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Цель. Изучение возможности применения метода времяпролетноймасс-спектрометрии 
для выявления возбудителя бруцеллеза в крови. Материалы и методы. Штаммы бру- 
целл: 5 Brucella melitensis и 21 Brucella abortus. Белковое профилирование в линейном 
режиме на MALDI-TOF масс-спектрометре Microflex «Bruker Daltonics». Результаты. 
Модифицирована и оптимизирована методика обеззараживания и пробоподготовки об
разцов крови, контаминированной бруцеллами, для анализа методом MALDI-TOF MS. 
Получены 120 репрезентативных белковых профилей экстрактов образцов крови, содер
жащей возбудитель бруцеллеза. Сформирован и проанализирован результирующий пик- 
лист (супер-спектр) исследуемой белковой фракции экстракта крови условно здорового 
человека в пределах исследуемой группы. Заключение. Предложена схема выявления бру- 
целл в образцах крови методом MALDI-TOF масс-спектрометрии, основанным на вы
явлении комплекса 15 родоспецифичных фрагментов. Охарактеризованы сигналы на 
масс-спектрах экстрактов лейкоцитарной фракции крови, искусственно контаминиро
ванной возбудителем бруцеллеза.
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Aim. Study the possibility to apply time-of-flight mass-spectrometry for detection of causative 
agent of brucellosis in blood. Materials and methods. Brucella strains: 5 Brucella melitensis and 21 
Brucella abortus. Protein profiling in linear mode on MALDI-TOF mass-spectrometer Microflex 
«Bruker Daltonics». Results. Technique for disinfection and preparation of blood samples was 
modified and optimized for MALDI-TOF MS analysis. 120 representative protein profiles of 
sera extract were obtained that contain brucellosis causative agent. A resulting peak-list (super- 
spectrum) of the studied protein fraction o f blood extract of a conditionally healthy human 
within the studied group was formed and analyzed. Conclusion. A scheme of brucella detection in 
blood samples by MALDI-TOF MS is proposed, based on detection of a complex of 15 genus- 
specific fragments. Signals on mass-spectra o f extracts of leukocyte fraction of blood, artificially 
contaminated with brucellosis causative agents are characterized.
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В В Е Д Е Н И Е
Микроорганизмы рода Brucella — факультативные внутриклеточные бак

терии, вызывающие зоонозное инфекционно-аллергическое заболевание, 
имеющее тенденцию к хроническому течению. По данным Федеральной 
службы по ветеринарному и фитосанитарному надзору, в Российской 
Федерации отмечено ежегодное увеличение числа больных бруцеллезом сель
скохозяйственных животных и неблагополучных пунктов по бруцеллезу круп
ного (КРС) и мелкого (МРС) рогатого скота [2]. В свою очередь, эпидемио
логическая ситуация по бруцеллезу определяется неблагополучной 
эпизоотической обстановкой.

В последнее десятилетие помимо традиционных методов идентификации 
чистых культур бактерий (бактериологические, иммуно-серологические), 
используют молекулярно-генетические подходы, которые значительно рас
ширяют возможности лабораторной диагностики инфекций, позволяя осу
ществлять прямое определение ДНК патогена в анализируемом материале 
[14]. Кроме того, наблюдается интеграция MALDI-TOF масс-спектрометрии 
(МС) в систему традиционных схем индикации и идентификации бруцелл [6, 
8].

Одно из активно развивающихся направлений протеомных исследований 
— изучение возможности применения MALDI-TOF MS для выявления воз
будителей инфекционных болезней, в том числе бруцелл, в клинических или 
иных контаминированных образцах без этапа выделения чистой культуры на 
стадии пробоподготовки [5]. Однако отсутствие регламентированных методик 
обеззараживания и подготовки исследуемых проб, а также универсального 
программного обеспечения для анализа клинических образцов методом 
MALDI-TOF MS является основной причиной относительно низкой воспро
изводимости результатов масс-спектрометрии [4, 7, 10]. Метод MALDI-TOF
ю



MS для исследования клинических образцов на наличие патогенов имеет ряд 
ограничений, которые связаны, в том числе, с низкой концентрацией возбу
дителя в материале [1, 13]. Сложность интерпретации полученных MALDI- 
TOF MS масс-спектров при анализе клинических образцов обусловлена су
щественной вариабельностью качественного и количественного состава 
белковых профилей аналитов, полученных от различных индивидуумов. В 
качестве эффективного решения указанной проблемы исследователями пред
ложены различные способы предварительной подготовки проб: концентри
рование, фракционирование, удаление мажорных фракций белков, селектив
ное удаление небелковых примесей и др. [11].

