Перитонит.
	B. fragilis 

В. ovatus

B. thetaiotaomicron

Parabacteroides distasonis
	1

1

1

1

	№52/18
	
	Острый аппендицит. Перитонит.
	В. ovatus 

B. thetaiotaomicron

Parabacteroides distasonis
	1

1

1

	№53/18
	
	Острый аппендицит. Перитонит.
	В. ovatus 

B. thetaiotaomicron

Parabacteroides distasonis
	1

1

1

	№57/18
	B. fragilis 4
	Острый гангренозный аппендицит. Перитонит.
	B. fragilis
	1

	№60/18
	B. fragilis 5
	Острый флегмонозный аппендицит.
	B. fragilis
	1

	№61/18
	B. fragilis 6
	Гангрезно-перфоративный аппендицит. Перитонит.
	B. fragilis

B. clarus 

B.thetaiotaomicron

Prevotella heparinolytica 

B.salyersiae
	1

1

1

1

1

	№65/18
	B. fragilis 7
	Перитонит
	B. fragilis


	1
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№68/18
	B. fragilis 8
	Развитой пупочный перитонит
	B. fragilis


	1

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3
	4
	5

	№75/18
	B. fragilis 9
	Острый Гангрезно-перфоративный аппендицит
	B. fragilis


	1


3.1.1 Культивирование бактерий из образцов кала на питательной среде

Проведено бактериологическое исследование образцов кала, экссудата, раневого отделяемого из дренажей, заключающееся в высеве на неселективные питательные среды (бруцелла-агар, колумбийский агар), а также последующего микроскопирования мазков, окрашенных по Грамму. На нижерасположенных рисунках рисунок 1 и 2 показан характерный рост B.fragilis на колумбийском агаре и бруцелла-агаре. Чистые культуры выделенных изолятов хранили в питательном бульоне, содержащим 20% глицерина. 
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Рисунок 1 – Рост бактерий B.fragilis на колумбийском агаре
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Рисунок 2 – Рост бактерий B.fragilis на Бруцелла агаре
Как видно из рисунка 1 и 2, B.fragilis на плотных питательных средах с кровью колумбийский агар (рисунок 1) и бруцелла агар (рисунок 2) растет в виде бело - серых круглых выпуклых колоний с ровными краями без образования зон гемолиза. 
3.1.2 Культивирование бактерий группы B.fragilis на селективной среде

В виду особенностей бродильного типа метаболизма анаэробных бактерий, последние 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), содержащие также такие факторы роста, как гемин (желчно-эскулиновый агар). Бактерий группы B.fragilis были культивированы на данной селективной среде в строгих анаэробных условиях. При гидролизе эскулина образуется эскулетин и глюкоза, и первый образует с солями железа (цитратом аммонийного железа) комплексные соединения черного цвета. В связи с чем, на селективной среде, в результате гидролиза эскулина, вырастают выпуклые колонии черного цвета B.fragilis, формируя тем самым, характерные зоны потемнения на агаре. На ниже приведенном рисунке 3 видно, что на селективном желчно-эскулиновом агаре для бактероидов высевалась Bacteroides fragilis (рисунок 3).
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Рисунок 3 - Рост Bacteroides fragilis на желчно-эскулиновом агаре

Из рисунка 3 видно, что Bacteroides fragilis на желчно-эскулиновом образуют круглые, выпуклые колонии черного цвета с ровными краями. Так как  B.fragilis является эскулин положительным, то есть гидролизует эскулин, на данной питательной среде можно увидеть образование характерных зон потемнения.
В дальнейшем у всех изолятов были изучены морфолого-культуральные свойства. На рисунке 4 представлены результаты микроскопирования B.fragilis. 
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Рисунок 4 – Микроскопирование штамма B.fragilis
На рисунке 4 показано, что B.fragilis является грамотрицательной палочкой с закругленными концами, которые располагаются в скоплениях и по одному.
Таким образом, в результате оптимизации протоколов посева на селективные и неселективные среды были выделены чистые культуры B.fragilis. Проведена оптимизация протокола их длительного хранения.
3. 1.3 Идентификация бактерий группы B.fragilis методом MALDI-TOF MS 

