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ТҰЖЫРЫМ

Есеп 85 бет, 7 сурет, 3 кесте, 48 әдебиет көзі, 4 қосымша  

BACTEROIDES FRAGILIS, ИНТРААБДОМИНАЛЬДЫҚ ИНФЕКЦИЯ, АНТИБИОТИКАЛЫҚ СЕЗІМТАЛДЫҚ, ҚАРСЫЛАСУ ГЕНДЕРІ, БҮКІЛ ГЕНОМДЫ ТІЗБЕКТЕУ

Зерттеу объектілері:  Нұр-Сұлтан қаласының ауруханаларында емделген перитонит диагнозы қойылған науқастардан оқшауланған Bacteroides fragilis-тің 12 штаммы.

Жұмыстың мақсаты – Нұр-Сұлтан ауруханаларында кең спектрлі антибиотиктерді қабылдаған интраабдоминалдық инфекциясы бар науқастардан оқшауланған Bacteroides fragilis тобының кең спектрлі антибиотиктерге сезімталдығын зерттеу және бағалау. 

Зерттеу әдістері: микробиологиялық - өсіру, антибиотикке сезімталдықты зерттеу; масс-спектрометрия - түрлерді сәйкестендіру үшін, штаммдарды cfiA - позитивті және теріс дифференциациялау үшін, генетикалық - B.fragilis геномын талдау жасау үшін.
Зерттеулер нәтижесінде клиникалық материалдың 83 үлгісінен Bacteroides fragilis 12 штаммы бөлініп алынды. Олардың меропенемге, метронидазолға, клиндамицинге және ципрофлоксацинге сезімталдығы зерттелді. B.fragilis штаммдарының 100% -ында меропенемге және клиндамицинге, 91,7% -да метронидазолға сезімталдық байқаланды және штаммдардың 58% ципрофлоксацинге төзімді екендігі анықталды. Жалпы геномдық тізбекті зерттеу B.fragilis геномын сипаттауға және антибиотикке төзімді гендердің таралуын зерттеуге мүмкіндік берді. 100% B.fragilis штаммдарының геномдары adeF генін, 90% - cepA гені, 58% - tetQ гені және 8,3% - cfiA,nim және gyrA гендерін алып жүретіндігі көрсетілген.

Жұмыстың тиімділігі және мәнділігі – жұмыстың нәтижелері B.fragilis антибиотиктерге сезімталдығының жергілікті суретін зерттеуге, осы топтағы бактериялардың түр таралуын анықтауға, сонымен қатар бұрын Қазақстанда жүргізілмеген антибиотиктерге төзімділік гендерінің таралуын анықтауға мүмкіндік берді. Нәтижелер B.fragilis антибиотикке төзімділігін бақылауға, сондай-ақ интраабдоминальдық инфекцияларға қарсы антибиотикалық терапия режимін таңдау үшін тағайындалған микробқа қарсы препараттарға сезімталдықты болжауға мүмкіндік берді.

Қолдану саласы - практикалық денсаулық сақтау.

РЕФЕРАТ

Отчет  85 с., 7 рис., 3таб., 48 источн., 4 прил.
BACTEROIDESFRAGILIS, ИНТРААБДОМИНАЛЬНАЯ ИНФЕКЦИЯ, АНТИБИОТИКОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ, ГЕНЫ РЕЗИСТЕНТНОСТИ, ПОЛНОГЕНОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ
Объектами исследования являлись 12 штаммов Bacteroides fragilis, выделенные от пациентов с диагнозом перитонит, получавших лечение в больницах города Нур-Султан. 

Цель работы - 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. 

Методы исследования: микробиологические – для культивирования, изучения антибиотикочувствительности; масс-спектрометрические – для видовой идентификации, дифференциации штаммов на cfiA – положительные и отрицательные, генетические – для полногеномного анализа B.fragilis.
В результате исследований из 83 образцов клинического материала было выделено 12 штаммов Bacteroides fragilis. Изучена их чувствительность по отношению к меропенему, метронидазолу, клиндамицину и ципрофлоксацину. Установлено, что 100% штаммов B.fragilis проявляют чувствительность к меропенему и клиндамицину, 91,7% - к метронидазолу, а 58% штаммов оказались резистентными к ципрофлоксацину. Изучение полногеномных последовательностей позволило охарактеризовать геномы B.fragilis и изучить распределение антибиотикорезистентных генов. Показано, что геномы 100% штаммов B.fragilis несут ген adeF, 90%-ген cepA, 58% - ген tetQ и по 8,3%- гены cfiA, nim и gyrA. 
Эффективность и значимость работы - результаты работ позволили изучить локальную картину лекарственной чувствительности B.fragilis к назначаемым антибиотикам, определить видовое распределение бактерий данной группы, а также определить распределение генов резистентности к антибиотикам, что ранее не проводилось в Казахстане. Полученные результаты позволили провести мониторинг антибиотикорезистентности B.fragilis, а также спрогнозировать чувствительность к назначаемым противомикробным препаратам для подбора более эффективного режима антибиотикотерапии при интраабдоминальных инфекциях.

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


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



	ЖКТ
	-
	желудочно-кишечный тракт

	интраабдоминальные инфекции
	-
	это группа широкого спектра инфекций, которые, как правило, вызываются микроорганизмами, колонизирующими ЖКТ и проникающими в другие, обычно стерильные области брюшной полости

	ДНК
	-
	дезоксирибонуклеиновая кислота

	Мкг
	-
	Микрограмм

	п.н.
	-
	пар нуклеотидов

	ПЦР
	-
	полимеразная цепная реакция

	adeF
	-
	ген, придающийB.fragilis устойчивость к фторхинолонам и тетрациклину

	BLAST
	-
	Basic Local Alignment Search Tool- база поиска локальных соответствий

	cfiA
	-
	ген, кодирующий продукцию метало- β лактамазы с двумя ионами Zn2+ в активном центре, придающая B.fragilis устойчивость к карбапенемам

	cepA
	-
	ген, придающий B.fragilis устойчивость к цефалоспоринам

	EUCAST
	-
	Европейский комитет по определению чувствительности к антимикробным препаратам