Ранее нами была предложена схема идентификации культур возбудителя 
бруцеллеза методом MALDI-TOF MS, основанная на выявлении группы ро
доспецифичных фрагментов в диапазоне масс 2000 — 20000 Da (m/z (±5 Da): 
2422,2581, 3025, 3268,3336, 3523,3696,3754,4545,4770,5036,5170,5360,6672, 
7048, 9085, 16068 [3]. Возможность применения этого подхода для выявления 
возбудителя бруцеллеза в клинических образцах не изучена.

Цель работы — оценка эффективности алгоритма выявления возбудителя 
бруцеллеза в искусственно контаминированных образцах крови с использо
ванием MALDI-TOF масс-спектрометрии.

Для реализации поставленной цели проведен MALDI-TOF MS анализ 
белковых экстрактов проб крови человека, искусственно контаминированной 
возбудителем бруцеллеза (модельные образцы крови), изучена эффективность 
разработанного нами алгоритма выявления бруцелл в модельных образцах 
крови, основанного на определении бруцелла-специфичных биомаркеров в 
белковых экстрактах с помощью метода MALDI-TOF масс-спектрометрии.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали 26 культур бруцелл из коллекции патогенных микро
организмов Ставропольского противочумного института: В. abortus 19 ВА, 544, 
1552, 870, С-68, 63-75, В-3196, Tulya, С-548, С-549, С-550, 19, С-497, С-551, 
С-499, 42, 381, 385, 390, 403, 420; В. melitensis 16-М, 63/9, 548, С-554, Rev-1.

В качестве объекта исследования использовали стабилизированную гепа
рином венозную кровь 30 условно здоровых человек (15 мужчин и 15 женщин 
в возрасте от 20 до 60 лет). Кровь отбирали в емкости для взятия венозной 
крови Vacutainer (Becton Dickinson International, CILIA).

Питательные среды, реактивы: вода ультрачистая (тип I по ASTM) (систе
му Milli-Q, Millipore, США), деионизированная вода, спирт этиловый 96% 
(ГОСТ Р 51723-2001), кислота муравьиная ~98% (Sigma-Aldrich, США), аце
тонитрил (степень чистоты «для ВЭЖХ-МС») (Sigma-Aldrich, США), а-циано- 
4-гидроксикоричная кислота (степень чистоты «для МС») (Sigma-Aldrich, 
США), трифторуксусная кислота >99% (Sigma-Aldrich, США), бактериальный 
тест-стандарт МВТ для внутренней калибровки масс-спектрометра (Впдкег 
Daltonics, Германия). Культуры возбудителя бруцеллеза были выращены на 
агаре Альбими (производитель — Ставропольский противочумный институт), 
показатели качества: pH 7,2 — 7,4, прочность 300 — 380 г по Валенту, содер
жание аминного азота 100 — 120 мг %).

Одну бактериологическую петлю 48-часовой культуры бруцелл, выращен
ной на плотной питательной среде (бруцелла-агар), эмульгировали в стериль
ном изотоническом растворе натрия хлорида, затем по 1 мл приготовленной 
суспензии переносили в вакутейнеры со стабилизированной кровью объемом 
3 мл, свободной от бруцеллезного инфекта. Искусственно контаминированные
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бруцеллами образцы крови инкубировали 48 часов при 37°С. Аликвоту по
лученной взвеси объемом 2 мл центрифугировали при 2000 об/мин в течение 
2 мин, полученную надосадочную жидкость удаляли. В дальнейшей работе 
использовали осадок, содержащий форменные элементы крови. Для удаления 
(лизиса) эритроцитов осадок разбавляли деионизированной водой в 10 раз, 
инкубировали 10 мин. Центрифугировали 3 мин при 2000 об/мин, супернатант 
удаляли. Процедуру повторяли до полного удаления эритроцитов. Суспензию 
отмытых лейкоцитов переносили в микроцентрифужные пробирки объемом 
1,5 — 2 мл и центрифугировали при 15 500 об/мин 10 мин, супернатант 
удаляли.

Все этапы работы с культурами возбудителя бруцеллеза проводили в бок
се биологической безопасности класса III или П-В.

Обеззараживание образцов, содержащих возбудитель бруцеллеза, прово
дили раствором 70% этилового спирта по ранее описанной методике [9]. Часть 
полученного осадка использовали для проверки на специфическую сте
рильность.

