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РЕФЕРАТ

Отчет 25 с., 2 табл., 19 источн., 1 прил.
ТИМЬЯНА ПОЛЗУЧЕГО ЭКСТРАКТ СУХОЙ, ТИМЬЯНА ЧАСТОЛИСТОГО ЭКСТРАКТ СУХОЙ, ЖИДКИЕ ЛЕКАРСТВЕННЫЕ ФОРМЫ, ТЕХНОЛОГИЯ, АНТИБАКТЕРИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ, HELICOBACTER PYLORI.
Объектами исследований являются жидкие лекарственные формы на основе субстанций «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой», их состав, технологии получения и антибактериальное действие в отношении Helicobacter pylori.
Цель работы: Разработка оптимального состава и технологии получения оригинальных лекарственных средств на основе отечественного растительного сырья для лечения и профилактики Helicobacter pylori – ассоциированных заболеваний.
В ходе работы проводится комплекс исследований, включающий физико-химические, химические, фармакопейные, технологические, микробиологические и фармакологические методы, которые соответствуют требованиям ОФС Государственной фармакопеи Республики Казахстан, European Pharmcopoeia, United States Pharmacopeia, British Pharmacopeia, ФС и других нормативных документов, действующих на территории Республики Казахстан.
За отчетный период наработаны опытные партии субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в количестве 500 г и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» 500 г, для разработки оптимального состава и технологии получения жидких лекарственных форм на их основе. Показатели качества полученных субстанций соответствуют всем требованиям аналитических нормативных документов.

Впервые создана коллекция клинических штаммов Helicobacter pylori. Получены клинические штаммы Helicobacter pylori от 50 больных, проведены изоляция, идентификация, описание и сохранение в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов. Клинические штаммы Helicobacter pylori будут использованы для изучения антибактериального действия жидких лекарственных форм в виде сиропов, суспензий и эмульсий, содержащих субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в различных концентрациях, в экспериментах in vitro и in vivo.
Область применения: фармация, технология фармацевтического производства, фармакология.
ТҰЖЫРЫМ

Есеп 25 б., 2 кесте, 19 дереккөз, 1 қосымша
ТАСШӨП ЖЕБІРДІҢ ҚҰРҒАҚ СЫҒЫНДЫСЫ, ЖАПЫРАҚТЫ ЖЕБІРДІҢ ҚҰРҒАҚ СЫҒЫНДЫСЫ, СҰЙЫҚ ДӘРІЛІК ТҮРЛЕР, ТЕХНОЛОГИЯ, БАКТЕРИЯҒА ҚАРСЫ ӘСЕРІ, HELICOBACTER PYLORI.
Зерттеу нысандары: "Тасшөп жебірдің құрғақ сығындысы" және "Жапырақты жебірдің құрғақ сығындысы" субстанциялар негізінде сүйық дәрілік формалар, олардың құрамы, жасау технологиясы және Helicobacter pylori қарсы антибактериялық әсері.
Жұмастың мақсаты: Helicobacter pylori – ассоциацияланған ауруларды емдеу және алдын алу үшін отандық өсімдік шикізаты негізінде бірегей дәрілік заттарды алудың оңтайлы құрамы мен технологиясын әзірлеу.

Жұмыс барысында кешенді зерттеулер жүргізіледі, оның ішінде Қазақстан Республикасының Мемлекеттік фармакопеясының ЖФМ, European Pharmcopoeia, United States Pharmacopeia, British Pharmacopeia, ФМ және басқа да Қазақстан Республикасында қолданыстағы нормативтік құжаттардың талаптарына сәйкес келетін физико-химиялық, химиялық, фармакопеялық, технологиялық, микробиологиялық және фармакологиялық әдістер.

Есепті кезеңде "Тасшөп жебірдің құрғақ сығындысы" субстанция 500 г көлемінде және "Жапырақты жебірдің құрғақ сығындысы" субстанция 500 г көлемінде тәжірибелік партиялар жасалды, олардың негізінде сұйық дәрілік формаларды алудың оңтайлы құрамы мен технологиясын жасау үшін. Алынған субстанциялар сапасының көрсеткіштері талдамалық нормативтік құжаттардың барлық талаптарына сәйкес келеді.