Для видовой идентификации выделенных 8 изолятов использовали современный, достоверный и широко применяемый в последние годы метод – времяпролетной матрично-ассоциированной лазерной десорбционно-ионизационной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS). Как было описано выше масс-спектры получали с использованием масс-спектрометра (Bruker Daltonics, Germany) и анализировали с помощью программного обеспечения Biotyper 3.1. Результаты MALDI-TOF идентификации выделенных изолятов приведены в приложении Б. 

Также, видовая идентификация выделенных 6 штаммов B.fragilis была проведена методом определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16S rRNA гена, с последующим определением нуклеотидной идентичности с последовательностями, депонированными в международной базе данных GeneBank. Из всех 6 изолятов была предварительна выделена бактериальная ДНК, затем проведена ПЦР со специфичными для 16S rRNA праймерами. Результаты ПЦР амплификации некоторых изолятов приведены на нижеприведенном рисунке 5.
	            М                                  K-          B.f5    B.f6
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 М- маркер молекулярного веса (100-1000 п.н.,шаг 100 п.н.); образцы- B.f 5; B.f 6; 9
(К-) - отрицательный контроль
Рисунок 5 - Электрофореграмма ПЦР продуктов амплификации фрагмента 16S rRNA гена 

Как видно на рисунке 5 у образцов B.fragilis были амплифицированы специфические фрагменты молекулярной массой около 800 п.н., которые затем были секвенированы на автоматическом генетическом анализаторе 3730xl DNA Analyzer (Applide Biosystems) и идентифицированы в GeneBank по алгоритму BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Нуклеотидные последовательности и результаты идентификации представлены в Таблице 2. В результате проведенных работ (таблица 2), было установлено, что штамм Bacteroides fragilis №1 имеет идентичность 99,73% с B.fragilis S14 и с B. fragilis BOB25, а также с B. fragilis JCM 17587; штамм Bacteroides fragilis №2 имеет идентичность  99,33% с B.fragilis 93N _17404 и  B. fragilis S14;  штамм Bacteroides fragilis №3 имеет идентичность  99,56% с B. fragilis 93N_17404 и B.fragilis S14. 
Таблица 2 - Результаты идентификации методом анализа нуклеотидной последовательности 16S rRNA гена с использованием BLAST 
	Наименова
ние культуры
	Последовательность
	Результаты идентификация в BLAST



	
	
	AccessionGeneBank
	Наименова

ние штамма
	% идентичности

	1
	2
	3
	4
	5

	N1
	GTGTCAGTTGCAGTCCAGTGAGCTGCCTTCGCAATCGGAGTTCTTCGTGATACAAAGCATTTCACCGCTACACCACGAATTCCGCCCACCTCTACTGTACTCAAGACTGACAGTATCAACTGCAATTTTACGGTTGAGCCGCAAACTTTCACAACTGACTTACCAGTCCACCTACGCTCCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTCGGATCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATCCTTATTCATATAATACATACAAAACAGTATACATACTGCACTTTATTCTTATATAAAAGAAGTTTACGACCCATAGAGCCTTCATCCTTCACGCTACTTGGCTGGTTCAGGCTAGCGCCCATTGACCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGACCGTGTCTCAGTTCCAATGTGGGGGACCTTCCTCTCAGAACCCCTATCCATCGAAGGCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACAACCTAATGGAACGCATCCCCATCCTTTACCGGAATCCTTTAATAATGAAACCATGCGGAATCATTATGCCATCGGGTATTAATCTTTCTTTCGAAAGGCTATCCCCGAGTAAAGGGCAGGTTGGATACGTGTTACTCACCCGTGCGCCGGTCGCCAGCAAAGAAAGCAAGCTTTCTTCCTGATGCCCCTCGACTTGCATGTGTTAAGCCTGTAGCTAGCGTTCATCCTGAGCCAGG
	CP012706.1
	Bacteroides fragilisstrain S14, complete genome