Для достижения соблюдения одинаковых условий с модельными об
разцами крови интактные пробы объемом 4 мл инкубировали при 37°С в 
течение 48 ч, после чего центрифугировали при 2000 об/мин 30 сек. 
Супернатант отбирали в пробирки типа эппендорф и центрифугировали при 
15 500 об/мин 5 мин, затем осадок промывали деионизированной водой. 
Полученные белковые экстракты использовали в качестве отрицательного 
контроля.

Во время проведения теста на специфическую стерильность полученные 
образцы хранились при температуре минус 18 — 20°С, затем использовались 
для MALDI-TOF MS исследования.

Приготовленные белковые экстракты наносили на ячейки стального план
шета для MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Германия) в объеме 1 мкл. 
Планшет сушили на открытом воздухе в течение нескольких минут с после
дующим наслоением поверх раствора матрицы, состоящего из а-циано-4- 
гидроксикоричной кислоты в растворе, содержащем 500 мкл ацетонитрила, 
475 мкл ультрачистой воды и 25 мкл трифторуксусной кислоты. Плашку вы
сушивали на воздухе до образования кристаллов в течение 5 мин. Масс-спектры 
получали в линейном режиме на MALDI-TOF масс-спектрометре Microflex 
(Bruker Daltonics, Германия) при следующих параметрах: частота лазера 60 Гц, 
интенсивность лазера 10 — 50%, время задержки экстракции 110 нс PIE, на
пряжение первого источника ионов 19,4 kV, второго — 17,3 kV, напряжение 
фокусирующей линзы 8 kV, напряжение линейного детектора 2,500 kV, диа
пазон масс 2000 — 20 000 Da. Внутреннюю калибровку ранее указанного диа
пазона проводили с использованием точных значений масс бактериального 
тест-стандарта МВТ (Bruker Daltonics, Германия). Суммарный масс-спектр 
генерировали из 20 случайно выбранных позиций каждой капли мишени 
(всего по 4000 выстрелов лазера). Для управления масс-спектрометром, вклю
чая установку режимов работы и регистрации масс-спектров, использовали 
программный пакет Daltonics flexControl v 3.3.64 (Bruker Daltonics, Германия), 
визуализацию и анализ полученных масс-спектров проводили в программе 
— flexAnalysis v 3.3.65. Формирование таблиц выполняли с использованием 
программных ресурсов пакета Microsoft Office 2010.

Для математико-статистической обработки данных использовали пакет 
прикладных программ Statistica v 10.0 (StatSoft Inc., США). Анализ групповых

12



различий оценивали по t-критерию Стьюдента для несвязанных выборок при 
95% уровне значимости. Различия между выборками считали достоверными 
при р<0,05.

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И О Б С У Ж Д Е Н И Е

В ходе настоящего исследования использовали 30 проб крови человека. 
Из каждой пробы параллельно готовили три образца в двух повторах: 1 ,2 — 
искусственно контаминировали культурой В. melitensis или В. abortus, 3 — ис
пользовали для получения белковых профилей интактной крови. Всего было 
исследовано 120 образцов, для каждого из которых получали не менее 30 масс- 
спектров с последующим формированием суммарного спектра образца. 
Наиболее репрезентативные спектры использовали для сравнительного ана
лиза полученных данных. Воспроизводимость белковых профилей модельных 
образцов была подтверждена серией повторных измерений. При проведении 
масс-спектрометрического анализа проб, хранившихся до 3 сут при темпера
туре минус 18 — 20°С, изменений основных характеристик сигналов масс- 
спектров не выявлено.

Ранее нами был предложен комплекс параметров для оценки качества 
масс-спектров чистых культур возбудителя бруцеллеза [3]. Учитывая особен
ности качественного и количественного состава сигналов масс-спектров экс
трактов модельных образцов крови, а также экспериментальные данные, 
полученные в рамках настоящей работы, нами были приняты следующие 
параметры валидных масс-спектров: абсолютная интенсивность пиков 1>300, 
разрешение R>150, общее число идентифицированных пиков от 65 до 100, 
отношение сигнал/шум — 10/1.

В результате инкубации искусственно контаминированной бруцеллами 
крови в образце достигалась необходимая концентрация бактериальных кле
ток для проведения MALDI-TOF MS анализа. Конечная концентрация бак
терий в крови составляла около 1х104 м.к./мл.

