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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.

Журн. микробиол., 2017, № 4, С. 17—23

Ключевые слова: мониторинг, условно патогенные микроорганизмы, антибиотикорези- 
стентность, поверхностные водоемы
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BIODIVERSITY AND ANTIBIOTICS RESISTANCE OF OPPORTUNISTIC PA
THOGENIC ENTEROBACTERIA ISOLATED FROM SURFACE RESERVOIRS OF 
ROSTOV-ON-DON

Rostov-on-Don Research Institute for Plague Control, Russia

Aim. Study biodiversity, sensitivity/resistance to antibacterial preparation (ABP) of opportu
nistic microorganisms o f Enterobacteriaceae family isolated from surface reservoirs of Rostov-on- 
Don in 2014 — 2016. Materials and methods. Determination of genus and species membership of 
enterobacteria was carried out by the results of a complex of biochemical tests using MALDI 
Biotyper program-apparatus unit. Sensitivity to ABP was determined by serial dilution method. 
Results. 468 strains of opportunistic and pathogenic enterobacteria were isolated during the study. 
20genera, 33 species of microorganisms were identified. Escherichia (37.0%), Enterobacter(23,0%), 
Klebsiella (13.2%), Citrobacter (8.0%) predominated. 8.5% of the strains isolated in 2014 were 
sensitive to ABP, 5.2% — in 2015; strains sensitive to ABP were not detected in 2016. The number 
of polyresistant isolates has increased during the last 3 years: 40.7% strains in 2014,60.1% in 2015, 
80,0% in 2016. Ceftriaxone, gentamycin and ciprofloxacin had high activity against the isolated 
enterobacteria. The highest resistance was documented against ampicillin, nalidixic acid, nitro- 
furane,'co-trimoxazole. Conclusion. The data obtained allow to evaluate the dynamics of increase 
of polyresistant strains o f enterobacteria isolated from surface reservoirs.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2017, No. 4, P. 17—23

Key words: monitoring, opportunistic microorganisms, antibiotics resistance, surface reservoirs

В В Е Д Е Н И Е
Деятельность человека приводит к негативным изменениям в окружающей 

среде, в том числе и в водных экосистемах. Основной путь микробного за
грязнения — попадание в близлежащие озера, пруды, реки неочищенных 
городских отходов и сточных вод, резко изменяющих микробный пейзаж и 
санитарный режим водоемов. Вода в местах интенсивного антропогенного 
загрязнения характеризуется расширенным спектром микробиоценоза с уве
личением таксономического разнообразия, в том числе представителей се
мейства Enterobacteriaceae [4].

Штаммы микроорганизмов, выделенные из водоемов, испытывающих 
мощное влияние промышленных, бытовых и речных стоков, обладают высо
кой антибиотикоустойчивостью, высокоадгезивными свойствами и цитоток
сичностью, что является ответной реакцией на воздействие стрессового фак
тора и имеет как общебиологическое, так и важное эколого-эпидемиологи
ческое значение [2].

Микроорганизмы семейства Enterobacteriaceae регулярно выделяются из 
почвы и воды, сохраняют жизнеспособность в широком диапазоне абиотиче
ских факторов среды [7]. Энтеробактерии, обладая значительным арсеналом 
приспособительных механизмов, способностью менять свойства, продуциро
вать различные ферменты вирулентности, вызывают энтеральные и паренте
ральные инфекции, число которых нарастает из года в год [5, 6, 9].

В последнее время появилось множество доказательств тому, что экологи
ческие места обитания, особенно водоемы, реки, озера, являются идеальной 
средой для распространения устойчивости к антибактериальным препаратам 
среди микроорганизмов [10]. Изучается чувствительность/устойчивость к АБП
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различных микроорганизмов, выделенных из водоемов, в том числе предста
вителей семейства Enterobacteriaceae. Такие исследования в настоящее время 
проводятся как в зарубежных странах (Португалия, Аргентина, Бразилия, 
Саудовская Аравия, Румыния, Китай, Сингапур, США, Канада, Швейцария) 
[15, 16, 18, 19], так и в России — в Восточной Сибири (река Ангара, Лена, 
озеро Байкал), в Волго-Каспийском регионе, в Челябинской области (река 
Миас) [1, 3, 8, 11, 12].

Важным аспектом контроля водных объектов является выявление неко
торых патогенных и условно патогенных бактерий, таких как сальмонеллы, 
патогенные стафилококки, синегнойная палочка и другие. В странах Евросоюза 
в последнее время произошел переход от определения групп санитарно
показательных микроорганизмов к определению непосредственно самих 
санитарно-показательных микроорганизмов, что делает оценку качества воды 
более стандартизованной и достоверной [14].