	99.73

	
	
	CP011073.1
	Bacteroides fragilis strain BOB25, complete genome


	99.73



	
	
	AB618793.1
	Bacteroides fragilis gene for 16S ribosomal RNA, partial cds, strain: JCM 17587
	99.73
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N2
	GTCGAGGGGCATCAGGAAGAAAGCTTGCTTTCTTTGCTGGCGACCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTATCCAACCTGCCCTTTACTCGGGGATAGCCTTTCGAAAGAAAGATTAATACCCGATGGCATAATGATTCCGCATGGTTTCATTATTAAAGGATTCCGGTAAAGGATGGGGATGCGTTCCATTAGGTTGTTGGTGAGGTAACGGCCCACCAAGCCTTCGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCTAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGAAGGCTCTATGGGTCGTAAACTTCTTTTATATAAGAATAAAGTGCAGTATGTATACTGTTTTGTATGTATTATATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGTAGGTGGACTGGTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGCAGTTGATACTGTCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGT
	HQ759393.1


	Uncultured

organism clone ELU0044-T227-S-NIPCRAMqANA 000174 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence


	99.47



	
	
	LT691987.1

	Bacteroides fragilis isolate 93N 17404 
	99.33


	Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3
	4
	5

	N3
	ACACGTATCCAACCTGCCCTTTACTCGGGGATAGCCTTTCGAAAGAAAGATTAATACCCGATGGCATAATGATTCCGCATGGTTTCATTATTAAAGGATTCCGGTAAAGGATGGGGATGCGTTCCATTAGGTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGCCTTCGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCTAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGAAGGCTCTATGGGTCGTAAACTTCTTTTATATAAGAATAAAGTGCAGTATGTATACTGTTTTGTATGTATTATATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGTAGGTGGACTGGTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGCAGTTGATACTGTCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTCACTGGACTGCAACTGACACTGATGCTCGAAAGTGTGGTATCAAACAGGATTAGATACCTGGGTAG
	EU530228.1

	Uncultured Bacteroides sp. clone M2-17 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

	99.71%


	
	
	LT691987.1

	Bacteroides fragilis partial 16S rRNA gene, isolate 93N_17404

	99.56%


	
	
	CP012706.1
	Bacteroides fragilisstrain S14, complete genome
	99.56%

	N4


	TGAGTAACACGTATCCAACCTGCCCTTTACTCGGGGATAGCCTTTCGAAAGAAAGATTAATACCCGATAGCATAATGATTCCGCATGGTTTCATTATTAAAGGATTCCGGTAAAGGATGGGGATGCGTTCCATTAGGTTGTTGGTGAGGTAACGGCCCACCAAGCCTTCGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGTTAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGAAGGCTCTATGGGTCGTAAACTTCTTTTATATAAGAATAAAGTGCAGTATGTATACTGTTTTGTATGTATTATATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGTAGGTGGACTGGTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGCAGTTGATACTGTCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATG
	AP006841.1

	Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete genome
	98.93%


	
	
	CP012706.1

	Bacteroides fragilis strain S14, complete genome
	98.79%


	
	
	CP011073.1

	Bacteroides fragilis strain BOB25, complete genome
	98.79%
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	CGGGGTATAGCCTTTCGAAAGAAAGATTAATACCCGATGGCATAATGATTCCGCATGGTTTCATTATTAAAGGATTCCGGTAAAGGATGGGGATGCGTTCCATTAGGTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGCCTTCGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACAC
	LT692011.1
	Bacteroides fragilis partial 16S rRNA gene, isolate 93N_17428
	99.84