Из научных источников известно, что благодаря фагоцитозу бактериаль
ных клеток микро- и макрофагами крови, бруцеллы локализуются преиму
щественно в лейкоцитах [12]. На рис. представлена полученная в ходе на
стоящего исследования микрофотография, иллюстрирующая фагоцитоз 
бруцелл в мазке крови, искусственно контаминированной возбудителем бру
целлеза.

При масс-спектрометрическом анали
зе модельных образцов крови, содержа
щих бруцеллы, Ferreira L. et al. предложи
ли удалять в процессе пробоподготовки 
лейкоциты многократным центрифугиро
ванием и для последующего MALDI-TOF 
MS использовать полученный супернатант 
[5]. Учитывая внутриклеточную локализа
цию возбудителя бруцеллеза, по нашему 
мнению, целесообразно использовать в 
качестве образца для выявления микро
организма белковый экстракт лейкоци
тарной фракции крови. Для сравни
тельной оценки указанных вариантов 
пробоподготовки в ходе исследования

Мазок крови, искусственно контаминиро
ванной возбудителем бруцеллеза. Фагоцитоз 
бруцелл (стрелка).
Окраска азуром-П, хЮОО (микроскоп 
Nikon Eclipse Е200, Япония; окуляр 10х 
(F.O.V. 20); объектив 100x1,25).
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параллельно проводили MALDI-TOF MS анализ супернатанта и лейкоцитар
ной фракции образцов модельных образцов крови. При этом было установ
лено, что пик-листы масс-спектров лейкоцитарной фракции, как правило, 
более представительны (в среднем на 20+2%), что может быть связано с чрез
вычайно низкой концентрацией клеток возбудителя в полученном после 
центрифугирования супернатанте. Кроме того, интенсивность родоспецифич
ных фрагментов бруцелл на 30 — 40% превосходила аналогичные сигналы на 
масс-спектрах, полученных из сыворотки крови. Таким образом, использова
ние белковых экстрактов лейкоцитарной фракции представляется более пред
почтительным по сравнению с супернатантом при выявлении возбудителя 
бруцеллеза в крови методом MALDI-TOF MS.

Основное количество зарегистрированных пиков на масс-спектрах белко
вых экстрактов крови человека было локализовано в интервале значений масс 
2300 — 16 100 Da рабочей области и составило 80±10. На всех масс-спектрах 
встречались гомологичные сигналы, отличающиеся по абсолютной интенсив
ности (m/z ±5 Da): 2581, 3268, 3352, 3372, 3440, 3467, 3486, 3508, 3613, 3711, 
4230,5226,5290,5422,5674, 5935,6345,6576,7090,7353,7570,7935,9414,10088, 
10442, 10830, 11100, 15131, 15866. В ходе работы были отмечены изменения 
количественных и качественных характеристик на масс-спектрах крови чело
века для указанных гомологичных сигналов: интенсивность — от 314 до 9533 
a.i., разрешение пиков — от 157 до 2141, отношение сигнал/шум — от 10/1 до 
30/1, ширина пика на полувысоте — от 7 до 375. При этом общие сигналы (m/z 
±5 Da): 2576, 3263 были обозначены ранее как потенциально специфичные 
для микроорганизмов рода Brucella [9]. Кроме того, следует отметить, что наи
большая относительная интенсивность на всех спектрах была характерна для 
фрагментов (m/z ±5 Da): 3372, 3440, 3486, 5674, 6345, 7090, 7935. В то же вре
мя, масс-спектры отдельных образцов содержали единичные сигналы (m/z ±5 
Da): 3533,4062,4593,5156,8123,10031, что может быть следствием присутствия 
в исследуемом экстракте вариабельных белковых фрагментов. Полученные 
данные масс-спектрометрического анализа белковых экстрактов крови услов
но здоровых людей были использованы при формировании результирующего 
пик-листа (супер-спектра).

Результаты подтверждают, что состав протеома крови человека динамичен 
и может изменяться в зависимости от текущих условий жизнедеятельности и 
состояния здоровья. Помимо присутствующих различий протеомного про
филя крови у разных индивидуумов и его естественных изменений во време
ни, существуют вариации количественного и качественного набора белков, 
связанные с адаптивным ответом на изменение внешних условий. Также из
вестно, что на белковый состав крови могут оказывать влияние различные 
факторы, в том числе питание, физическая активность, хронические заболе
вания и т.д. То есть, протеом человека в отличие от генома является ситуаци
онным [Corzett Т.Н. et al., 2010]. Следовательно, возможные изменения бел
кового состава крови у различных индивидуумов будут сопровождаться 
появлением или элиминированием некоторых белков, m/z которых может 
совпасть с таковыми бруцелл. В связи с этим, при выявлении возбудителя 
бруцеллеза в клинических образцах, а также в крови методом MALDI-TOF 
MS важно учитывать вариабельность белкового состава исследуемого био
материала.