	ETBF
	-
	токсигенный штамм B.fragilis

	gyrA
	-
	ген, придающийB.fragilis устойчивость к ципрофлоксацину

	MALDI-TOFMS
	-
	матрично-активированная лазерная  десорбция/ионизация  времяпролетная масс-спектрометрия

	nim
	-
	ген, придающийB.fragilis устойчивость к метронидазолу

	NTBF
	-
	нетоксигенный штамм B.fragilis

	rRNA
	-
	рибосомальная РНК

	tRNA
	-
	транспортная РНК

	SDSs
	-
	кодирующие последовательности

	tetQ
	-
	ген, придающийB.fragilis устойчивость к тетрациклину

	mef
	-
	ген, придающийB.fragilis устойчивость к макролидам


ВВЕДЕНИЕ
Bacteroides fragilis является наиболее важным анаэробным патогеном человека, выделяемый при различных клинических инфекциях. На сегодняшний день, в мире, появляется все больше информации о появлении у них резистентности к широко применяемым в клинической практике противомикробным препаратам [1]. Так, отмечают повышение резистентности с 20% до 31,6% у изолятов B.fragilis по отношению к клиндамицину [2]. Аналогично, регистрируют повышение резистентности к метронидазолу, препарату, хорошо зарекомендовавшего себя при лечении анаэробных инфекций, вызываемых видами B.fragilis. Например, в Пакистане отмечено увеличение устойчивости к метронидазолу с 12,3% в 2010-2011 годах до 17,5% в 2019 году [3]. Также,  появляются сведения о проявлении резистентности и к препарату меропенему, наиболее часто используемому для лечения пациентов с анаэробными инфекциями и сепсису. В исследовании, проведенной в Дании, было показано, что 5% исследованных культур B. fragilis  были резистентны к меропенему [4]. В последнее время также внимание исследователей привлечено к изучению детерминант устойчивости бактероидов [5]. У B.fragilis  были описаны гены, связанные с резистентностью к различным антимикробным препаратам. Например, ген cepA связан с устойчивостью к пенициллину и цефалоспрорину, ген ermF - клиндамицину, ген nim - метронидазолу, ген tetQ – тетрациклину и т.д. Но больший интерес для исследователей представляет ген cfiA, связанный с резистентностью к карбапенемам [6].
Основу современной терапии анаэробных инфекций, вызванных бактероидами составляет эмпирическая антимикробная терапия, при которой, в виду отсутствия или ограниченного тестирования на чувствительность к назначаемым антибиотикам, не учитываются локальные данные антибиотикорезистентности потенциальных патогенов. В связи, с чем актуальным является исследования, направленные на изучение профиля восприимчивости B.fragilis  к наиболее распространенным антианаэробным препаратам на локальном уровне, а также обнаружение генов, связанных с резистентностью к данным антибиотикам.
Метрологическое обеспечение НИР. Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах -  ТОО «Инфрадин». Исследования проводятся на базе национальной научной лаборатории биотехнологии коллективного пользования РГП «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК. 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 2020 год: (в соответствии с календарным планом) (приложение А):
- Определение чувствительности бактерий группы B.fragilis на антибиотики широкого спектра, применяемые в лечении на территории Казахстана;
- Полногеномное секвенирование штамма бактерий группы B.fragilis на платформе MiSeq (Illumina);
- Статистический и биоинформатический анализ полученных результатов, создание базы данных;
- Подача 2 публикаций в рецензируемые зарубежные и отечественные издания с ненулевым импакт фактором. Публикация в журнале Eurasian Journal of Applied Biotechnology.
Инв №  0218РК00257 – промежуточный отчет за 2018 г. на тему «Изучение и оценка чувствительности к антибиотикам широкого спектра бактерий группы Bacteroides fragilisу пациентов с интраабдоминальными инфекциями»
Инв № 0219РК00454 – промежуточный отчет за 2019 г. на тему «Изучение и оценка чувствительности к антибиотикам широкого спектра бактерий группы Bacteroides fragilisу пациентов с интраабдоминальными инфекциями»
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Обоснование выбора направления исследований
Bacteroides fragilis составляют от 1% до 2% микробиоты, обитающей в толстой кишке[7], но тем не менее он является наиболее часто выделяемым анаэробным патогеном человека, на который приходится до 80% инфекций (он обнаруживается в клинических образцах, например, взятых из глубоких внутрибрюшных абсцессов, гнойных инфекций кожи и мягких тканей, инфекций после интраабдоминальных и вагинальных операций после гистерэктомии), то есть обладающий самым высоким патогенным потенциалом среди всех видов рода Bacteroides [8, 9]. 
Наиболее мощный механизм вирулентности B. fragilis включает определенные виды капсульного полисахарида (в особенности двух видов CPS, CPS-A и B). Капсулы участвуют в иммуномодуляции, а также в подавлении фагоцитоза. Предполагается, что фенотипы больших и малых капсул регулируются экспрессией гена BF2782 (или BF2790 в B.fragilis 638R), который является предполагаемой сахаротрансферазой, участвующей в синтезе разных видов CPS [10]. 
Другим важным фактором вирулентности B.fragilis является энтеротоксин. Штамм B. fragilis, продуцирующий энтеротоксин обозначают как ETBF, а сам энтеротоксин известен также как фрагилизин. Это цинк-зависимая термолабильная металлопротеиназа с массой около 20 кДа [11]. Механизм действия которого заключается в расщеплении белка E-кадгерин в эпителиальных клетках кишечника, что, в конечном счете, приводит к перестройке цитоскелета эпителиальных клеток. Выработка фрагилизина регулируется геном bft, который в настоящее время хорошо охарактеризован по 4 изотипам: bft -1, bft -2,bft -3 и bft -4 [12,13]. ChoiV.M. и др. описали два типа цистеиновых пептидаз, играющих патогенную роль C10 (кодируют bfp 1–4)  и C11 (фрагипаин), кодирует ген fpn, последний активирует энтеротоксин у B.fragilis [14].
В настоящее время, сложилась серьезная ситуация, связанная с появлением устойчивости у бактероидов к наиболее эффективным антибиотикам: карбапенемам и 5-нитроимидазолу. Начиная с 2000 года, у многих пациентов были выделены штаммы B.fragilis с множественной лекарственной устойчивостью. 
Современные противомикробные препараты в отношении Bacteroides на основе уровней устойчивости делят на три основные группы: 
1) высокий уровень устойчивости (> 80%) к пенициллинам, цефалоспоринам и тетрациклинам; 
2) контролируемый уровень устойчивости (5–35%) к комбинациям β-лактам/β-лактамаз, цефамицинам, препаратам MLS B (макролид-линкозамид-стрептограмин B) и моксифлоксацину; 
3) низкий уровень устойчивости (<5%) к карбапенемам, метронидазолу и тигециклину[9, 15].
1.1 Устойчивость B.fragilis к противомикробным препаратам
Поскольку Bacteroides являются наиболее значительными анаэробными патогенами человека, выявление их чувствительности к противомикробным препаратам имеет значительную историю. Как было отмечено выше, повышение уровня резистентности наблюдается по отношению ко всем основным группам антибиотиков. Так, интенсивное использование в клинической практике тетрациклина привело к значительному повышению уровня устойчивости к нему, которая в настоящее время приближается к 100% [16]. 
Bacteroides проявляют также значительную устойчивость к «бета-лактамам» (пенициллинам и цефалоспоринам 1 - го и 2 - го поколения [10].
 Уровень устойчивости к антибиотикам из группы макролид-линкозамид-стрептограмин составляет 32,4%[17]
Bacteroides становится устойчивым к некогда полностью эффективным фторхинолонам (тровафлоксацину и моксифлоксацину), уровень резистентности которого в Соединенных Штатах и Европе достигает > 40% и 13,6 %, соответственно [10]. 
Несмотря на низкую распространенность изолятов B.fragilis, устойчивых к карбапенемам (около 1-2% в США и в Европе), с момента появления этих препаратов этот показатель постоянно растет. Более высокий уровень резистетности к карбапенемам отмечен в Тайване (7-12%), Германии (4,9-5,3%) и Канаде (2,3-12,7%) [17, 18]. 
Таким образом, B.fragilis обладает повышенной устойчивостью к антибиотикам и наиболее многочисленными механизмами резистентности среди всех патогенных анаэробов.
1.2 Особенности биологии генов резистентности 
Механизмы устойчивости к антибиотикам, различаются, но можно выделить некоторые общие факторы. Основными генами устойчивости для пенициллинов и цефалоспоринов являются cepA,  для цефамицинов cfxA,  для карбапенемов cfiA,  для соединений MLS B erm (F),  для метронидазола nimA – Jи  для тетрациклинов tet(Q). Интересно, что бактероиды несут еще один ген устойчивости к тетрациклину, tetX (или его усеченный на аминоконце, 60% гомологичный вариант tetX1 ), который способен окислять молекулу тетрациклина, но, поскольку для этого процесса требуется кислород, его роль в придании устойчивости Bacteroides к тетрациклину очень ограничена [16]. 
Sóki J. И др. установили, что гены устойчивости (ermB , ermG , mefA и msrSA ) клинических изолятов Bacteroides могут существенно влиять на развитие резистентности к клиндамицину [10].
Обычно вышеуказанные гены переносятся на хромосомах интегративными генетическими элементами, например, мобилизуемыми и конъюгативными транспозонами для цефокситина и тетрациклина соответственно, и сложными транспозонами для erm (F);  nim гены также могут размещаться на малых (<15 Кб) плазмидах, а некоторые из erm (F) транспозоны могут находиться на больших (> 15 кб) плазмидах. Фенотипическая экспрессия этих генов резистентности часто регулируется вышестоящими IS элементами (например, IS 1186 для cfiA и IS 4351 для erm (F) и cfiA), которые имеют ориентированные наружу промоторы. Исключением из этого правила является устойчивость к тетрациклину. Поскольку промоторы генов tetQ индуцируются при высоких уровнях тетрациклина, и через некоторые другие нижестоящие регуляторные гены, которые также индуцируют экспрессию и перенос конъюгативных транспозонов tetQ. В случае фторхинолонов и рифампицина точечные мутации в хромосомных генах-мишенях (gyrA и rpoB , соответственно) ответственны за проявление устойчивых фенотипов [9].
Другой интересной особенностью биологии генов устойчивости B.fragilis к антибиотикам является то, что гены cepA и cfiA являются взаимоисключающими. Среди штаммов этого вида - cepA - положительные (I группа) и cfiA-положительные (II группа) образуют два отдельных генетических подразделения в популяции B. fragilis, что было подтверждено многочисленными результатами исследований, полученными с помощью различных методов молекулярного типирования с конца 1970-х до 2000-х годов [19-21]. 
1.3 Механизмы устойчивости B. fragilis к метронидазолу
Метронидазол - это противомикробное средство на основе 5-нитроимидазола. В настоящее время он является препаратом выбора, который обычно назначают для профилактики и лечения инфекций, вызванных B.fragilis [22]. На основании многочисленных исследований, проведенных в различных европейских странах, а также в Канаде, на Ближнем Востоке, в Азии, США было показано, что резистентность B.fragilis к метронидазолу составляет от 0,5% до 7,8%, в Южной Африке 8,7% и в Пакистане 16% [15, 23-25].