Этиологическая значимость и потенциальная патогенность энтеробакте
рий обусловливают необходимость более тщательного изучения биоразноо
бразия данной группы возбудителей и природных мест их обитания.

Таким образом, для совершенствования региональной системы биологи
ческой безопасности является весьма актуальным изучение водных биотопов 
с целью получения базовой информации о составе и разнообразии патогенных 
и условно патогенных энтеробактерий, выявления доминирующей микро
флоры, ее сезонных колебаний и определения антибиотикорезистентности 
выделенных микроорганизмов.

Цель настоящего исследования — изучить биоразнообразие, распростра
ненность и чувствительность/устойчивость к АБП штаммов условно патоген
ных и патогенных микроорганизмов (УПМ) семейства Enterobacteriaceae, 
выделенных из поверхностных водоемов Ростова-на-Дону в 2014 — 2016 гг.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мониторинг УПМ, выделенных из поверхностных водоемов Ростова-на- 
Дону (реки Дон, Мертвый Донец, Темерник), проводили ежемесячно (с мая 
по сентябрь) в течение 3 лет (2014 — 2016 гг.).

Идентификацию микроорганизмов начинали с изучения морфологии вы
росших колоний на агаре Хотгингера (рН±7,2) и селективных средах: Эндо, 
Плоскирева, висмут-сульфит агаре. В целях ускорения исследования и значи
тельного сокращения объема работы использовали хромогенную питательную 
среду (Hi Crom UTI Agar, Modified HiMedia, Индия) для одноэтапного выде
ления и прямой идентификации наиболее частых и значимых для санитарной 
микробиологии энтеробактерий. Определение родовой и видовой принадлеж
ности условно патогенных бактерий осуществляли по результатам совокуп
ности биохимических тестов (наборы RapiD 20 Е и API 20 NE) производства 
BioMerieux, Франция. Для быстрой выборочной идентификации микроорга
низмов использовали программно-аппаратный комплекс MALDI Biotyper. 
Масс-спектрометрический анализ проводили с использованием MALDI-TOF 
масс-спектрометра Autoflex («Bruker Daltonics», Германия). Для записи, об
работки и анализа масс-спектров использовали программное обеспечение 
фирмы «Bruker Daltonics»: flexControl 2.4 (Build 38) и flexAnalysis 2.4 (Build
П ) .

Чувствительность к АБП определяли методом серийных разведений в 
агаре Mueller-Hinton (HiMedia). В работе использовали препараты — беталак- 
тамы: пенициллины (ампициллин), цефалоспорин III поколения (цефтриак-
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сон), хинолоны (налидиксовая кислота, ципрофлоксацин), нитрофураны 
(фурагин); аминогликозиды (гентамицин); тетрациклины (доксициклин), а 
также амфениколы (левомицетин), комбинированные сульфаниламиды (ко- 
тримоксазол). Интерпретацию результатов проводили в соответствии с МУК 
4.2.1890-04. Внутренний контроль качества исследований антибиотикочув- 
ствительности определяли с использованием контрольного штамма Е. coli 
АТСС 25922. При характеристике микроорганизмов использовали общепри
нятые показатели: чувствительные, умеренно-резистентные и резистентные. 
Умеренно-резистентные и резистентные штаммы были объединены в катего
рию резистентные.

Статистическую обработку результатов осуществляли с помощью стан
дартных средств программы «Microsoft Office Excel». Статистическую значи
мость различий доли резистентных штаммов оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента при уровне значимости а<0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

За время исследования было выделено 468 штаммов условно патогенных 
и патогенных энтеробактерий (в 2014 г. — 130 штаммов, в 2015 г. — 193 штам
ма, в 2016 г. — 145 штаммов). Определены представители 20 родов, 33 видов 
микроорганизмов. Среди представителей семейства Enterobacteriaceae были 
идентифицированы микроорганизмы, относящиеся к родам: Esherichia, 
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Cronobacter, Salmonella, Pantoea, Proteus, 
Raoultella, Rahnella, Kluyvera, Providencia, Serratia, Yersinia, Leclercia, Morga- 
nella, Ewingella, Erwinia, Hafnia, Plesiomonas.