Таким образом, MALDI-TOF масс-спектрометрический анализ экстрактов 
крови человека позволил выявить неспецифичные фрагменты (m/z ±5 Da): 
2581,3268, ранее используемые в схеме родовой идентификации культур воз
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будителя бруцеллеза. Учитывая состав белковых профилей крови человека и 
культур штаммов возбудителя бруцеллеза с одинаковым значением m/z, для 
выявления бруцелл в модельных и клинических образцах крови нами пред
ложена схема анализа, включающая поиск 15 специфичных фрагментов на 
соответствующих масс-спектрах (m/z ±5 Da): 2422,3025,3336,3523, 3696,3754, 
4545, 4770, 5036, 5170, 5360, 6672, 7048, 9085, 16068. Специфичность каждого 
из указанных сигналов будет уточнена в ходе дальнейших исследований, од
нако на основании присутствия всех 15 аналитически значимых сигналов на 
соответствующем спектре можно судить о наличии бруцелл в исследуемом 
образце.

На следующем этапе работы был осуществлен MALDI-TOF MS анализ 
экстрактов модельных образцов крови. При этом было определено, что основ
ное количество зарегистрированных сигналов на масс-спектрах экстрактов 
образцов контаминированной возбудителем бруцеллеза крови человека лока
лизуется в интервале значений масс 2300 — 16 100 Da и составляет 80±10. 
Белковые профили всех исследуемых модельных образцов гемокультур со
держали общие сигналы (m/z (±5 Da)): 2422,2581,3025, 3268, 3336, 3372, 3440, 
3467, 3523,3696, 3754,4410,4545,4770,5036,5170,5360,6217,6284,6345,6672, 
7048, 7394, 7513, 7567,7765,7938, 9085,15129,16068. При этом интенсивность 
указанных фрагментов находилась в диапазоне от 2022 до 19541 a.i., разреше
ние — от 292 до 629, отношение сигнал/шум — от 10/1 до 21/1, ширина пика 
на полувысоте — от 7 до 52.

Кроме того, был установлен ряд особенностей белковых профилей экс
трактов модельных образцов крови относительно соответствующих спектров 
интактной крови человека. В частности, на масс-спектрах экстрактов крови, 
содержащей культуры В. abortus 544, С-68, 63-75, В-3196, Tulya и С-548, ин
тенсивность фрагментов (m/z ±5 Da): 5226,5290, 5422,5674,7353,7565 в 3 — 5 
раз превосходила интенсивность аналогичных сигналов интактной крови. 
Вероятно, это связано с интерференцией сигналов, присутствующих в модель
ных системах сходных по массе белков, которые содержатся в бактериальных 
экстрактах бруцелл и в крови человека. В то же время, было отмечено суще
ственное снижение интенсивности в 10 и более раз сигналов (m/z ±5 Da): 3372, 
3440, 3467 на профилях модельных образцов крови, по сравнению с сигнала
ми на масс-спектрах экстрактов интактной крови. Полученные данные могут 
свидетельствовать о возможном взаимодействии белков крови в модельных 
образцах с последующим удалением образовавшихся комплексов в процессе 
пробоподготовки. В то же время, для общих сигналов (m/z ±5 Da): 6345,7765, 
7938 существенных изменений параметров не наблюдалось.

На масс-спектрах экстракта модельного образца крови, содержащей В. 
abortus 19 ВА, была отмечена группа достоверно воспроизводимых сигналов, 
отсутствующих на белковых профилях интактной крови (m/z ±5 Da): 2202, 
2224,2291, 2305, 2319,2422,2531,2581,2635,2729,2848, 2876,2894, 2943,2995, 
3025, 3189, 3224,3268,3336, 3428, 3475,3523,3696,3823, 3997,3754,4258, 4545, 
4658,4723,4756, 4770,4897,4925,5036,5170, 5534,5580, 5611,5749, 6123,6286, 
6314, 6672,6922, 7048, 7591,7794,7853,7881,7908,7966, 7995,8022, 8048, 8341, 
9085, 9302, 10065, 10738,11358,12627,15184,15899.

