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Одеcа – 2020
АНОТАЦІЯ
Проведено дослідження фенотипової та генетичної детермінації стійкості до антибіотиків молочнокислих бактерій протягом 2020 року. Штами для дослідження були надані співробітниками Біотехнологічного та науково-навчального центру при Одеському національному університеті імені І. І. Мечникова й кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології Одеського національного університету імені І. І. Мечникова.
Було встановлено, що  усі досліджені штами відносяться до роду Lactobacillus за результатами родоспецифічної ПЛР-ідентифікації. Також показано, що більшість штамів є стійкими до аміноглікозидів, цефалоспоринів, фугаринів та тетрацикліну. Плазміди були виявлені лише у двох штамів – L. bifermentans ONU 531 та L. bifermentans ONU 551а. Дослідження наявності у штамів генів tet(M) і tet(L) показало, що 42,0% штамів мають ген tet(M) й 83,0% – ген tet(L).
Дипломну роботу «Антибіотикорезистентність морських бактерій роду Lactobacillus»  викладено на 63 сторінках друкованого тексту, вона включає  6 рисунків та 5 таблиць. Наведено посилання на 107 джерел літератури (6 кирилицею та 101 латиницею).
Ключові слова: Lactobacillus, стійкіть до антибіотиків, плазмідні профілі, ПЛР діагностика

A study of phenotypic and genetic determination of antibiotic resistance of lactic acid bacteria was conducted during 2020. Strains for the study were provided by the employees of the Biotechnological Research and Training Centre at Odesa I. I. Mechnikov National University and the Department of Microbiology, Virology and Biotechnology of Odesa I. I. Mechnikov National University.
It was found that all studied strains belong to the genus Lactobacillus according to the results of genus-specific PCR identification. It has also been shown that most strains are resistant to aminoglycosides, cephalosporins, fugarins and tetracycline. Plasmids were found in only two strains – L. bifermentans ONU 531 та L. bifermentans ONU 551а. A study of the presence of tet (M) and tet (L) genes in strains showed that 42.0% of strains have the tet(M) gene and 83.0% have the tet(L) gene. 
Diploma thesis "Antibiotic resistance of marine bacteria of the genus Lactobacillus" is presented on 63 pages of printed text, it contains 6 figures and 5 tables. It provides links to 107 references (6 cyrillic and 101 in latinic).
Key words: Lactobacillus, antibiotic resistance, plasmid profiles, PCR diagnostics
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ПРИЙНЯТІ СКОРОЧЕННЯ ТА АБРЕВІАТУРИ
АБР – антибіотикорезистентність;
АБП – антибактеріальні препарати;
АТФ – аденозинтрифосфорна кислота; 
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота;
МІК – мінімальна інгубуюча концентрація;
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція;
РНК – рибонуклеїнова кислота;
рРНК – рибосомальна рибонуклеїнова кислота;
тРНК – транспортна рибонуклеїнова кислота;
LAB – lactic acid bacteria або молочнокислі бактерії (МКБ).
.


















Вступ
Оскільки сьогодні проблема виникнення стійкості до антибіотиків є однією з основних, особливо в області клінічній мікробіології і біотехнологіях, які пов'язані з розробкою нових пробіотичних препаратів, з'ясування ступеня резистентності та генетичної детермінації стійкості до антибіотиків є необхідною частиною дослідження штамів продуцентів або штамів потенційних пробіотиків. У зв’язку з розширенням нашого розуміння про детермінації стійкості до антибіотиків необхідно було навіть ввести нові терміни в ужиток, що  дозволило розділити бактерії за ступенем їх стійкості до антимікробних препаратів [Mathur and Singh, 2005]. Найбільш поширені терміни «полірезистентність (MDR)» до антибіотиків [Ammor et al., 2007, 2008b; Nawaz et al., 2011], «екстенсивна резистентність (XDR)» і «панрезистентність (PDR)» [Bratu S., et al., 2005]. Вважають, що терміном «полірезистентність» позначають ізоляти, резистентні до представників трьох або більше класів антимікробних засобів, терміном «екстенсивна резистентність» – резистентні до всіх, крім одного чи двох класів антибіотиків, «панрезистентним» –  резистентні до всіх доступних класів антибіотиків [Stein, 2005]. Також варто відмітити, що «панрезистентна» резистентність обумовлена конвергенцією множинних механізмів резистентності: комбінацією активної еффлюкс-системи, модифікації поринів, захистом мішені, що робить бактерію резистентною до будь-якого класу антибіотиків, крім поліміксинів [Livermore et al., 2011]. 
Серед найбільш популярних пробіотичних мікроорганизмів молочнокислі бактерії (LAB) займають перше місце. Їх широко використовуються як закваску або пробіотики в йогуртах, сирах, пиві, вині, соліннях та консервах оскільки  вони відіграють важливу роль у підтримці здоров’я товстої кишки та мікроекологічному балансі кишківника [Reuter, 2001], зміцненні імунної функції, затримці процесу старіння та пригнічують ріст деяких патогенних мікроорганізмів (наприклад, Streptococcus mutans, що викликає карієс зубів) [Schwendicke et al., 2017].