Helicobacter pylori клиникалық штаммдарының коллекциясы алғаш рет жасалды. 50 науқастан Helicobacter pylori клиникалық штаммдары алынды, оқшаулау, сәйкестендіру, сипаттау және сақтау микроорганизмдердің таза мәдениетінің коллекциясы түрінде жүргізілді. Helicobacter pylori клиникалық штамдары "Тасшөп жебірдің құрғақ сығындысы" және "Жапырақты жебірдің құрғақ сығындысы" субстанцияларының әртүрлі концентрациялары бар сироптар, сузпензиялар және эмульсиялар түріндегі сұйық дәрілік формалардың бактерияға қарсы әсерін in vitro және in vivo тәжірибелерінде зерттеу үшін қолданылады.

Қолдану саласы: фармация, фармацевтикалық өндіріс технологиясы, фармакология.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:
АНД – аналитический нормативный документ

г - грамм

ГФ РК – Государственная Фармакопея Республики Казахстан

кГц – килогерц

мг - милиграмм

мл – миллилитр

Mr – молекулярная масса

НИР – научно-исследовательская работа 
о.с.ч. – особо чистый 

ОФС – общая фармакопейная статья

х.ч. – химически чистый 

ч.д.а. – чистый для анализа
ВВЕДЕНИЕ

Helicobacter pylori – особый вид патогенных бактерий, которые инфицируют желудок и двенадцатиперстную кишку, приводят к воспалениям и развитию гастрита, язвы и впоследствии к раку. Эта бактерия признана Международным агентством по исследованию рака (IARC) и Всемирной организацией здравоохранения как канцер I класса [1, 2]. Снижение эффективности стандартной терапии антибиотиками для ликвидации H. pylori зафиксировано более чем у 80% пациентов из-за развития устойчивости к антибактериальным препаратам [3]. Поэтому все больше исследований посвящено поиску более эффективных и альтернативных терапевтических подходов, например, фитомедицина [4]. 
Лекарственное растительное сырье трава тимьяна ползучего (Thymus serpyllum L.) включена в Государственные Фармакопеи Казахстана, Российской федерации, Украины и других стран [5-7]. Британская травяная фармакопея классифицирует тимьяна ползучего как лекарственное растение и рекомендует для лечения бронхита, бронхиального катара, коклюша и острого фарингита [8]. 

Впервые в мировой практике, по результатам исследования установлено, что сухой ультразвуковой экстракт тимьяна ползучего обладает выраженным антибактериальным действием в отношении Helicobacter pylori и является перспективной субстанцией для создания лекарственных средств для лечения и профилактики Helicobacter pylori – ассоциированных заболеваний [9, 10]. 

Во избежание возможного истощения запасов лекарственного растительного сырья на территории Казахстана, необходимо расширение сырьевой базы официальных лекарственных растений за счет дополнительных растительных источников, в частности, эндемичных видов. Нами впервые получен сухой экстракт тимьяна частолистого (Thymus crebrifolius Klok.), эндемичного растения флоры Казахстана, с использованием ультразвука. Сухой экстракт тимьяна частолистого обладает широким спектром антимикробного действия, в том числе в отношении Helicobacter pylori, при этом не токсичен, и может быть использован в качестве антимикробного средства широкого спектра действия как индивидуально, так и в комплексной терапии [11].
Предварительно были получены опытные образцы фармацевтических композиций в виде жидких лекарственных форм, содержащие субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанцию «Тимьяна частолистого экстракт сухой» в различных концентрациях. Экспериментально установлено, что все опытные образцы фармацевтических композиций, при минимальной концентрации субстанций «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» обладают выраженным антибактериальным действием и ингибируют рост эталонного штамма Helicobacter pylori ATCC43504 на 100%, при этом проявляют дозозависимый эффект.
Поэтому разработка оптимального состава и технологий получения жидких лекарственных форм в виде сиропов, суспензий и эмульсий, содержащих субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанцию «Тимьяна частолистого экстракт сухой», исследование их антибактериального действия в отношении контрольного и клинических штаммов Helicobacter pylori в эксперименте in vitro и изучение фармакологического действия в эксперименте на животных, определение эффективной и терапевтической дозы, схемы лечения, является актуальной задачей.

Целью исследования по этапам НИР на 2020 г. является наработка опытных партий субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой», субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой», их стандартизация, и создание коллекция клинических штаммов Helicobacter pylori.

Задачи исследования:
1. Наработать опытные партии субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» соответствующего качества для разработки оптимального состава жидких лекарственных форм на их основе.
2. Получение клинических штаммов  Helicobacter pylori от 50 больных: изоляция, идентификация, описание и сохранение в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов.
За отчетный период наработаны опытные партии субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в количестве 500 г и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» 500 г, для разработки оптимального состава и технологии получения жидких лекарственных форм на их основе. Показатели качества полученных субстанций соответствуют всем требованиям аналитических нормативных документов.