Проведенный микробиологический мониторинг поверхностных водоемов 
Ростова-на-Дону показал, что в отдельные годы и соответственно в течение 
всего периода наблюдения доминирующими микроорганизмами среди всех 
выделенных штаммов были представители родов Escherichia (37,0%), 
Enterobacter (23,0%), Klebsiella (13,2%), Citrobacter (8,0%).

Род Escherichia был представлен одним видом E.coli, среди рода Entero
bacter нами идентифицировано 9 видов, в течение трехлетнего периода часто
та встречаемости Е. cloacae и Е. asburiae составила соответственно 10,0% и 
7,0%. Из представителей рода клебсиелл, изолированных из проб воды, чаще 
всего выделяли К. pneumoniae (8,0%) и К. oxytoca (5,0%). Среди микроорга
низмов рода Citrobacter часто встречались два вида: С. freundii (4,5%) и С. 
braakii (3,3%).

Резистентность к антимикробным препаратам является одной из важней
ших фенотипических характеристик условно патогенной микрофлоры. 
Поэтому все выделенные в процессе мониторинга энтеробактерии были про
тестированы на чувствительность/устойчивость к антибактериальным пре
паратам.

По устойчивости к АБП все микроорганизмы в настоящем исследовании 
были разделены на четыре группы: чувствительные, монорезистентные, ре
зистентные к двум АБП, полирезистентные. В соответствии с международны
ми критериями в группу полирезистентных (обладающих множественной 
резистентностью) входят микроорганизмы с устойчивостью как минимум к 
трем различным группам АБП [17].

В 2014 г. 8,5% выделенных штаммов были чувствительны ко всем тести
руемым в исследовании АБП. В 2015 г. число таких штаммов составило 5,2%. 
В 2016 г. микроорганизмов, чувствительных ко всем АБП, в нашем исследо
вании не выявлено.
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Частота выделения монорезистентных энтеробактерий составила в 2014 и 
2015 гг. 23,9% и 14,0% соответственно, в 2016 г. их доля снизилась до 9,7%. 
Такую же динамику мы наблюдали, анализируя антибиотикорезистентность 
к двум АБП. С 2014 по 2016 гг. доля таких штаммов снизилась с 26,9% до 10,3%. 
В то же время, количество полирезистентных изолятов заметно нарастало в 
течение трех лет: в 2014 г. выделено 40,7% штаммов, в 2015 г. — 60,1%, в 2016 г. 
— 80,0%. Различия долей монорезистентных штаммов, устойчивых к двум 
АБП, и полирезистентных штаммов, выделенных в 2014 г . ив  2016 г., стати
стически достоверны.

Представляло интерес проанализировать динамику чувствительности/ 
устойчивости исследуемых микроорганизмов по каждому АБП.

Проведенные нами исследования показали, что наиболее высокий уровень 
устойчивости среди УПМ регистрировался к ампициллину. Так, в 2014 и 2015 гг. 
количество штаммов, устойчивых к этому антибиотику, составило 73,0% и 
72,0% соответственно. В 2016 г. число ампициллинрезистентных штаммов 
возросло до 89%.

Нечувствительные к ко-тримоксазолу штаммы встречались на протяжении 
всего периода исследования: в 2014 и 2015 гг. резистентность фиксировалась 
на уровне 70,0% , в 2016 г. возросла до 84,2%.

Доля культур, устойчивых к нитрофурантоину, варьировала от 33,8% в 
2014 г. до 75,2% в 2016 г.

За время наблюдения регистрировали нарастание частоты встречаемости 
водных изолятов энтеробактерий, устойчивых к налидиксовой кислоте. Так, 
в 2014 г. число таких штаммов составляло 23,0%, а в 2016 г. увеличилось почти 
в два раза, до 52,5%.

В 2014 г. нами зафиксировано всего 6,9% энтеробактерий, устойчивых к 
доксициклину, а к2016 г. их доля возросла до 17,2%.

Устойчивость к левомицетину регистрировали в 2015 г. у 13,5% штаммов, 
в 2014 г. и 2016 г. количество резистентных изолятов распределилось в среднем 
на одном уровне — около 25,0%.

Анализ динамики антибиотикорезистентности по годам выявил нараста
ние устойчивости к гентамицину с 0,2% в 2014 г. до 4,8% в 2016 г., к цефтри- 
аксону с 3,8% в 2014 г. до 8,9% в 2016 г. Удельный вес устойчивых вариантов к 
ципрофлоксацину вырос с 0,77% до 8,9%.