Таким образом, нами было подтверждено сохранение выявленного ранее 
комплекса специфичных для Brucella spp. сигналов в экстрактах модельных 
образцов крови. Кроме того, в указанной совокупности помимо 15 родоспе
цифичных сигналов бруцелл (выделены курсивом) присутствовали дополни
тельные фрагменты, характерные только для модельных образцов крови.
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Полученные спектральные характеристики экстрактов модельных образцов 
крови подтверждают предположение о том, что присутствие возбудителя бру
целлеза в значительной мере меняет белковый профиль крови в исследуемом 
диапазоне.

Наряду с этим, на масс-спектрах экстрактов модельных образцов крови 
были выявлены сигналы, отсутствующие на соответствующих профилях ин
тактной крови человека и культур возбудителя бруцеллеза. Например, для 
модельных образцов крови, содержащих В. abortus 19 ВА, комплекс указанных 
сигналов включал (m/z ±5 Da): 2202, 2319, 2531, 2635, 2848, 2876, 3428, 3823, 
3997,4658,4723,4897,4925,5580, 5611,5749,6123,6286,7591,7794,7853, 7881, 
7908,7966,7995,8022,8048,8341,9302,10065,10738,11358,12627,15184,15899. 
Для масс-спектров экстрактов модельных образцов крови, содержащих 
В. melitensis 548, выявленная группа специфичных сигналов составила (m/z 
±5 Da): 2202, 2291, 2319, 2395, 2635, 2876, 2996, 3197, 3985, 4154, 4258, 4658, 
4723,5021,5253,5344,5462, 5749,6123,6862,7462,7966, 8048, 8311,8569,8649, 
8873,8970, 9290, 10040, 10738, 11072, 11325, 15789, 16114, 16172, 16222, 16336, 
16635,16719.

Полученные результаты позволяют наглядно продемонстрировать изме
нение качественных характеристик белкового профиля крови человека в при
сутствии комплекса белков возбудителя бруцеллеза. Мы полагаем, что ука
занные фрагменты могут быть использованы в качестве диагностических 
маркеров при MALDI-TOF MS исследовании клинического материала, подо
зрительного на наличие возбудителя бруцеллеза наряду с ранее изученными 
родоспецифичными сигналами.

Таким образом, при сопоставлении полученных масс-спектрометрических 
данных нами охарактеризован комплекс сигналов, позволяющий достоверно 
дифференцировать интактную кровь условно здорового человека и контами- 
нированную возбудителем бруцеллеза.
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БИОРАЗНООБРАЗИЕ И АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ УСЛОВНО ПА
ТОГЕННЫХ ЭНТЕРОБАКТЕРИЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ПОВЕРХНОСТНЫХ 
ВОДОЕМОВ РОСТОВА-НА-ДОНУ

Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт

Цель. Изучение биоразнообразия, чувствительности/устойчивости к антибактериаль
ным препаратам (АБП) штаммов условно патогенных микроорганизмов семейства 
Enterobacteriaceae, выделенных из поверхностных водоемов Ростова-на-Дону в 2014 — 2016 
гг. Материалы и методы. Определение родовой и видовой принадлежности энтеробактерий 
осуществляли по результатам совокупности биохимических тестов, используя программно
аппаратный комплекс MALDI Biotyper. Чувствительность к АБП определяли методом 
серийных разведений. Результаты. За время исследования было выделено 468 штаммов 
условно патогенных и патогенных энтеробактерий. Идентифицировано 20 родов, 33 вида 
микроорганизмов. Доминировали представители родов Escherichia (37,0 %), Enterobacter 
(23,0%), Klebsiella (13,2%), Citrobacter (8,0%). Чувствительными ко всем АБП в 2014 г. 
были 8,5% выделенных штаммов, в 2015 г. — 5,2%, в 2016 г. микроорганизмов, чувстви
тельных к АБП, не обнаружено. Количество полирезистентных изолятов нарастало в те
чение трех лет: в 2014 г. выделено 40,7 % штаммов, в 2015 г. — 60,1%, в 2016 г. — 80,0%. 
Высокой активностью в отношении выделенных энтеробактерий обладали цефтриаксон, 
гентамицин и ципрофлоксацин. Наибольшую устойчивость фиксировали к ампициллину, 
налидиксовой кислоте, нитрофурантоину, ко-тримоксазолу. Заключение. Полученные 
результаты позволяют оценить динамику нарастания полирезистентных штаммов энте
робактерий, выделенных из поверхностных водоемов.
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