Впервые создана коллекция клинических штаммов Helicobacter pylori. Получены клинические штаммы Helicobacter pylori от 50 больных, проведены изоляция, идентификация, описание и сохранение в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов. Клинические штаммы Helicobacter pylori будут использованы для изучения антибактериального действия жидких лекарственных форм в виде сиропов, суспензий и эмульсий, содержащих субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в различных концентрациях, в экспериментах in vitro и in vivo.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР

1 Применение лекарственных растений для лечения инфекции Helicobacter pylori 
В настоящее время инфекция Helicobacter pylori относится к одной из наиболее распространенных бактериальных инфекций человека. Согласно эпидемиологическим данным, более 50% населения мира (примерно три миллиарда человек) инфицировано данным микроорганизмом. При этом исследователями многих стран наглядно показана прямая корреляционная зависимость степени инфицированности жителей от общего экономического развития страны, уровня жизни и образования, а также санитарно-гигиенических условий проживания. Так, в индустриально развитых странах от 20 до 50% взрослого населения инфицировано H. pylori, а в развивающихся странах уровень инфицированности превышает 80%  [12].
Лечение инфекции H. pylori остается относительно сложной задачей ввиду отсутствия схем, гарантирующих 100%-ю эффективность. Если в середине 90-х годов прошлого столетия эффективность триплетной терапии составляла 90%, то в настоящее время во многих регионах мира редко превышает 60%  [13]. 

Большое количество исследований посвящено антихеликобактерным свойствам лекарственных трав. Полученные данные могут внести свой вклад для разработки новых лекарственных средств для лечения заболеваний вызванных Helicobacter pylori.
Растения с выраженным антибактериальным эффектом в отношении H. pylori принадлежат к нескольким семействам, включая Amaryllidaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, Apocynaceae, Asclepiadoideae, Asteraceae, Bignoniaceae, Clusiaceae, Chancapiedra, Combretaceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Lythraceae, Menispermaceae, Myristicaceae, Myrtaceae, Oleaceae, Papaveraceae, Plumbaginaceae, Poaceae, Ranunculaceae, Rosaceae и Theaceae [14, 15, 16].
Нами впервые установлено, что сухой экстракт лекарственного растения тимьяна ползучего и эндемичного растения тимьяна частолистого обладает выраженным антибактериальным действием в отношении Helicobacter pylori и является перспективными субстанциями для создания оригинальных лекарственных средств для лечения и профилактики Helicobacter pylori – ассоциированных заболеваний [9, 10, 11]. 

2 Материалы и методы исследования

Материалы и методы, использованные нами для проведения научных исследований, соответствуют требованиям ОФС Государственной фармакопеи СССР ХI издания, Еuropean Pharmacopoeia, United States Pharmacopoeia, Вritish Pharmacopoeia, ОФС и другой нормативной документации, регламентирующей качество лекарственных средств в Республике Казахстан.
2.1 Материалы исследований

Растительное cырьe. В работе использована надземная часть растений, которые были собраны в популяциях Карагандинской области Республики Казахстан: лекарственное растение тимьян ползучий (Thymus serpyllum L.) в горно-лесном массиве Каркаралинска и эндемичное растение тимьян частолистый (Thymus crebrifolius Klok.) в окрестностях города Жезказган в горах Улытау, в июне 2020 г., в фазу полного цветения. Ботаническая идентификация была подтверждена в Институте ботаники и фитоинтродукции Комитета науки Министерства образования и науки Республики Казахстан. Растительное сырье высушили, измельчили и хранили в соответствии с требованиями ГФ РК для лекарственных растений.
Субстанции. Субстанция «Тимьяна ползучего экстракт сухой», субстанция «Тимьяна частолистого экстракт сухой».
Реактивы и растворители: 

В экспериментальных исследованиях использованы химические реактивы и растворители квалификации «о.с.ч.», «х.ч.», «ч.д.а.».

96% спирт этиловый. C2Н5ОН. (Mr 46.07). 102500. [64-17-5]. Бесцветная, прозразная, летучая, легковоспламеняющаяся жидкость. Гигроскопична. Смешивается с водой и метиленхлоридом. Горит голубым бездымным пламенем. Спирт этиловый широко используется в качестве растворителя и экстрагента (ГФ РК, Т. 2, с. 581).