В процессе работы наряду с условно патогенными энетеробактериями 
были выделены патогенные представители рода Salmonella, которые являют
ся важными санитарно-показательными микроорганизмами и свидетельству
ют о регулярном поступление в водоем значительных фекальных загрязнений. 
Из многочисленных возбудителей острых кишечных инфекций сальмонеллы 
представляют опасность вследствие того, что они чаще других возбудителей 
вызывают осложнения и в некоторых случаях способны формировать дли
тельное носительство [13]. В наших исследованиях частота выделения саль
монелл в пробах воды составила в 2014 г. 2,7%, в 2015 г. — 3,1%, в 2016 г. — 
8,5%.

По данным литературы у сальмонелл регистрируется увеличение выде
ления штаммов с множественной лекарственной устойчивостью. Заболевания, 
вызванные такими штаммами, отличаются более длительным инкубационным 
периодом и тяжелым течение заболевания, поскольку снижается эффектив
ность антибактериальной терапии [13].

Сальмонеллы, выделенные в нашем регионе, по чувствительности/устой- 
чивости к АБП распределились следующим образом: в среднем за три года
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чувствительные изоляты выделяли в 19,0% случаев, резистентные к 1 АБП
— в 38,0%, резистентные к 2 АБП — в 14,3%, резистентные к 3 и более АБП
— в 28,6% случаев. Как и в случае с условно патогенными энтеробактериями, 
регистрировалось снижение количества штаммов, чувствительных и рези
стентных к 1 и 2 АПБ и увеличение числа полирезистентных. Так, в 2014 г. 3,0% 
изолятов сальмонелл были чувствительны к АБП, 3,8% — монорезистентны, 
1,5% — резистентны к 2 АБП. В 2015 г. чувствительных штаммов не выделено,
0. 5 .  сальмонелл обладали устойчивость к 1 и 2 АБП, 2,0% имели резистент
ность к 3 и более антибактериальным препаратам. Чувствительных к АБП 
штаммов в 2016 г. не регистрировали, доли монорезистентных и полирези
стентных сальмонелл составили по 1,4%.

В результате проведенного мониторинга в течение трехлетнего периода 
получены следующие данные:

В структуре представителей семейства Enterobacteriaceae, выделенных из 
поверхностных водоемов Ростова-на-Дону, доминировали представители 
родов Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter.

Высокой антибактериальной активностью в отношении выделенных эн
теробактерий обладали цефтриаксон, гентамицин и ципрофлоксацин.

Наибольшую устойчивость штаммов УПМ фиксировали к ампициллину, 
налидиксовой кислоте, нитрофурантоину, ко-тримоксазолу.

Наблюдается снижение доли штаммов, чувствительных, резистентных к 1 
и 2 АПБ, и увеличение доли полирезистентных условно патогенных и пато
генных энтеробактерий.

Анализ результатов проведенного исследования дает возможность оценить 
риск появления и распространения мультирезистентных штаммов энтеробак
терий в окружающей среде, позволяя предотвратить вспышки заболеваний, 
вызванных антибиотикорезистентными штаммами.
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ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО ОТВЕТА ПРИ РАЗЛИЧНЫХ СХЕМАХ ПРИ
МЕНЕНИЯ БАКТЕРИАЛЬНОЙ ТЕРАПЕВТИЧЕСКОЙ ВАКЦИНЫ ИММУ- 
НОВАКВП-4
НИИ вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова, Москва

Цель. Изучение динамики иммунологических показателей у больных с хроническими 
бактериальными инфекциями при разных схемах введения вакцины Иммуновак ВП-4. 
Материалы и методы. У больных (20 чел., 18 — 50 лет), распределенных в две группы по 
типу введения вакцины, дважды (до и через 0,5 — 1,5 месяца после курса вакцинотерапии) 
оценивали параметры системного иммунитета и уровень специфических антител раз
личных изотипов в сыворотке крови и слюне к вакцинным антигенам Staphylococcus 
aureus и Klebsiella pneumoniae. Результаты. Местная вакцинация приводила к повышению 
только уровня IgA в слюне к обоим бактериальным антигенам, при этом показатели си
стемного иммунитета до и после вакцинации не различались. Подкожная вакцинация 
повышала уровень сывороточных антител А- и G-изотипов к обоим бактериальным анти
генам, нормализовывала сниженный уровень С 0 8 +-лимфоцитов и повышенное значение 
иммунорегуляторного индекса; наблюдалась тенденция к повышению процента CD3+ 
Т-клеток и снижению процента CD4+ Т-хелперов. Заключение. Для получения комплекс-
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