	Продолжение таблицы 2

	1
	2
	3
	4
	5

	N6


	GAAAGAAAGATTAATACCCGATAGCATAATGATTCCGCATGGTTTCATTATTAAAGGATTCCGGTAAAGGATGGGGATGCGTTCCATTAGGTTGTTGGTGAGGTAACGGCCCACCAAGCCTTCGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGTTAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGAAGGCTCTATGGGTCGTAAACTTCTTTTATATAAGAATAAAGTGCAGTATGTATACTGTTTTGTATGTATTATATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGTAGGTGGACTGGTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATTGCAGTTGATACTGTCAGTCTTGAGTACAGTAGAGGTGGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGaTATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCTCACTGGACTGCAACTGA
	JQ680134.1
	Bacteroides sp. 2011_Ileo_VSA_D8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
	100.00%

	
	
	JQ680128.1
	Bacteroides sp. 2011_Ileo_VSA_C9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
	100.00%

	
	
	EU644453.1
	Uncultured Bacteroides sp. Clone

036 a16S

ribosomal RNA gene, partial sequence
	100.00%


Штамм Bacteroides fragilis №4 имеет идентичность  98,93% с B. fragilis YCH46,  а также имеет идентичность  98,79% с B.fragilis  S14 и B.fragilis BOB25. Штамм Bacteroides fragilis №5 имеет идентичность  99,84% с Bacteroides fragilis 93N_17428, с Bacteroides fragilis 93N_17415. Штамм Bacteroides fragilis №6 имеет идентичность  100% с Bacteroides sp. 2011_Ileo_VSA_D8 16S, Bacteroides sp. 2011_Ileo_VSA_C9 16S, а также с Bacteroides sp. Clone 036 a16S
Таким образом, проведена идентификация выделенных изолятов B.fragilis с помощью двух современных и широко используемых методов: MALDI-TOF MS и ДНК секвенирования 16SrRNA гена.

3.2 Дифференциация бактерий группы B.fragilis с помощью компьютерных программ

В дальнейшем с целью изучения распространенности cfiA гена для оценки риска увеличения уровней резистентности к карбапенемам у Bacteroides spp. в результате активации молчащих генов, с помощью компьютерных программ было проведено выявление носительства cfiA гена у исследованных изолятов (рисунок 6,7).
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Рисунок 6 - Дифференциация MS пиков в интервале 4500-5500 Да между cfiA- положительными и cfiA- отрицательными штаммами B. fragilis
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Рисунок 7 - Дифференциация  MS пиков в интервале 4700-5150 Да между cfiA- положительными и cfiA- отрицательными штаммами B. fragilis
Смещение пиков можно наблюдать от cfiA-отрицательных к cfiA-положительному штамму: от 4706 к 4684 Да, от 4813 к 4824 Да, от 5012 к 5000 Да. Как видно из рисунка 7, MS пики были изучены в интервале 4500-5500 Да. Установлено, что в позициях от 4706Да к 4684 Да, от 4813Да к 4824 Да и от 5012Да к 5000 Да наблюдается смещение пиков от cfiA-отрицательных к cfiA-положительному штамму. Подобные результаты были описаны 2011 г такими авторами, как Nagy E., Becker S.,Soki J., Urban E., Kostrzewa M. [11], которые предложили проводить дифференцирование штаммов B. fragilis на две группы I (cfiA-отрицательная) и II (cfiA-положительная) на основе использования MALDI-TOFMS. Вышеуказанные авторы исследовали MS пики у штаммов B. fragilis также в интервале 4000-5500 Да. Это позволило им, а также и нам визуализировать смещение пиков от cfiA-отрицательных к cfiA-положительным образцам (от 4711 Да к 4688 Да, от 4817 Да к 4826 Да, от 5017 Да к 5002 Да и т.д.). 
Таким образом, в результате дифференцирования MS пиков с помощью программы ClinProTools 3.0.22 для масс-спектрометра было установлено, что из 8 исследованных штаммов B. fragilis:  7 являются cfiA-отрицательными и относятся к I группе и один штамм B. fragilis №1 является cfiA-положительным и относится соответственно к II группе. 