Вода очищенная. H2O. (Mr 18, 02). 1095500. [7732-18-5]. Вода, предназначенная для приготовления лекарственных средств, кроме стерильных и апирогенных, при отсутствии других указаний (ГФ РК, Т. 2, с. 168).
Алюминия хлорид. AICl3·6H2O (Mr 241.4). 1002700. [7784-13-6]. Кристаллический порошок от белого до слегка желтоватого цвета, гигроскопичен. Легко растворим в воде и 96 % этаноле (ГФ РК, Т. 1, с. 330).
Уксусная кислота. C2H4O2. (Мr 60.1). 1000300. [64-19-7]. Бесцветная жидкость или белые блестящие папоротникообразные кристаллы. Легко смешивается или легко растворяется в воде, 96 % спирте, глицерине (85 %) и в большинстве жирных и эфирных масел (ГФ РК, Т. 1, с. 432).   

Хлороводородная кислота. HCl (Mr 36.46). 1043500. [7647-01-0]. Прозрачная бесцветная дымящая жидкость. Смешивается с водой (ГФ РК, Т. 1, с. 439). 
2.2 Методы исследований 

Для проведения физико-химических и фармацевтических исследований использованы следующие приборы: ультразвуковая баня Ultrasonic Cleaner (Китай), спектрофотометр Implen Nanophotometr P 330 (Implen GmbH, Германия).
Ультразвуковая экстракция

Субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» получали двукратной экстракцией воздушно-сухого сырья (листья, цветочные корзинки и тонкие стебли) 70% этанолом, без замачивания, соотношение массы сырья и объема экстрагента 1:20, на ультразвуковой бане Ultrasonic Cleaner (Китай) при частоте ультразвукового излучения 40 кГц, при комнатной температуре (20-22(С), в течение 30 минут. После ультразвуковой обработки жидкие экстракты отфильтровали и упарили экстрагент на ротационном испарителе «Labtex» (Россия) досуха, при температуре 50(С.
Физико-химические методы:
УФ-спектрофотомерия. Определение количественного содержания суммы флавоноидов в субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой», в пересчете на цинарозид, проводили методом дифференциальной спектрофотометрии с добавлением комплексообразователя AlCl3 на спектрофотометре Implen Nanophotometr P 330 (Implen GmbH, Германия) по методике [17] с некоторыми модификациями.


Химические методы:
Качественная реакция. К 20 мг субстанций, растворенных в 2 мл спирта этилового 96%, прибавляют 5-7 капель кислоты хлороводородной концентрированной, 0,01 г металлического магния или цинка, подогревают на водяной бане, появляется оранжевое окрашивание (флавоноиды).
Фармакопейные методы:
-  определение цвета, вкуса, запаха субстанций «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» проводили по методике, изложенной в ГФ РК, Т. 1, с. 548.

- растворимость субстанций «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» определяли по методике, описанной в ГФ РК, Т. 1, 1.4.
- потерю в массе при высушивании субстанций «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» определяли по методике, изложенной в ГФ РК, Т. 1, 2.5.12.
- количественное содержание тяжелых металлов в субстанциях «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» определяли по методике, изложенной в ГФ РК, Т. 1, с. 558, 2.4.8, метод А.
- определение остаточного количества органических растворителей (этанола) в субстанциях «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» проводили методом газовой хроматографии ГФ РК, Т. 1, 2.2.28.
- микробиологическую чистоту субстанций «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна частолистого экстракт сухой» определяли по методике, изложенной в ГФ РК, Т. 1, 5.1.4, Категория 3; 2.6.12 и 2.6.13.
Статистическая обработка результатов

При обработке полученных результатов исследований применен метод вариационно-статистического анализа с использованием критерия достоверности по Стьюденту (Р<0,95).
3 Результаты собственных исследований 

Исследования по этапам НИР на 2020 г. проведены согласно календарного плана (ПРИЛОЖЕНИЕ А).
3.1 Наработка опытной партии субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой»

Для работы лекарственное растение трава тимьяна ползучего (Thymus serpyllum L.) собрана в горно-лесном массиве Каркаралинска в июне 2020 г., в фазу полного цветения. Растительное сырье высушили, измельчили и хранили в соответствии с требованиями ГФ РК для лекарственных растений. По результатам фармакогностического исследования и товароведческого анализа установлено, что лекарственное растительное сырье трава тимьяна ползучего отвечает всем требованиям Государственные фармакопеи Республики Казахстана.

Субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» получали двукратной экстракцией воздушно-сухого сырья (листья, цветочные корзинки и тонкие стебли) 70% этанолом, без замачивания, соотношение массы сырья и объема экстрагента 1:20, на ультразвуковой бане Ultrasonic Cleaner (Китай) при частоте ультразвукового излучения 40 кГц, при комнатной температуре (20-22(С), в течение 30 минут. После ультразвуковой обработки жидкие экстракты отфильтровали и упарили экстрагент на ротационном испарителе досуха, при температуре 50(С.
Субстанция «Тимьяна ползучего экстракт сухой» представляет собой массу темно-зеленого цвета со специфическим запахом, которая легко растворима в 96% этаноле Р, диметилсульфоксиде Р, частично растворима в воде очищенной Р, практически не растворима в воде хлороформе Р, этилацетате Р. Выход субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» составил 14.14±0.10%, в пересчете на воздушно-сухое сырье.

Таким образом, наработана опытная партия субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в количестве 500 г для разработки оптимального состава и технологии получения жидких лекарственных форм на их основе.
3.2 Оценка качества субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой»

Исследование показателей качества субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» проведено согласно проекта АНД на 3 сериях опытной партии. Полученные результаты представлены в таблице 1.
Исходя из полученных данных установлено, что субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» соответствует всем требованиям нормативной документации.
Таблица 1 - Показатели качества субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой»
	Показатели

качества
	Методы

испытаний
	Нормы отклонений
	Серия

	
	
	
	191020
	201020
	211020

	Описание
	Визуально
	Масса темно-зеленого цвета со специфическим запахом. 


	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует


	Растворимость
	ГФ РК, Т. 1, 1.4
	Легко растворим в 96% этаноле Р, диметилсульфоксиде Р. Частично растворим в воде очищенной Р. Практически не растворим в воде хлороформе Р, этилацетате Р. 
	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Идентификация:
	
	
	
	
	

	- флавоноиды
	Качественная реакция

	К 20 мг субстанций, растворенных в 2 мл спирта этилового 96%, прибавляют 5-7 капель кислоты хлороводородной концентрированной, 0,01 г металлического магния или цинка, подогревают на водяной бане, появляется оранжевое окрашивание (флавоноиды).

	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Потеря в массе при высушивании
	ГФ РК, Т. 1, 2.5.12
	Не более 5,0 % 
 
	4,1
	4,3
	4,3

	Тяжелые металлы
	ГФ РК, Т. 1, с. 558
2.4.8, метод А
	Не более 0,01 %
	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Остаточные количества органических растворителей (этанол)
	ГХ, 
ГФ РК, Т. 1, 2.2.28
	Не более 0.5 %

	0,2
	0,2
	0,2

	Микробиологическая чистота
	ГФ РК, Т. 1, 5.1.4
Категория 3; 2.6.12 и 2.6.13
	- Общее число жизнеспособных аэробных микроорганизмов

(2.6.12): не более 103 бактерий и не более 102 грибов в грамме или миллилитре.

- Отсутствие Escherichia coii (1 г или 1 мл) (2.6.13).
	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Количественное определение
	УФ-спектрофотомерия,

ГФ РК, Т. 1, 2.2.25
	Не менее  6,0 %.
	6,82
	6,78
	6,80


3.3 Наработка опытной партии субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой»

Эндемичное растение тимьян частолистый (Thymus crebrifolius Klok.) было собрано в окрестностях города Жезказган в горах Улытау, в июне 2020 г., в фазу полного цветения. Растительное сырье высушили, измельчили и хранили в соответствии с требованиями ГФ РК для лекарственных растений. По результатам фармакогностического исследования трава тимьяна частолистого соответствует требованиям АНД. Результаты товароведческого анализа показали, что лекарственное растительное сырье трава тимьяна ползучего отвечает всем требованиям Государственные фармакопеи Республики Казахстана.

Субстанцию «Тимьяна частолистого экстракт сухой» получали двукратной экстракцией воздушно-сухого сырья (листья, цветочные корзинки и тонкие стебли) 70% этанолом, без замачивания, соотношение массы сырья и объема экстрагента 1:20, на ультразвуковой бане Ultrasonic Cleaner (Китай) при частоте ультразвукового излучения 40 кГц, при комнатной температуре (20-22(С), в течение 30 минут. После ультразвуковой обработки жидкие экстракты отфильтровали и упарили экстрагент на ротационном испарителе досуха, при температуре 50 (С.
Субстанция «Тимьяна частолистого экстракт сухой» представляет собой массу темно-зеленого цвета со специфическим запахом, которая легко растворима в 96% этаноле Р, диметилсульфоксиде Р, частично растворима в воде очищенной Р, практически не растворима в воде хлороформе Р, этилацетате Р. Выход субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» составил 5,76±0.10%, в пересчете на воздушно-сухое сырье.