Механизм его действия заключается в том, что он проникает в клетку в виде неактивной формы (пролекарство) посредством пассивной передачи и активируется в цитоплазме бактерий [26]. Молекула лекарства превращается в нитро-свободный радикал за счет внутриклеточного восстановления, которое включает перенос электрона к нитрогруппе. Эта форма препарата может взаимодействовать с молекулой ДНК и оказывать цитотоксическое действие. Основной механизм действия еще не полностью объяснен и включает подавление репликации ДНК и нанесение вреда молекуле ДНК посредством окисления,  вызывая одноцепочечные и двухцепочечные разрывы, приводящие к деградации ДНК и последующей гибели организма [27-29]. 
Устойчивость к метронидазолу - это многофакторный механизм, в большинстве случаев, сочетающийся с присутствием nim- генов. 5-нитримидазолредуктазы кодируются nim генами, которые представлены 11 изоформами ( nimA-K ), имеющие 60% -70% взаимной гомологии и в основном действующие по одному и тому же механизму [25, 30]. Гены nim могут быть хромосомными или плазмидными и часто связаны с инсерционными последовательностями, которые могут передаваться при конъюгировании [31]. Инсерционные последовательности (IS) высокоспецифичны для каждого nim типа гена (nimA pIP417 IS1186, nimB хромосомный IS1186, nimC pIP419 IS1170, nimD pIP421 IS1169, nimEISBf) [10].  Установлено, что детерминанты IS обнаруживаемые выше nim  генов  увеличивают их экспрессию  [32, 33].
Исследования по изучению распространенности nim-генов среди анаэробных бактерий свидетельствуют о превалировании среди них nimA гена[34]. Присутствие гена nim  не обязательно вызывает терапевтическую резистентность к метронидазолу. В этих штаммах гены nim могут экспрессироваться на очень низком уровне или не экспрессироваться вообще «молчащие гены nim». Также, возможно, что мутация в гене nim или элемента IS выше nim генов, может привести к сверхэкспрессии молчащих nim генов и, таким образом, повысить минимальную подавляющую концентрацию метронидазола до уровней, обеспечивающих устойчивость к лекарствам [10, 34]. 
Существует также не основанный на nim механизм устойчивости к метронидазолу. Он включает в себя: отток лекарственного вещества, сверхэкспрессия белка RecA (резистентность к метронидазолу увеличивается за счет процессов репарации ДНК) и дефицит транспортера двухвалентного железа FeoAB (низкие уровни железа вызывают дефицит feoAB, что приводит к снижению электронно-опосредованной активации метронидазола) [28]. 
Таким образом, понимание механизмов устойчивости имеет важное значение для лечения, разработки новой альтернативной терапии и контроля метронидазол резистентных штаммов B. fragilis. 
1.4 Множественная лекарственная устойчивость B.fragilis
В 2015 г. в Венгрии был зарегистрирован первый случай МЛУ (множественная лекарственнаяу стойчивость) у B.fragilis. Штамм был устойчив к 10 антибиотикам: карбапенему, метронидазолу и комбинациям β-лактамов/β-лактамаз, и имел много генов резистентности, таких как cepA, erm (F), cfiA, nimA, tetQ [33]. J.Sóki и др. в 2016 году, по результатам исследований в пяти странах сообщили о появлении международного кластера изолятов МЛУ B. fragilis, несущихгены cfiA и nimB, а также IS1186 и IS4351. Штаммы проявляли резистентность к целому ряду антибиотиков: пиперациллин, пиперациллин/тазобактам, цефокситин, меропенем, метронидазол, моксифлоксацин, клиндамицин, тетрациклин и рифампицин и были чувствительны к тигециклину, хлорамфениколу и линезолиду. Штаммы были генетически родственны и несли общие гены резистентности, такие как cfiA и nimB, хотя и имели несколько различий, например, по присутствию генов erm (F) и tetQ [9].
Таким образом, они описали древний и преобладающий клон штаммов B.fragilis,  который на протяжении своей истории претерпел процесс дифференциации, что и привело к фенотипам множественной лекарственной устойчивости [9].
Интересно, что МЛУ штаммов могут сильно различаться в разных исследовательских центрах и странах. Так, результаты изучения в южноафриканском центре показали, что все изученные штаммы B.fragilis были чувствительны к эритромицину, клиндамицину и тигециклину и 8,7% штаммов проявляли МЛУ только к цефокситину, имипенему и тетрациклину [35]. Тогда как в многоцентровомисследовании Bacteroides в Венгрии большинство изолятов МЛУ проявили устойчивость к моксифлоксацину, тетрациклину, цефокситину и клиндамицину [36]. В Индии среди энтеротоксигенных штаммов B.fragilis частота МЛУ > 18%, при этом, МЛУ штаммы содержали ≥6 генов резистентности [37, 38]. 
Таким образом, многие исследователи предвидят появление анаэробов, в том числе B.fragilis, с широкой лекарственной устойчивостью (ШЛУ) или панрезистентностью, что подчеркивает необходимость разработки новых антибиотиков или разработки новых комбинаций для лечения анаэробных множественной и широкой лекарственной устойчивостей.
1.5. Геномный анализ B.fragilis
Наиболее важным различием между токсигенным штаммом (ETBF) и последовательностями генома нетоксигенных (NTBF) штаммов (NCTC9343, YCH46 и 638R) является наличие у B.fragilis острова патогенности (BfPAI), расположенный в конъюгативном транспозоне CTn86 размером 63 282 п.н. Интересно, что в геноме BOB25 присутствуют двекопии этого транспозона, разделенные 934,125 п.н. и ориентированные в противоположных направлениях [39].  
Остров патогенности этого штамма содержит ген энтеротоксина bft-2 и второй ген металлопротеиназы ( mpII ), который фланкирован генами мобилизации (bfmA, bfmB и bfmC) [40]. Интересно, что в отличие от большинства нетоксигенных штаммов, полная последовательность генома штамма ETBF BOB25 не содержит плазмид. [39].
Филогенетический анализ свидетельствует о том, что в ходе эволюции BFPAI несколько раз был приобретен нетоксигенными (NTBF) штаммами. Установлено, что на енотипическом уровне  штаммы ETBF менее приспособлены, чем штамм NTBF NCTC 9343, и более чувствительны к продуцируемому им белку, ингибирующему рост. Штаммы ETBF также обладают большей тенденцией к образованию биопленок, которые могут способствовать образованию заболеваний, чем штаммы NTBF[41].
Следует отметить, что Bacteroides активно продуцируют антимикробные факторы, нацеленные на близкородственные организмы. Штамм NCTC 9343 секретирует белок, ингибирующий рост штаммов ETBF, в то время как рост штамма NCTC 9343 и других штаммов NTBF ингибируется порообразующим белком (BSAP-1), продуцируемым штаммом 638R [42]. Таким образом, в кишечнике идет интенсивная конкуренция за ограниченные ресурсы. Предполагается, что эволюция внутри микробиома, происходит за счет приобретения нескольких генов или PAI посредством горизонтального переноса от множества родственных организмов. Хотя этого часто бывает недостаточным для поддержки роста в новой нише. В связи с чем перед исследователями стоит задача по выяснению роли большого количества генов в обеспечении адаптации микроорганизма к средео битания [41]. 
2 Материалы и методы исследований
2.1 Штаммы бактерий,  условия культивирования и их идентификация
Штаммы B.fragilis №1-12 были выделены из клинических образцов, полученных от пациентов, получавших лечение на базе Городской больницы №1, №2 и "Многопрофильной областной больницы №2". Предварительно, от пациентов было получено информированное согласие, одобренное и согласованное с Этическим комитетом РГП «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК (Выписка из протокола №4 от 29.08.2017). После получения информированного согласия на участие в исследовании, пациентам был предложен опросник, на основании которого были собраны анкетные данные пациентов.
Культивирование штаммов проводили на желчно-эскулиновом агаре для бактероидов. Чашки Петри с посевами инкубировали при 37°C в течении 48 часов в анаэробной среде. 
Все штаммы были идентифицированы с помощью ПЦР-амплификации гена 16S рРНК с использованием универсальных праймеров: 8f5’ – AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3 и 806R- 5’ggACTACCAgggTATCTAAT. Амплифицированные продукты секвенировали на автоматическом генетическом анализаторе 3730xl DNA Analyzer (Applid Biosystems) с последующим идентификацией в GeneBank по алгоритму BLAST. 
2.2 Идентификация бактерий с помощью MALDI-TOF
Культуру бактерии наносили на ячейку 96-луночного MSP-чипа (MSP 96 target polished steel BC, micro Scout Target). 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.
2.3 Определение антибиотикочувствительности [43]
Чувствительность к антимикробным препаратам - Минимальную подавляющую концентрацию (MПК) антибиотиков определяли с помощью стрипов-полосок M.I.C. Evaluator (Oxoid, Англия), на которые нанесены градиенты концентраций антибиотика и с помощью бумажных дисков, пропитанных антибиотикомв диапазоне от от0,015 до 256мкг/мл для метронидазола, клиндамицина; от 0,002 до 32мкг/мл для меропенемаи ципрофлоксацина, а также с использованием дисков для клиндамицина, с концентрацией антибиотика 2 мкг/л и 10 мкг/л. Полоски M.I.C.E. действуют по принципу оригинального устройства – E-теста. Было протестировано четыре антимикробных агента: 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 антибиотикоми инкубировали в течение 48 ч при 37°С в анаэробной атмосфере. После истечения времени инкубирования вокруг полоски или бумажных дисков образовывалась зона ингибирования. МПК определялась в точке, где зона роста микроорганизма пересекается с полоской. В случае использования бумажных дисков, результат учитывают путем измерения диаметра зоны вокруг диска в миллиметрах. Результаты интерпретировали в соответствии с контрольными точками EUCAST MIC для грамотрицательных анаэробов (http://www.eucast.org/).
2.4 Выделение бактериальной ДНК [44]
1) Бактерии, выращенные на твердой питательной среде, были  собраны бактериальной петлей и перенесены в чистую пробирку с  1,5 мкл ТЕ буфера, приготовлена равномерная суспензия. Центрифугировали при 10000 об/мин в течении 3 мин. Удалили надосадочную жидкость.
2) Ресуспендировали осадок в 500 мкл ТЕ буфера. Добавили 30 мкл    раствора 100/0 SDS и 6 мкл протиеназы К. Тщательно смещали и выдержали при 37 0С в течении 1 ч.
3) Добавили 100 мкл 5М NaCl и тщательно перемешали.
4) Добавили 80 мкл раствора СТАВ/NaCl, тщательно перемешали и инкубировали при 650С 10 минут.
5) Добавили 750 мкл хлороформ/изоамилового спирта, перемешали3 сек на вортексе, и центрифугировали при 8000 об/мин в течение 8 мин при комнатной температуре.
6) Тщательно отобрали вязкий водный (верхняя фаза) супернатант в новые микроцентрифужные пробирки, не затрагивая интерфазу.
7) Добавили 500 мкл хлороформ/изоамилового спирта, перемешали3 сек на вортексе, и центрифугировали при 8000 об/мин в течение 8 мин при комнатной температуре.
8) Собрали супернатант в новые микроцентрифужные пробирки. Добавили 0,6 объема изопропанола, чтобы прицепитировать нуклеиновые кислоты. Хорошо перемешали, переворачивая пробирку пока нити ДНК не сформировали ясно видимый осадок. Оставили пробирки на ночь на холоде при -200С.
9) Центрифугировали  при 10000 об/мин в течении 5 мин при комнатной температуре, удалили надосадочную жидкость.
10) Добавили 500 мкл 700/0 этанола, перемещали на вортексе,  центрифугировали при 10000 об/мин в течение 5 мин при комнатной температуре.
11) Повторно удалить надосадочную жидкость, добавив 500 мкл 700/0 этанола, центрифугировали  при 10000 об/мин в течение 5 мин при комнатной температуре
12) Удалили супернатант и поставили  в термостат для высыхания при 37 0С  в течение 15 мин.
13) Растворили осадок ДНК в 50 мкл ТЕ буфера, инкубировали при 600С в течение 1 ч.
14) Хранили ДНК в небольших аликвотах -200С.