Низкие уровни встречаемости cfiA гена связаны с его недавним приобретением Bacteroides spp.
В 2012 г. два коллектива исследователей сообщили о возможности применения MALDI-TOF-масс-спектрометрии протеома для построения MSP-дендрограмм для выявления филогенетических связей штаммов [15, 16].

В связи с чем, нами с помощью приложений масс-спектрометра MALDI Biotyper 3.1 проведена математическая обработка полученных спектров с целью анализа их сходства, проведено построение дендрограмм данных масс-спектров (MSP dendrogram) (Рисунок 8).
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Рисунок 8 – MSP дендрограмма штаммов Bacteroides spp
Как видно из рисунка 8, полученная MSP-дендрограмма отражает реальные родственные связи между выделенными штаммами. Так, все изученные штаммы B. fragilis объединены в один кластер, штаммы вида B. Thetaiotaomicron в другой и штамм В. ovatus также расположен обособленно от вышеописанных штаммов, но, тем не менее, все три вида Bacteroides spp.  находятся между собой в родственной связи.
3.3 Определение чувствительности бактерий группы B. fragilis на антибиотики широкого спектра, применяемые в лечении на территории Казахстана
Как было указано выше, проведено изучение антибиотикочувствительности штаммов B. fragilis к широко применяемым для лечения интраабдоминальных инфекций четырем антибиотикам: ципрофлоксацин, метронидазол, меропенем и клиндамицин (рисунок 9-17).
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Рисунок 9 – Антибиотикочувствительность B. fragilis по отношению к ципрофлоксацину
Из рисунков 9 и 10 видно, что 67% исследованных штаммов B. fragilis оказались резистентными к ципрофлоксацину и 33% штаммов проявили умеренную чувствительность к данному антибиотику.
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А                                                                     Б
А-резистентность, Б-умеренная чувствительность к антибиотику
Рисунок 10 – Антибиотикочувствительность B. fragilis по отношению к ципрофлоксацину
При изучении антибиотикочувствительности B. fragilis по отношении к метронидазолу, установлено, что они имеют разную чувствительность по отношению к данному антибиотику (рисунки 11 и 12).
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Рисунок 11 – Антибиотикочувствительность B. fragilis по отношению к метронидазолу

Из рисунка 11 видно, что 14% из исследованных штаммов B. fragilis оказались резистентными к метронидазолу, 57% штаммов проявили умеренную чувтствительность к данному антибиотику и 29% штаммов показали высокую чувствительность к метронидазолу.
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А                                                                                Б

А-умеренная чувствительность; Б- высокая чувствительность к антибиотику
Рисунок 12 – Антибиотикочувствительность B. fragilis по отношению к метронидазолу

При изучении антибиотикочувствительности B. fragilis по отношении к меропенему, показано, что ни один из исследованных штаммов не проявил по отношению к нему резистентности (рисунки 13 и 14).
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Рисунок 13– Антибиотикочувствительность B. Fragilis по отношению к меропенему

Из рисунка 13 видно, что 25% штаммов проявили умеренную чувтствительность к меропенему, а 75% штаммов показали высокую чувствительность к изучаемому антибиотику. Это свидетельствует о сохранении высокой эффективности данного препарата по отношению к бактероидам.
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Рисунок 14 – Умеренная чувствительность B. fragilis по отношению к меропенему