Однак останні дослідження показали, що деякі штами бактерій роду Lactobacillus несуть гени резистентності до антибіотиків і можуть навіть переносити свої власні гени стійкості до антибіотиків до інших LAB або патогенів через горизонтальний перенос генів, загрожуючи тим самим здоров’ю людини [Salyers et al., 2004]. 
Резистентність до антибіотиків може бути природною або може бути надбана за допомогою генетичних механізмів, таких як горизонтальний перенос генів через плазміди або транспозони [Belletti et al., 2009; Nawaz et al., 2011]. У зв’язку з можливими ризиками передачі детермінант антибіотикорезистентності при розробці нових продуктів, та поширення генофонду резистентності до антибіотиків або умов, що сприють передачі цих генів серед різних видів бактерій [Schwendicke et al., 2017] дослідження резистентності до антибіотиків молочнокислих бактерій, та їх генетичних детермінант є актуальними сучасними питаннями як у мікробіології так і у біотехнології.
Метою роботи було дослідження резистентності до антибіотиків штамів молочнокислих бактерій, ізольованих з чорноморських губок роду Haliclona.  
Для досягнення мети вирішували наступні завдання:
1. Встановити приналежність молочнокислих бактерій, ізольованих з чорноморських губок роду  Haliclona до роду Lactobacillus з використанням ПЛР-діагностики.
2. Дослідити резистентність молочнокислих бактерій, ізольованих з чорноморських губок роду  Haliclona до антибіотиків та встановити ступінь їх стійкості.
3. Дослідити плазмідні профілі молочнокислих бактерій, ізольованих з чорноморських губок роду Haliclona.
4. Визначити наявність  генів антибіотикорезистентності tet(M) та tet(L) у досліджених молочнокислих бактеріях, ізольованих з чорноморських губок роду Haliclona.
Об’єкт дослідження – стійкість до антибіотиків штамів молочнокислих бактерій ізольованих з чорноморських губок роду Haliclona. 
Предмет дослідження – генетичні детермінанти резистентності до антибіотиків молочнокислих бактерій, ізольованих з чорноморських губок роду Haliclona.
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УЗАГАЛЬНЕННЯ
За результатами дослідження було показано, що усі штами відносяться до роду Lactobacillus.
При дослідженні стійкості штамів до антибіотиків було показано, що майже усі штами відносяться до полірезистентних штамів (табл. 5, рис.  3). У більшості випадків вони були стійкі до канаміцину, цефалексину, цефазоліну, цефіксиму, бензилпеніциліну, тетрацикліну, фурагіну, і левофлоксацину. 
Найбільшу стійкість досліджені штами проявили по відношенню до групи цефалоспоринів. Так, до цефалексину стійкими були 75,0% досліджених штамів молочнокислих бактерій, до цефіксиму – 58,3% штамів, а до цефазоліну –  91,7% досліджених штамів молочнокислих бактерій (табл. 5). До тетрацикліну стійкими виявились 58,3% штамів.
Для визначення вкладу мобільних генетичних елементів на стійкість до антибіотиків у штамів молочнокислих бактерій дослідили їх плазмідний профіль. За отриманими результатами лише два штами (L. bifermentans ONU 531 і L. bifermentans ONU 551а) несли невеликі за розміром плазміди (приблизно між 2500 та 4000 п. н.). 
Далі було досліджено методом ПЛР діагностики наявність генів tet(M) і tet(L)  у даних штамів.
На даний час описано 41 ген стійкості до тетрацикліну, з яких tet (K, L, M, O, Q, S, W, 36) були виявлені у різних видів Lactobacillus [Chopra and Roberts, 2001; Roberts,  2005; Ammor et al,. 2008; Aires  et al., 2007; Ammor et al., 2007]
При генетичному аналізі наявності генів стійкості до тетрацикліну було обрано два найбільш досліджених та показових гена – tet(М) та  tet(L). Відомо, що ген tet(М)  відповідає за  рибосомальний захисний білок і локалізований на хромосомі. Ген tet(L) відноситься до іншого типу механізму резистентності до антибіотиків – еффлюкс-систем і може бути локалізований як на плазмідах, так і на хромосомі. Також відомо, що місце локалізації гена tet(L) на мобільному генетичному елементі – це частіше плазміда pLS55  розміром  5 т. п. н. [Roberts,  2005]. Як вже було вказано раніше,  плазміди містили лише два штама  – L. bifermentans ONU 531 і L. bifermentans ONU 551а, а їх розмір не перевищував 2500 та 4000 п. н. (рис. 4), тобто ці плазміди не можуть відповідати за стійкість до антибіотиків або нести ген tet(L).