Концентрацию ДНК измеряли спектрофотометрическим методом с использованием спектрофотометра NanoDrop при длине волны 260 нм.
2.5 Полногеномное секвенирование, сборка и анализ генома
2.5.1 Полногеномное  секвенирование на платформе  Ion Torrent 
Для подготовки геномных библиотек использовалась ДНК в количестве 100 нг, а также набор для подготовки библиотек Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher Scientific). 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 Fisher Scientific) и прибора CFX96 real-time PCR detection system (Bio-Rad). Эмульсионную ПЦР проводили на приборе Ion OneTouch2 (Thermo Fisher Scientific) с помощью набора Ion PGM HiQ OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific). Для оценки эффективности эмульсионной ПЦР был использован набор Ion Sphere™ Quality Control Kit (Thermo Fisher Scientific) с применением флуориметра Qubit 2.0. Обогащение положительных сфер с нанесёнными геномными библиотеками проводилось с использованием Ion PGM Enrichment Beads (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с протоколом производителя. Для секвенирования на платформе Ion Torrent использовали  чип «318» и набор Ion PGM™ HiQ Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific). Первичный анализ полученных данных проводился с помощью программного обеспечения Torrent Suite v5.0.5 (Thermo Fisher Scientific).
2.5.2 Полногеномное секвенирование на платформе MiSeq (Illumina)
Очистку ДНК проводили с помощью набора QIAamp® DNA MiniKit. Концентрацию ДНК измеряли с помощью набора Qubit® dsDNA HS AssayKit (Invitrogen) на флуориметре Qubit 2.0 (Invitrogen).
Для секвенирования использовали 150 нг геномной ДНК каждого штамма B.fragilis. Для подготовки геномных библиотек использовали набор реагентов Nextera DNA FlexLibraryPrep (Illumina) согласно инструкции производителя. 
Алгоритм приготовления библиотек включал в себя следующие этапы:

1) Тагментирование геномной ДНК. Фрагментация и маркирование ДНК адаптерами;

2)  Пост-тагментированная очистка;

3) Амплификация тагментированной ДНК;

4) Очистка библиотеки;

5) Соединение библиотек;

6) Подготовка к загрузке образцов.

Для секвенирования на платформе MiSeq Illumina использовали набор MiSeq Reagent Kit v.3 со считыванием парных концов 300 пар оснований (600 циклов; Illumina) в соответствии с инструкцией производителя.
Гены, обуславливающие резистентность к антибиотикам были идентифицированы с использованием следующих баз данных: CARD (https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi) (ПРИЛОЖЕНИЕ Б) и  PATRIC (https://www.patricbrc.org/).
3 Результаты исследований и их обсуждение
Из 83 клинических образцов, отобранных от пациентов с диагнозом острый перитонит, B.fragilis подтвердился у 12 (14,3%), B. ovatus-21 (25%), B. thetaiotamicron- 42 (50%) и другие виды 5 (B. clarus, B.salyersiae 5,9%) и в 3 случаях присутствовали микроорганизмы, не относящиеся к Bacteroides (4,8%).
В данное исследование были отобраны 12 штаммов B.fragilis, выделенных из клинических образцов человека. Все изоляты были проидентифицированы с помощью секвенирования гена 16S рРНК, а также с помощью MALDI-TOF/MS.
3.1 Определение чувствительности B.fragilis к противомикробным препаратам и распределение генов устойчивости
Результаты проведения фенотипических тестов на чувствительность к антимикробным препаратам у B fragilis (диапазоны значений МПК, МПК50 и МПК90) представлены в таблице 1.
Таблица 1 -Уровни чувствительности к антимикробным препаратам у B.fragilis
	Антимикробный препарат
	Критерии интерпретации МПК (мкг/мл)

	МПК (мкг/мл)
	Чувствительность (%)

	
	S≤
	R>
	Диапазон
	50%
	90%
	S
	R

	Меропенем
	2
	8
	0,002- 32
	0,064
	0,25
	100
	0

	Ципрофлоксацин
	-
	-
	0,002- 32
	>32
	2
	-
	-

	Метронидазол
	4
	4
	0,015 - 256
	0,25
	2
	91,7
	8,3

	Клиндамицин
	4
	4
	0,015 - 256
	0,5
	2
	100
	0

	Примечания - 1 S/R - контрольные точки EUCAST; 2 S-чувствительный; 3 R-резистентный; 4 МПК - минимальная подавляющая концентрация;5 МПК 50/90– это МПК, необходимая для ингибирования 50% и 90% штаммов, соответственно.