Таким образом, наработана опытная партия субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» в количестве 500 г для разработки оптимального состава и технологии получения жидких лекарственных форм на их основе.
3.4 Оценка качества субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой»

Изучение показателей качества субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» проведено согласно проекта АНД на 3 сериях опытной партии. Полученные результаты приведены в таблице 2. 
Полученные данные показывают, что субстанция «Тимьяна частолистого экстракт сухой» соответствует всем требованиям нормативной документации.

За отчетный период наработаны опытные партии субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в количестве 500 г и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» 500 г, для разработки оптимального состава и технологии получения жидких лекарственных форм на их основе. Показатели качества полученных субстанций

Таблица 2 - Показатели качества субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой»

	Показатели

качества
	Методы

испытаний
	Нормы отклонений
	Серия

	
	
	
	261020
	271020
	281020

	Описание
	Визуально
	Масса темно-зеленого цвета со специфическим запахом. 


	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Растворимость
	ГФ РК, Т. 1, 1.4
	Легко растворим в 96% этаноле Р, диметилсульфоксиде Р. Частично растворим в воде очищенной Р. Практически не растворим в воде хлороформе Р, этилацетате Р. 
	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Идентификация:
	
	
	
	
	

	- флавоноиды
	Качественная реакция

	К 20 мг субстанций, растворенных в 2 мл спирта этилового 96%, прибавляют 5-7 капель кислоты хлороводородной концентрированной, 0,01 г металлического магния или цинка, подогревают на водяной бане, появляется оранжевое окрашивание (флавоноиды).

	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Потеря в массе при высушивании
	ГФ РК, Т. 1, 2.5.12
	Не более 5,0 % 
 
	3,9
	4,1
	4,0

	Тяжелые металлы
	ГФ РК, Т. 1, с. 558

2.4.8, метод А
	Не более 0,01 %
	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Остаточные количества органических растворителей (этанол)
	ГХ, 
ГФ РК, Т. 1, 2.2.28
	Не более 0.5 %


	0,2
	0,2
	0,2

	Микробиологическая чистота
	ГФ РК, Т. 1, 5.1.4
Категория 3; 2.6.12 и 2.6.13
	- Общее число жизнеспособных аэробных микроорганизмов

(2.6.12): не более 103 бактерий и не более 102 грибов в грамме или миллилитре.

- Отсутствие Escherichia coii (1 г или 1 мл) (2.6.13).
	соответст-вует
	соответст-вует
	соответст-вует

	Количественное определение
	УФ-спектрофотомерия,

ГФ РК, Т. 1, 2.2.25
	Не менее  6,0 %.
	6,58
	6,54
	6,57



Таким образом, за отчетный период наработаны опытные партии субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в количестве 500 г и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» 500 г, для разработки оптимального состава и технологии получения жидких лекарственных форм на их основе. Показатели качества полученных субстанций соответствуют всем требованиям аналитических нормативных документов.
3.5 Получение коллекции клинических штаммов Helicobacter pylori
Для создания коллекции клинические штаммы Helicobacter pylori были получены от 50 больных, проведены изоляция, идентификация, описание и сохранение в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов.
Получение биопсийного материала. Обследовано 50 пациентов, обратившихся в отделение эндоскопии Областной клинической больницы г. Караганда старше 18 лет. Биопсийный материал для выделения Н. рylori был получен до начала антибиотикотерапии, либо при неэффективности предшествующего лечения, до назначения нового режима антибиотикотерапии. Перед получением биопсийного материала для посева пациентам рекомендовали не менее чем за 2 недели прекратить прием ИПП, за 4 недели - препаратов висмута и антибиотиков. Взятие биопсийного материала производили из мест с максимально выраженной гиперемией и отёком. От каждого пациента брали по два биоптата – для первичной микроскопии в мазках, второй – для бактериологического исследования.
Хранение и транспортировка материала до первичного посева. Два биоптата немедленно помещали в транспортную пробирку. Для транспортировки биоптатов использовали коммерческие транспортные среды. Доставка материала в микробиологическую лабораторию коллективного пользования осуществлялась при температуре +4ºС в контейнере в течение 4-6 часов с соблюдением санитарных норм. 