На підставі отриманих даних можемо казати про те, що досліджені гени локалізовані на хромосомі. 
Аналізуючи зв'язок між стійкістю до тетрацикліну і наявністю у досліджених штамів гена tet(М), було показано, що лише 42,0% штамів молочнокислих бактерій, ізольованих  з чорноморських губок мають  цей ген. Отримані дані дещо розходяться з результатами отриманими іншими дослідниками [Roberts,  2005; Ammor et al., 2007, 2008b; Nawaz et al., 2011]. Відомо, що tet(M) найбільш розповсюджений ген і саме він зустрічається у штамах стійких до тетрацикліну. У нашому випадку, було зареєстровано  досить  незначний процент присутності цього гена у досліджених штамах. Більш того, серед штамів, які є носіями цього гену (L. parabuchneri ONU 192b; L. parabuchneri ONU 252; L. parabuchneri ONU 391а; L. bifermentans ONU 531; L. bifermentans ONU 551а.) лише два мали стійкість до тетрацикліну (табл. 4 і табл. 5).
За даними літератури таку невідповідність між фенотиповою і генотиповою стійкістю до тетрацикліну, що корелює з наявністю гена tet(M) можна пояснити залежністю від концентрації антибіотика та результатом дії різних геномних контекстів, що впливають на активність промотора [Flórez et al., 2008; Gevers et al., 2003]. Дослідження показують, що експресія tet(M) вимагає жорсткої антибіотико-залежної регуляції. Так, наприклад, відомо, що індукція гена tet(M) збільшується при концентрації тетрацикліну від 16 мкг/мл і вище, а індукція гена tet(L) збільшувалася при більш низькій концентрації тетрацикліну. 
Більш того, це спостереження підтверджують недавні результати, отримані з двома штамами L. sakei, виділеними з італійського сирого молочного сиру [Ammor et al., 2008], де tet(M) був виявлений в транспозоноподібній послідовності.
Присутність одночасно декількох детермінант не є незвичайною подією. За даними Zonenschain [Zonenschain et al., 2009] показана присутність двох та більше детермінант   стійкості до тетрацикліну у 72-78%  ізолятів, що підкреслює широке поширення цього антибіотика. Також відомо, що обидва гени є функціональними для молочнокислих бактерій, при цьому tet(L) надає помірний рівень стійкості, тоді як tet(M) надає високий рівень стійкості бактеріям. Було показано, що tet(L) і tet(M) можуть по-різному сприяти фенотиповій прояві стійкості в залежності від штаму і виду [Ammor et al., 2008].
При аналізі та порівнянні фенотипової і генотипової стійкості до тетрацикліну, що корелює з наявністю гена tet(L) було показано, що у 83,0% штамів присутній цей ген. Отримані данні також  не співпадають з опублікованими раніше [Zonenschain et al., 2009; Ammor et al., 2008]. Частіше присутність цього гену не реєстрували. Можливо, що досить активний вплив на зміну системи стійкості до антибіотика надало місце виділення – губки, які стимулюють метаболічні процеси у асоційованих з ними мікроорганізмів.
При подальшому аналізі було показано, що прямої залежності між  фенотиповою та  генотиповою  стійкістю до тетрацикліну не було отримано. Так, штами L. parabuchneri ONU 101, L. bifermentans ONU 102, L. bifermentans ONU 192a, L. parabuchneri ONU 251 і L. bifermentans ONU 681а володіли стійкістю до тетрацикліну (табл. 5) і мали ген tet(L).
 Штами  – L. bifermentans ONU 551а   і L. parabuchneri ONU 252 володіли стійкістю до тетрацикліну (табл. 5) і мали гени tet(L) і tet(М). 
Штами L. parabuchneri ONU 192b і L. bifermentans ONU 531 мали гени tet(L) і tet(М), однак не були стійкими до тетрацикліну.
Штам L. parabuchneri ONU 391а мав ген tet(М) і не був стійким до тетрацикліну (табл. 5).


ВИСНОВКИ
1. Методом ПЛР-діагностики було показано, що усі досліджені штами є представниками роду Lactobacillus.
2. Більшість досліджених штамів були стійкими до канаміцину, цефалексину, цефазоліну (91,7%), цефіксиму (58,3%), бензилпеніциліну (83,3%), тетрацикліну(58,3%),  фурагіну (83,3%)  і левофлоксацину (83,3%). 
3. При дослідженні плазмідного профілю було показано, що у штамів L. bifermentans ONU 531 і L. bifermentans ONU 551а є плазміди розміром приблизно між 2500 та 4000 п. н., які не можуть відповідати за стійкість до антибіотиків.
4.  Методом ПЛР-діагностики було показано присутність у 42,0% штамів гену tet(M) і у 83,0% штамів гену tet(L). Кореляційної залежності між наявністтю генів tet(M) і tet(L) та рівнем стійкості до тетрацикліну не виявлено.
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