Как видно, из таблицы 1, 100% штаммов B.fragilis, изученных в настоящей работе проявили  чувствительность к меропенему и к клиндамицину, а также 91,7% проявили  чувствительность к метронидазолу.
Как было описано выше, у бактероидов резистентность к карбапенемам связана с присутствием гена cfiA (ccrA). В настоящей работе проведена корреляция между уровнем резистентности и присутствием гена, обуславливающего резистентность. Так, на рисунке 1 представлено распределение штаммов с различными значениями МПК в зависимости от присутствия или отсутствия  cfiAгена.
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Рисунок 1 -Распределение штаммов B.fragilis с различными значениями МПК в зависимости от присутствия  или отсутствия cfiA гена
Как видно из рисунка 1, среди изученных B.fragilis не было найдено меропенем резистентного штамма, хотя и был обнаружен один cfiA-положительный штамм, обладающий наибольшим значением МПК к меропенему (1 мкг/мл). Распределение cfiA-положительного штамма B. fragilis на уровне 8,3%в исследуемой группе коррелирует с результатами многочисленных исследований [45].
Распределение штаммов с различными значениями МПК для метронидазола в зависимости от присутствия или отсутствия nim гена приведено на  рисунке 2.  
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Рисунок 2 - Распределение штаммов B.fragilis с различными значениями МПК в зависимости от присутствия  или отсутствия nim гена
Как видно из рисунка 2, среди исследуемой группы бактероидов был обнаружен только один nim-положительный и метронидазол резистентный штамм B.fragilis (МПК>256мкг/мл). 
Распределение штаммов с различными значениями МПК для клиндамицина в зависимости от присутствия или отсутствия erm гена приведено на  рисунке3. 
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Рисунок 3 - Распределение штаммов B.fragilis с различными значениями МПК в зависимости от присутствия или отсутствия  erm гена
Как видно из рисунка 3, распределение МПК по отношению к клиндамицину было четырех модальным (0,06, 0,12, 0,5 и 2 мкг/мл). erm-положительных штаммов не обнаружено.
Многие исследователи предполагают, что  ген gyrA  у B.fragilis играет ключевую роль в предании резистентности к фторхинолонам [46].Распределение штаммов с различными значениями МПК для ципрофлоксацина в зависимости от присутствия или отсутствия gyrA гена приведено на  рисунке 4.
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Рисунок 4 - Распределение штаммовB. fragilis с различными значениями МПК в зависимости от присутствия или отсутствия gyrA гена
Из рисунка 4 видно, что среди изученных бактероидов был обнаружен ципрофлоксацин резистентный штамм B. fragilis 1, у которого присутствовал gyrA ген, с которым, как было указано выше, многие исследователи связывают фенотипическую резистентность к ципрофлоксацину [46]. Также из рисунка 4 видно, что распределение МПК по отношению к ципрофлоксацину было пятимодальным со следующими пиками: 0,01, 1, 2, 4 и >32 мкг/мл, при этом 7 штаммов проявили фенотипическую резистентность к ципрофлоксацину (МПК>32 мкг/мл).
На рисунке 5 рассмотрено распределение генов cepA, tetQ, adeFсреди изученных штаммов B.fragilis (согласно базе CARD).

[image: image5.png]Pacrq)enene}-me TE€HOB

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Illtanvsl B.fragilis

mcepA MtetQ madeF




Рисунок 5 - Распределение генов cepA, tetQ, adeF среди штаммов B.fragilis
Как видно из рисунка 5, во всех 12 штаммов B. fragilis(100%) обнаружен ген adeF, который связан с устойчивостью к фторхинолонам и тетрациклинам, у 11 штаммов (90%) обнаружен ген cepA, который связан с устойчивостью к цефалопоринам и у 7 штаммов (58%) обнаружен ген tetQ, который также связан с устойчивостью к тетрациклину, Интересно, что у 6 штаммов одновременно присутствовали все три гена (adeF, cepA и tetQ). Также следует отметить, что у B.fragilis 6, кроме трех рассмотренных выше генов (adeF, cepA и tetQ) также был обнаружен ген mef, который связан с устойчивостью к макролидам.
Таким образом, среди изученных штаммов бактероидов только у одного штамма (B.fragilis1) была установлена коррелирующая связь между фенотипической устойчивостью и генами резистентности. Так, обнаруженный nim ген коррелировал с фенотипической резистентностью к метронидазолу, а gyrA ген с фенотипической резистентностью к циклофлоксацину (МПК>32 мкг/мл). Тогда как обнаруженный у него cfiA ген, предположительно находился в «молчащем виде», так как не было отмечено фенотипической резистентности к меропенему. Следует отметить, что в геноме B.fragilis 1 с помощью базы PATRIC дополнительно были обнаружены следующие гены – мишени для антибиотиков: Dfr ген, придающий устойчивость триметоприму (триметоприм/сульфаметоксазол); folP ген, кодирующий дигидроптероатсинтазу, участвующего в биосинтезе фолиевой кислоты; ген  gyrB, который также как и ген gyrA, придает устойчивость B.fragilis к фторхинолонам.
3.2 Полногеномное секвенирование штаммов бактерий группы B.fragilis. Статистический и биоинформатический анализ полученных результатов, создание базы данных.
По результатам полногеномного анализа, последовательности геномов B.fragilis (BFR_KZ01-BFR_KZ12) были задепонированы в GenBank с присвоением соответствующих номеров доступа (таблица 2). Аннотация выполнена с использованием NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/), что позволило определить общее количество генов, включая, кодирующие последовательности (CDSs); rRNA и tRNA для каждого отдельного генома B.fragilis. Результаты полногеномного секвенирования штаммов B.fragilis представлены в таблицах 2 и 3.
Таблица 2 - Общая характеристика генома B.fragilis
	№
	Наименование штамма
	Размер генома
	% покрытия генома
	Содержание G+C (%)

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Bfr-1
	5 300 397
	42.658
	43.43

	2
	Bfr-2
	5 163 847
	49.634
	43.04

	3
	Bfr-3
	5 799 913
	20
	42.79

	4
	Bfr-4
	5 233 254
	20
	43.41

	5
	Bfr-5
	5 235 902
	38.565
	43.36

	6
	Bfr-6
	5 264 546
	49.394
	43.33

	7
	Bfr-7
	5 188 162
	19.59
	43.25

	8
	Bfr-8
	5 251 033
	64.17
	43.24

	9
	Bfr-9
	5 133 209
	29.757
	43.45

	10
	Bfr-10
	5 252 966
	31.158
	43.12

	11
	Bfr-11
	5 242 126
	33.68
	43.4

	12
	Bfr-12
	5 341 555
	31.143
	43.39


Таблица 3 - Характеристика генома B.fragilis
	№
	Наименование штамма
	Номер доступа GenBank
	Количество CDSs
	Количество rRNA генов
	Количество tRNA генов