Микробиологическое исследование. На первом этапе исследования проводили запись в регистрационный журнал поступившего материла. Далее – гомогенизация поступившего материала. Гомогенизация необходима для отделения бактериальных клеток от слизистой оболочки желудка. Гомогенизацию проводили при помощи стерильной микробиологической петли: биоптат помещали в пробирку типа эппендорф с 0,5 мл стерильного физиологического раствора и гомогенизировали петлей в течение 1 мин. Далее следовал процесс инокуляции: по 2 капли гомогенизированного раствора помещали на поверхность чашек с неселективной - кровяной агар и селективной средой  (Pylori agar, BD, США). Посев проводили сплошным газоном с помощью шпателя Дригальского. 

Чашки с посевом помещали в анаэростат-контейнер (BD, США), в котором с помощью коммерческих газогенерирующих пакетов (Becton Dickinson, США) создавалась микроаэрофильная атмосфера (О2-11%, СО2-9%, N2-80%). 

Посевы инкубировали в термостате при температуре +35-37ºС и влажности 95%. Учет результатов посева проводили через 4 суток. На кровяном агаре и Pylori agar на 3-5 сутки при первичном посеве, а так же на 2-3-и сутки при пересевах чистой культуры.  H. pylori формирует мелкие, круглые, гладкие, прозрачные, похожие на «капли росы» колонии диаметром 1-3 мм. В случае отсутствия признаков роста, инкубация продолжалась до 10-14 суток [2, 18, 19].
На втором этапе исследования при получении роста колоний по морфологии сходных с H. pylori, проводили их предварительную  идентификацию, которая включает в себя окраску мазка по Граму и 3 биохимических теста – уреазный, каталазный и оксидазный. 

Уреазный тест с чистой культурой Н. pylori ставили в пробирках типа Эппендорф 1,5-2 мл. Для этого в пробирку вносили 2% раствор мочевины по Кристенсену с индикатором феноловым красным, а затем добавляли исследуемую культуру. Результаты реакции наблюдают в первую секунду - раствор мочевины резко менял свою окраску с ярко-желтой на темно-малиновую. Негативный контроль - суточная культура E. coli ATCC 25922. 

Оксидазный тест, который определяет способность Н. pylori продуцировать цитохромоксидазу, выполняли, нанося исследуемую культуру петлей на коммерческие диски с оксидазой. Позитивные Н. pylori приобретали пурпурную окраску через 5-10 секунд. Негативный контроль - E. coli ATCC 25922, позитивный контроль - P. aerugenosa ATCC 27853. 

Каталазный тест, определяющий способность Н. pylori продуцировать каталазу, выполняли, внося агаровую культуру Н. pylori в каплю Н2О2 на стекле. Через 3-5 секунд во взвеси каталазопозитивной культуры Н. pylori происходило образование пузырьков газа. Позитивным контролем служила суточная агаровая культура E. coli ATCC 25922, негативным - стрептококк.

Далее была проведена идентификация H. pylori с помощью профилирования рибосомальных белков с использование метода MALDI-TOF MS.

Для масс-спектрометрического анализа использовали свежие культуры H. pylori, находящиеся в стационарной фазе роста, полученные по стандартным методикам культивирования. Подготовка образцов для масс-спектрометрического анализа была следующей - лизис бактериальных клеток осуществляли путем ресуспендирования культуры бактерий (одиночная колония) в 50 мкл 50 % ацетонитрила (АЦН, Sigma-Aldrich, Германия), 2.5 % трифторуксусной кислоты (ТФУ, Sigma-Aldrich, Германия). Полученный в результате последующего центрифугирования (1 мин при 14000 об/мин) супернатант использовали для МАЛДИ масс-спектрометрического анализа. В качестве матрицы применяли α-циано-4-гидроксикоричную кислоту (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, α-CHCA, Bruker Daltoniks, Германия) в виде насыщенного раствора в смеси 50 % АЦН, 2.5 % ТФУ. Все использованные реактивы, включая воду, были аналитической чистоты или специальные для масс-спектрометрии. 

Масс-спектрометрический анализ осуществляли с помощью времяпролетного МАЛДИ масс-спектрометра MicroflexTM (Bruker Daltonics, Германия), оснащенного азотным лазером 337 нм. Все измерения проводили в линейном режиме, детектируя положительные ионы. Для накопления масс-спектров мощность лазерного излучения устанавливали на уровне минимального порогового значения, достаточного для десорбции-ионизации образца. Параметры масс-спектрометра оптимизировали для диапазона m/z от 2000 до 20000. Внешнюю калибровку проводили с использованием точных значений масс известных белков E. coli. Образец наносили на три ячейки планшета, для каждой из которых записывали спектр, полученный в результате суммирования 10 серий спектров по 50 импульсов лазера для каждой. Для записи, обработки и анализа масс-спектров использовали программное обеспечение фирмы Bruker Daltonics (Германия): flexControl 2.4 (Build 38) и flexAnalysis 2.4 (Build 11). Точность измерения масс составляла ±2 Да. 