Антибиотикочувствительность B. fragilis по отношенbю к клиндамицину у части штаммов (B. Fragilis 1,2,3) была изучена путем использования стрип-полосок M.I.C.Evaluator с антибиотиком (рисунок 15, 17), а у другой части (B. fragilis 6,7,8) с использованием дисков с антибиотиков (Рисунок 16, 17).
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Рисунок 15– Антибиотикочувствительность B. Fragilis по отношению к клиндамицину (использовались стрип-полоски M.I.C.Evaluator с антибиотиком)
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Рисунок 16– Антибиотикочувствительность B. fragilis по отношению к клиндамицину (использовались диски с антибиотиком)
Из рисунков 15 и 16 видно, что 50% из исследованных штаммов B. Fragilis проявили умеренную чувствительность и 50% штаммов показали высокую чувствительность к клиндамицину.
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А-высокая чувствительность; Б -умеренная чувствительность к антибиотику
Рисунок 17– Антибиотикочувствительность B. fragilis по отношению к клиндамицину

Таким образом, в результате изучения антибиотикочувствительнсти B. fragilis по отношению к четырем широко применяемым для лечения интраабдоминальных инфекций антибиотикам: ципрофлоксацину, метронидазолу, меропенему и клиндамицину  установлено, что большая часть изученных культур B. Fragilis (67%) является резистентным к ципрофлоксацину и небольшая часть (14%) резистентны к метронидазолу. Также показано, что 25% штаммов проявили умеренную чувтствительность к меропенему, 33% к ципрофлоксацину, 50% к клиндамицину и 57% к метронидазолу.  Высокую чувствительность к метронидазолу выявлено у 29% штаммов, к клиндамицину  у 50% и к меропенему  у 75%. 

Несмотря, что в последние годы в мире в значительной степени увеличилась устойчивость анаэробных микроорганизмов к клиндамицину (30–50%), в связи с чем эти антибиотики в настоящее время уже не рассматриваются как оптимальные при лечении абдоминальных инфекций, в наших работах показано, что данный антибиотик продолжает сохранять свою эффективность по отношению к бактероидам. В то же время хорошая чувствительность анаэробных микроорганизмов сохраняется к ингибиторозащищенным b–лактамам и карбапенемам [9], что коррелирует с нашими данными, поэтому назначение этих препаратов в режиме монотерапии абдоминальных инфекций оправдано. Хотя во многих исследованиях устойчивых штаммов грамотрицательных анаэробных бактерий к метронидазолу не отмечается [17, 18], в настоящей работе показано, что небольшая часть исследованных культур резистентны по отношению к метрнидазолу. В связи с чем в режимах комбинированной терапии абдоминальных инфекций он  продолжает оставаться препаратом выбора. 
3.4 Полногеномное секвенирование штаммов бактерий группы B.fragilis 

В настоящей работе было проведено полногеномное секвенирование последовательности генома B.fragilis 1 (B. fragilis BFR_KZ01). Данный штамм был выделен из клинического образца №48/18 от больного с диагнозом «Острый гангрезно-перфоративным аппендицит, перитонит», находившегося на лечении в «Городской больнице №1» г. Нур-Султан. Полногеномная последовательность штамма  BFR_KZ01 была депонирована в GenBank с присвоением номера доступа SSKJ00000000.1. 

Аннотация была выполнена с использованием NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/), что позволило определить в общей сложности 5,300 кодирующих последовательностей (CDSs), 5  rRNA генов, 62 tRNA генов. 
В дальнейшем с помощью использования программы Rest finder 3.1 было установлено, что данный штамм несет ген cepA, обуславливающий устойчивость к антибиотикам бета - лактамного ряда, за исключением цефамицинов, карбапенемов и комбинаций бета-лактамазных ингибиторов.