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	Bfr-1
	SSKL00000000.1
	5 300 000
	3, 1, 1

(5S, 16S, 23S)
	62

	2
	Bfr-2
	SSKK00000000.1
	4 476 000 

	4, 3, 7
(5S, 16S, 23S)
	61

	3
	Bfr-3
	SSKJ00000000.1
	5 288 000

	6, 1, 5
(5S, 16S, 23S)
	62



	4
	Bfr-4
	JACEFH000000000
	3 979 000

	4, 1, 1
(5S, 16S, 23S)
	60



	5
	Bfr-5
	JACENG000000000
	4 235 000

	2, 2, 4
(5S, 16S, 23S)
	67



	6
	Bfr-6
	JACFSS000000000
	4 274 000

	5, 6, 3
(5S, 16S, 23S)
	66



	7
	Bfr-7
	JACFST000000000
	4 221 000

	2, 2, 2
(5S, 16S, 23S)
	69



	8
	Bfr-8
	JACFSU000000000
	4 216 000

	5, 5, 4
(5S, 16S, 23S)
	64



	9
	Bfr-9
	JACFSV000000000
	4 098 000

	4, 3, 1
(5S, 16S, 23S)
	63



	10
	Bfr-10
	JACFSW000000000
	4 192 000

	2, 3, 2
(5S, 16S, 23S)
	64



	11
	Bfr-11
	JACFSX000000000
	4 235 000

	5, 1, 1
(5S, 16S, 23S)
	64



	12
	Bfr-12
	JACFSY000000000
	4 365 000

	3, 3, 5
(5S, 16S, 23S)
	67



	Примечание - Bfr-B.fragilis



Также, данные, полученных после полногеномного секвенирования позволили провести филогенетический анализ штаммов, использованных в работе.  Результаты филогентического анализа представлены нарисунке 6.
[image: image52.png]Y ™M voursmic x J Aedtoriaime x \ [ 364020 x Y @riovramai x VG nepesoaun x [ zholdybaye x ¥ | scopus-pe x ¥ I scopus-Mie X \ & Cravarme X [ J6aRD20 x ¥ [3 J6RD20 X
& = € @ htips://www editorialmanager comjaar/default aspx v =

JOURNAL OF GLOBAL ANTIMICROBIAL RESISTANCE Mgnagg'ral

Howe « 10 REGITER » UFDATE MY INFORVATION + JOURIALC [rutnor -

AN M+ JEMIT & WANUSCRIPT o INSTRUCTIONS FOR AUTHC

Submissions Needing Revision for Author Elena Zholdybayeva, PhD

Click ‘File Inventory' to download the saurse files for the manuseript. Click Revise Submission’ ta submit a revision of the manuscript. If you Decline Ta Revise the manuseript, it will be maved to the Declined Revisions folder.

IMPORTANT: If your revised files are not ready to be submitted, do not dlick the ‘Revise Submission’ link

Page: 1 of 1 (1 total subrmissions) Display [10 [ = results per page

Date Revision
Due
AY

Action Links  JGAR-D-20-00560 Dsterminants for resistance in B fragils strain BFR_K201 isolated from a patient with Aug 03, 2020 Nov 23,2020  Sep24,  Revise Major
peritonitis in Kazakhstan 2020 revision
Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display [10 | - results per page.

<< Author Main Menu

You should use the free Adobe Reader 10 or later for best PDF Viewing results.