Для оптимизации процесса первоначально провели идентификацию контрольного штамма  Н. рylori. Далее в базе было получено 6 необработанных спеткра каждого изолята с пользованием MALDI Biotyper 3.1., программное обеспечение (Bruker Daltonics, Германия). Все вновь созданные MSP были добавлены в исходную справочную базу данных для перекрестной проверки и внешней проверки. Для последующего кластерного анализа использовали дендрограмму MSP, содержащая 44 MSP (7 MSP в исходной базе данных и 37 MSP из клинических изолятов). По результатам кластерного анализа изоляты с общими признаками были разделены на разные категории, подгруппы. Все новые MSP были добавлены в исходную базу данных для дальнейшего улучшения  дифференциации штаммов H. pylori.
Хранение штаммов. Выделенные штаммы были сохранены в пробирках с триптиказо-соевым бульоном с добавлением 30% стерильного глицерина при температуре -70ºС для дальнейшего исследования. 

Таким образом, впервые создана коллекция клинических штаммов Helicobacter pylori. Получены клинические штаммы Helicobacter pylori от 50 больных, проведены изоляция, идентификация, описание и сохранение в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов, которые будут использованы для изучения антибактериального действия жидких лекарственных форм в виде сиропов, суспензий и эмульсий, содержащих субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и «Тимьяна ползучего экстракт сухой», в экспериментах in vitro и in vivo.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам выполнения этапов НИР на 2020 г. можно сделать следующие выводы:
1. Наработаны опытные партии субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в количестве 500 г и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» 500 г, для разработки оптимального состава и технологии получения жидких лекарственных форм на их основе. Показатели качества полученных субстанций соответствуют всем требованиям аналитических нормативных документов.

2. Впервые создана коллекция клинических штаммов Helicobacter pylori. Получены клинические штаммы Helicobacter pylori от 50 больных, проведены изоляция, идентификация, описание и сохранение в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов. Клинические штаммы Helicobacter pylori будут использованы для изучения антибактериального действия жидких лекарственных форм в виде сиропов, суспензий и эмульсий, содержащих субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в различных концентрациях, в экспериментах in vitro и in vivo.
Оценка полноты решений поставленных задач. Поставленные задачи по этапу НИР по наработке опытных партий субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» соответствующего качества для разработки оптимального состава жидких лекарственных форм на их основе, по получению клинических штаммов Helicobacter pylori от 50 больных: изоляции, идентификации, описанию и сохранению в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов, выполнены полностью. 
Рекомендации и исходные данные по конкретному использованию результатов НИР. Результаты, полученные в ходе проведенных исследований, имеют как фундаментальное, так и прикладное значение. На основе полученных опытных партий субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» будут разработаны оптимальный состав и технологии получения оригинальных лекарственных средств для лечения и профилактики Helicobacter pylori – ассоциированных заболеваний. Впервые создана коллекция клинических штаммов Helicobacter pylori, которая будет использована для изучения антибактериального действия жидких лекарственных форм в виде сиропов, суспензий и эмульсий, содержащих субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» в различных концентрациях, в экспериментах in vitro и in vivo. Результаты НИР могут быть использованы в фармации, технологии фармацевтического производства, фармакологии.
Оценка технико-экономической эффективности внедрения. Полученные результаты имеют высокую технико-экономическую эффективность, поскольку, произведена наработка опытных партий субстанции «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанции «Тимьяна частолистого экстракт сухой» для разработки оптимального состава и технологий получения оригинальных лекарственных средств для лечения и профилактики Helicobacter pylori – ассоциированных заболеваний. создана коллекция клинических штаммов Helicobacter pylori. Получены клинические штаммы Helicobacter pylori от 50 больных, проведены изоляция, идентификация, описание и сохранение в виде коллекции чистой культуры микроорганизмов, которые будут использованы для изучения антибактериального действия жидких лекарственных форм в виде сиропов, суспензий и эмульсий, содержащих субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой» и субстанцию «Тимьяна ползучего экстракт сухой», в экспериментах in vitro и in vivo.
Оценка научно-технического уровня выполненной НИР в сравнении с лучшими достижениями в этой области. Научно-технический уровень результатов выполнения этапа НИР соответствует современным аналогам, опубликованным в открытой научной печати.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Календарный план работ
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