Кроме того, как было описано выше, в результате исследования MS пиков с помощью программ MALDI- TOF MS установлено, что B. fragilis BFR_KZ01 несет еще ген cfiA, в молчащем состоянии, так как в результате изучения антибиотикочувствительности к карбапенемам (меропенем), было показано, что он обладает по отношению к нему умеренной чувствительностью. Фенотипическая резистентность у B. fragilis BFR_KZ01 установлена только по отношению к ципрофлоксацину и метронидазолу. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе выполнения настоящей работы в период с января по октябрь 2019 г от пациентов-добровольцев с различными интраабдоминальными инфекциями, лечившихся в «Городской больнице №1» и «Городской многопрофильной больнице №2», города Нур-Султан, было собрано 72 клинических образцов (кала, экссудата, раневого отделяемого из  дренажей) из числа которых в дальнейшем была сформирована коллекция штаммов B.fragilis, насчитывающая 9 штаммов. В настоящее время продолжаются работы по формированию коллекций изолятов B.fragilis.

Выделенные бактерии B.fragilis из образцов кала, экссудата, раневого отделяемого из дренажей, были культивированы на следующих питательных средах:  Бруцелл-агар, Анаэробный агар по Уилкинсу – Чанглера, Колумбийский агар. Показано, что B.fragilis на Бруцелла-агаре, Анаэробном агаре Уилкинса – Чанглера и Колумбийском агаре  растут в виде серо-белых выпуклых колоний. Выделенные бактерии B.fragilis были также культивированы на селективной желчно-эскулиновой среде. Показано, что в результате гидролиза эскулина на данной среде B.fragilis формирует выпуклые колонии черного цвета, образовывая характерные зоны потемнения на агаре. Кроме того, следует отметить, что в настоящей работе на селективных средах из клинических образцов, полученных при интраабдоминальных инфекциях наиболее часто выделяется B.fragilis, 50% случаев B. Thetaiotaomicron, 38% случаях Parabacteroide sdistasonis и В. Ovatus и в 13% случаях B. clarus , Prevotella heparinolytica и B.salyersiae.

В последующем проведена  идентификация 9 бактерий группы B.fragilis методом MALDI-TOF MS и 6 штаммов методом определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16SrRNA гена. В результате было установлено, штамм Bacteroides fragilis №1 имеет идентичность  99,73% с B.fragilis S14  и с B. fragilis BOB25, а также с B. fragilis JCM 17587; штамм Bacteroides fragilis №2 имеет идентичность   99,33% с B.fragilis 93N _17404 и  B. fragilis S14;  штамм Bacteroides fragilis №3 имеет идентичность  99,56% с B. fragilis 93N_17404 и B.fragilis S14;  штамм Bacteroides fragilis №4 имеет идентичность  98,93% с B. fragilis YCH46,  а также имеет идентичность  98,79% с B.fragilis  S14 и B.fragilis BOB25. Штамм Bacteroides fragilis №5 имеет идентичность  99,84% с Bacteroides fragilis 93N_17428, с Bacteroides fragilis 93N_17415 и с Bacterium NLAE-zl-H533 16S . Штамм Bacteroides fragilis №6 имеет идентичность  100% с Bacteroides sp. 2011_Ileo_VSA_D8 16S,   Bacteroides sp. 2011_Ileo_VSA_C9 16S, а также с Bacteroides sp. Clone 036 a16S.
Проведена дифференциация бактерий группы B.fragilis с использованием компьютерных программ ClinProTools 3.0.22 на присутствие карбапенем-резистентного гена cfiA. Установлено, что B. fragilis №1 является  cfiA – положительным и относиться ко II группе. Данный штамм несет cfiA ген, в молчащем состоянии, так как при изучении его антибиотикочувствительности к карбапенемам, в частности к меропенему не было выявлено 100% резистентности к данному антибиотику. Выше было показано, что часть штаммов проявили умеренную чувстствительность к меропенему и большая часть исследованных штаммов, показали высокую чувствительность к нему. Все это говорит о  сохранении высокой эффективности данного препарата при лечении интраабдоминальных инфекций, вызванных анаэробными микроорганизмами.