-





Рисунок 6 - Филогентический анализ B.fragilis
Как видно из рисунка 6, штаммы B.fragilis под номерами Bfr 8, 11, 4, 12, 5, 2 и 3  образуют два отдельных кластера. Штамм B.fragilis Bfr6 близкородственный с штаммом YCH46, который был выделен от пациента с сепсисом в Японии в 2004 году и не является токсинсодержащим [47]. Штамм Bfr10 имеет близкие генетические дистанции со штаммами B.fragilis OF05-11AC (NZ_QSWE00000000.1) и штаммом B. fragilis GUT04(NZ_CP043610.1), которые выделены из кишечника человека в Китае и Южной Корее, соответственно. В отдельный кластер расположились  бактериальные штаммы Bfr7 и Bfr9. B.fragilis Bfr1 находится удаленно от всех исследуемых штаммов.
Общеизвестно, что филогенетический анализ не позволяет кластеризовать токсигенные ETBF штаммы B.fragilis от нетоксигенных штаммов, в определенную специфическую группу. Также и в нашей работе можно увидеть (рисунок 6) ETBF штамм BOB25 располагается между исследуемыми штаммами Bfr1-Bfr12 без выделения в какую-то определенную группу.
Следует отметить, что проведенный в настоящей работе, анализ множественного выравнивания B.fragilis показал отсутствие последовательностей bft-2 и mpII (гены, кодирующие островок патогенности), фланкированных bfmA, bfmB, bfmC во всех геномах исследованных нами штаммов. Таким образом, все изученные нами штаммы B.fragilis относятся к NTBF штаммам.
Fircative C. и др. в 2012 г. сообщили о возможности применения MALDI-TOF-масс-спектрометрии протеома для построения MSP-дендрограмм для выявления филогенетических связей штаммов [48].
Таким образом, на основе сравнения белковых профилей между изолятами B.fragilis построенна MPS дендограмма (рисунгок 7). В белковый профиль включены в основном, рибосомальные белки, как наиболее высокоэкспрессируемые. 
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Рисунок 7 - MPS дендограммаизолятов B.fragilis
Из рисунка 7 видно, что штаммы Bfr1 и Bfr 2 расположились в отдаленный кластер относительно других исследуемых изолятов. Таким образом, полученная MSP-дендрограмма отражает реальные родственные связи между выделенными штаммами.
Все полученные данные относительно изучаемых штаммов  - антибиотекочувствительность,  полногеномные данные, гены резистентности  оформлены в виде  базы данных.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе выполнения настоящей работы в период с января 2018 по октябрь 2020 г от пациентов-добровольцев с различными интраабдоминальными инфекциями, получавших лечение в больницах города Нур-Султан, было собрано 83 клинических образца, из которых в дальнейшем были выделены 12 штаммов B.fragilis, сформировавшие в последующем рабочую коллекцию бактероидов. Видовая  идентификация всех бактерий группы B.fragilis определена методом определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16SrRNA гена и методом MALDI-TOF MS. 
Изучена антибиотикочувствительность B.fragilis по отношению к широко применяемым для лечения интраабдоминальных инфекций четырем антибиотикам: меропенем, метронидазол, клиндамицин и ципрофлоксацин. Показано, что 100% штаммов B.fragilis, изученных в настоящей работе, чувствительны к меропенему и к клиндамицину, 91,7% - к метронидазолу. Следует отметить, что 58% изученных штаммов проявили фенотипическую резистентность к ципрофлоксацину (МПК>32) мкг/мл. 
Кроме того, с помощью приложения MALDI– TOFMS: ClinProTools 3.0.22 за короткий промежуток времени и с высокой вероятностью была проведена дифференциация бактерий группы B.fragilis на cfiA – положительные и cfiA – отрицательные штаммы. Установлено, что B. fragilis 1 является  cfiA – положительным, а остальные изученные штаммы cfiA – отрицательными. Использование метода изучения MS-пиков позволяет сократить время для прогнозирования чувствительности к карбапенемам (одному из основных лекарственных препаратов для лечении анаэробных инфекций) с целью подбора более эффективного режима антибиотикотерапии.
Полногеномное секвенирование  последовательностей геномов B.fragilis проведено с использованием двух платформ: Ion Torrent (Life Technologies) и MiSeq (Illumina). Это позволило более достоверно не только охарактеризовать геномы, но и более полно изучить распределение генов антибиотикорезистентности. Показано, что 100% штаммов B.fragilis несут ген adeF, который связан с устойчивостью к фторхинолонам и тетрациклинам, 90%-cepA ген, который связан с устойчивостью к цефалопоринам, 58% - ген tetQ, который также связан с устойчивостью к тетрациклину. Следует отметить, что у 6 штаммов одновременно присутствовали все три вышеперечисленных гена (adeF, cepA и tetQ), а в геноме штамма B.fragilis 6, также обнаружен ген mef, который связан с устойчивостью к макролидам. Показано, что гены cfiA, nim и gyrA встречаются в исследованной группе на уровне 8,3%. 
Также, следует отметить, что только у одного штамма (B.fragilis1) установлена коррелирующая связь между фенотипической резистентностью и наличием гена резистентности в отношении сразу к двум антибиотикам: метронидазолу (nim ген) и ципрофлоксацину (gyr A ген). Интересно, что обнаруженный у данного штамма cfiA ген, находится в «молчащем виде», так как не отмечено фенотипической резистентности к меропенему. Кроме того, в геноме B.fragilis 1 были обнаружены гены Dfr, придающий устойчивость триметоприму и ген gyrB, также как и вышеуказанный ген gyrA,придающий устойчивость B.fragilis  фторхинолонам.
Таким образом, у большинства исследованных штаммов отсутствуют гены резистентности к антибиотикам широко применяемым в терапии анаэробных инфекций. В связи с чем, они продолжают быть чувствительными к ним. Поэтому на локальном уровне такие противомикробные препараты как метронидазол, клиндамицин и меропенем остаются эффективными препаратами выбора при терапии анаэробных инфекций, вызываемых видами B.fragilis.
За отчетный период опубликованы 7 публикаций  и одна публикация находится на этапе устранения замечаний после первого рецензирования (Приложение В, Г).
Задачи, поставленные по проекту, выполнены согласно календарному плану в полном объеме. 
Разработка рекомендаций и исходных данных по конкретному использованию результатов НИР.
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. По завершению проекта результаты НИР будут активно использоваться врачами в клиниках. На основе полученных результатов будут применятся не эмпирические, а более эффективные схемы лечения при интраабдоминальных инфекциях.
Результаты оценки технико-экономической эффективности внедрения
Полученные результаты позволят проводить более быстрый и менее дорогостоящий мониторинг антибиотикорезистентности и распределения генов резистентности среди штаммов B.fragilis с целью осуществления более эффективной антибиотикотерапии при интраабдоминальных инфекциях.
Результаты оценки научно-технического уровня выполненной НИР в сравнении с лучшими достижениями в данной области.
В данном проекте использовались современные, точные, быстрые методы и технологии исследования, включая MALDI-TOF идентификацию и дифференцирование, определение антибиотикочувствительности согласно мировым стандартам EUCAST, полногеномное секвенирование с использованием двух современных платформ (Ion Torrent и MiSeq).
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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





[image: image9.jpg]u30aTH Gakrepuii rpynns
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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daxropom. [Tybnukarms B - |mmu Scopus ¢ HEHYIEBBIM
xypuane Eurasian Journal MMIAKT-GaKTOPOM, 2
of Applied Biotechnology. nyGnuKanuii B peLeH3upyeMbiX

3apyOeKHBIX ¥ OTE€YCCTBEHHBIX
HayYHBIX H3/IAHHAX C
HEHYJIEBBIM HMITAKT-(PaKTOpOM
( Eurasian Journal of Applied

Biotechnology).
Or 3akazumka: Or cho:mufmm:
Ilpencenarens U.o.Ienepansroro mupexropa PI'TI va IIXB

OHAILHBIA HEHTP OHOTEXHONOTHH)

Pamankynios E.M.

{ OsHakomeH:
HayuHblit pyKoBOAWTENb IPOCKTA

M"‘i ‘_,." Manxynon EM.
(nonmuck)





ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Отчеты об идентификации генов, обуславливающих резистентность к антибиотикам с использованием базы данных: CARD (https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi)
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Searcl
% Identity
N of % Length of
RGI ARO Detection AMR Drug Resistance Matching Reference
Criteria  Term  SNP Criteria Gene Family Class Mechanism Region Sequence
Perfect ceph I ot cephalosporin el 100.0 100.00
model lactamase inactivation
resistance-
otein homoing | MOUIEt-cel fluoroguinslone
Strict adeF P e 9 division (RND) antibiotic, antibiotic efflux 44.12 98.21
antibiotic effiux tetracycline antibiotic
pump
tetracycline-
tein hi Il tibiotic t: t
Strict teta Protemiomolod o ictant ribosomal tetracycline antibiofic e 2 oe 97.04 9756
model protection
protection pratein
resistance-
otein homoing | MOUIEt-cel fluoroguinslone
Strict adeF P e 9 division (RND) antibiotic, antibiotic efflux 4235 10000
antibiotic effiux tetracycline antibiotic
pump
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Perfect, Strict, complete genes only
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Detection
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C |8 htps: //card memaster.ca/rgiresults/87LKezFqaStA0r 362k 27Cnyk BVKKKYERR 2MArC
Bir-1_scaffolds_up_500bp.fasta Bir- April 29, 2020 Perfect, Strict, complete genes 1 2 0
7_scaffolds_up_500bp_cov20 08:53.25 only
Searcl
% Identity
N of % Length of

RGI ARO Detection AMR Drug Resistance Matching Reference

Criteria  Term  SNP Criteria Gene Family Class Mechanism Region Sequence

Perfect ceph protein homolog - £epA beta- cephalosporin antibiotie 100.0 100.00

model lactamase inactivation
resistance-
otein homoing | MOUIEt-cel fluoroguinslone

Strict adeF P e 9 division (RND) antibiotic, antibiotic efflux 4235 10000
antibiotic effiux tetracycline antibiotic
pump
resistance-

otein homoing | MOUIEt-cel fluoroguinslone

Strict adeF P e 9 division (RND) antibiotic, antibiotic efflux 44.12 98.21
antibiotic effiux tetracycline antibiotic
pump
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pump
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