Изучена антибиотикочувствительность B. fragilis по отношению к широко применяемым для лечения интраабдоминальных инфекций четырем антибиотикам: ципрофлоксацин, метронидазол, меропенем и клиндамицин. Установлено, что 67% исследованных штаммов B. fragilis оказались резистентными к ципрофлоксацину и 14% резистентны к метронидазолу. Также показано, что 25% штаммов проявили умеренную чувтствительность к меропенему, 33% к ципрофлоксацину, 50% к клиндамицину и 57% к метронидазолу.  Высокую чувствительность к метронидазолу выявлено у 29% штаммов, к клиндамицину  у 50% и к меропенему  у75%. 

Проведено полногеномное секвенирование  последовательности генома B. fragilis BFR_KZ01 (B .fragilis №1), установлено, что данный штамм несет ген cepA, обуславливающий устойчивость к антибиотикам бета - лактамного ряда и cfiA ген, с которой связывают устойчивость к карбапенемам. В данной работе показано, что у штамма B. fragilis BFR_KZ01 cfiA ген находиться в молчащем состоянии, так как он проявил умеренную чувствительность  по отношении к меропенему и не обладал фенотипической резистентностью по отношению к данному антибиотику.
За отчетный период опубликованы две публикации (см.  Приложение Г).
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 и дифференцирование, 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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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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Результаты идентификации  B. Fragilis №2
Результаты идентификации  B.fragilis №3
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Результаты идентификации  B. Fragilis №4
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Результаты идентификации  B. Fragilis №5
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Результаты идентификации  B. Fragilis №6
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Результаты идентификации  B. Fragilis №7
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Результаты идентификации  B. Fragilis №8
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Результаты идентификации  B. Fragilis №9
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_1632663554.xls
Диаграмма1

		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма



B.fragilis 1

B.fragilis 2

B.fragilis 3

B.fragilis 5

B.fragilis 6

B.fragilis 7

B.fragilis 8

Наименование штамма

Значения МИК по отношению к метронидазолу

0

0.5

3

0.015

0.5

0.5

0.015



Лист1

				Наименование штамма

		B.fragilis 1		0

		B.fragilis 2		0.5

		B.fragilis 3		3

		B.fragilis 5		0.015

		B.fragilis 6		0.5

		B.fragilis 7		0.5

		B.fragilis 8		0.015






_1632663607.xls
Диаграмма1

		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма



B.fragilis 1

B.fragilis 2

B.fragilis 3

Наименование штамма

Значения МИК по отношению к клиндамицину

0.12

0.06

0.12



Лист1

				Наименование штамма

		B.fragilis 1		0.12

		B.fragilis 2		0.06

		B.fragilis 3		0.12






_1632663625.xls
Диаграмма1

		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма



B.fragilis 6

B.fragilis 7

B.fragilis 8

Наименование штамма

Значения МИК по отношению к клиндамицину, мм

12

40

39



Лист1

				Наименование штамма

		B.fragilis 6		12

		B.fragilis 7		40

		B.fragilis 8		39






_1632663587.xls
Диаграмма1

		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма



B.fragilis 1

B.fragilis 2

B.fragilis 5

B.fragilis 6

Наименование штамма

Значения МИК по отношению к меропенему

1

0.06

0.25

0.12



Лист1

				Наименование штамма

		B.fragilis 1		1

		B.fragilis 2		0.06

		B.fragilis 5		0.25

		B.fragilis 6		0.12






_1632663524.xls
Диаграмма1

		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма		Наименование штамма



B.fragilis 1

B.fragilis 2

B.fragilis 3

B.fragilis 6

B.fragilis 7

B.fragilis 8

Наименование штамма

Значения МИК по отношению к ципрофлоксацину

0

0

0

0

4

2



Лист1

				Наименование штамма

		B.fragilis 1		0

		B.fragilis 2		0

		B.fragilis 3		0

		B.fragilis 6		0

		B.fragilis 7		4

		B.fragilis 8		2






