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Идентификация и изучение 
антибиотикорезистентности бактерий, 
выделенных из маститного молока
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Цель – выделение из молока при маститах коров чистой культуры возбудителей и их идентификация, а также изучение 
чувствительности выделенной культуры к антибиотикам, выявление генов приобретенных карбапенемаз групп KPC и 
OXA-48-подобных (типы OXA-48 и OXA-162) и класса металло-β-лактамаз групп VIM, IMP, NDM методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ).
Выделенная культура возбудителя – Klebsiella pneumoniae высокочувствительна только к цефотаксиму и чувствитель-
на к другим препаратам из группы цефалоспоринов, а также к левомицетину, ципрофлоксацину. Малочувствительна 
к амикацину, фурадонину. К фосфомицину, гентамицину, эритромицину, доксициклину резистентна. У изучаемых 
культур не выявлены гены приобретенных карбапенемаз групп KPC и OXA-48-подобных, а также класса металло-β-
лактамаз групп VIM, IMP и NDM. 
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The purpose of the study was to isolate and to identify a pure culture of causative agent from milk of cows with mastitis, to study 
its sensitivity to antibacterial drugs and to detect carbapenemase genes of KPC and OXA-48-like groups (OXA-48 and OXA-162 
types) and metal-β-lactamases class of the VIM, IMP, NDM groups by the Real-time polymerase chain reaction (PCR) method.
The isolated culture of microorganisms – Klebsiella pneumoniae, is highly sensitive only to cefotaxime. It is sensitive to 
ceftazidime, cefuroxime, ceftriaxone, i.e. to all drugs from the group of cephalosporins, and to levomycetin, ciprofloxacin. It is 
insensitive to amikacin, furadonin. The isolated culture is resistant to phosphomycin, gentamicin, erythromycin, and doxycycline. 
The genes of carbapenemase of KPC and OXA-48-like groups and of metallo-β-lactamases class of VIM, IMP, NDM groups in 
studied cultures were not detected.
Klebsiella pneumoniae showed multiple antibiotic resistance. The genes of the acquired carbapenemases of the KPC and OXA-
48-like groups (types OXA-48 and OXA-162) and of the class of metal-β-lactamases of the VIM, IMP, NDM groups were not 
detected in the isolated culture. 
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Б актерии рода Klebsiella относятся к семейству Entero-
bac teriaceae и широко распространены в природе. 

Они являются представителями резидентной микрофлоры 
кишечника различных видов животных и человека и вхо-
дят в состав условно-патогенной микрофлоры. При сниже-

нии иммунного статуса организма представители данного 
рода, в том числе Klebsiella pneumoniae, способны вызы-
вать различные заболевания, в том числе и маститы 
у коров [1, 2]. Именно маститы являются одной из главных 
причин преждевременной выбраковки продуктивных 
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животных и систематического недополучения молока 
за лактацию [3].

Под антибиотикорезистентностью понимают сохранение 
микроорганизмами способности к росту и размножению 
в присутствии концентрации антибактериальных препара-
тов, создаваемой при введении терапевтических доз пре-
парата. Появление устойчивости к действию антибиотиков 
является частным примером микроэволюционных измене-
ний, развивающихся в популяции любых микроорганизмов, 
испытывающих воздействие неблагоприятных факторов. 
Основная проблема антибиотикотерапии заключается в том, 
что ненадлежащее использование антибактериальных пре-
паратов способствует появлению антибиотикорезистентных 
штаммов [4].

Антибиотикорезистентность всегда обусловлена генети-
чески и возникает за счет изменения собственных или при-
обретения новых, а также изменения уровня экспрессии уже 
имеющихся генов [5]. Однажды возникшие гены резистент-
ности в условиях продолжающейся селекции, в качестве 
которой выступает антибиотикотерапия, приобретают тен-
денцию к распространению в популяциях микроорганизмов, 
причем не ограниченную одним видом [6].

Под приобретенной устойчивостью понимают свойство 
отдельных штаммов бактерий сохранять жизнеспособность 
при тех концентрациях антибиотиков, которые подавляют 
основную часть микробной популяции. Формирование рези-
стентности во всех случаях обусловлено генетически: при-
обретением новой генетической информации или изменени-
ем уровня экспрессии собственных генов [7].

β-лактамазы – группа бактериальных ферментов, направ-
ленных на борьбу с β-лактамными антибиотиками, одними 
из самых часто применяемых препаратов для лечения ин-
фекционных заболеваний [8]. Именно поэтому для исследо-
вания были выбраны следующие классы β-лактамаз: KPC и 
OXA-48-подобные (типы OXA-48 и OXA-162) и класс металло-
β-лактамаз групп VIM, IMP, NDM [9, 10].

Целью исследования является оценка антибиотикорези-
стентности бактериальных агентов, содержащихся в пробах 
молока. В соответствии с целью были поставлены задачи: 
выделение и идентификация возбудителей мастита, анализ 
их антибиотикорезистентности.

Материалы и методы

В промышленном животноводческом комплексе Ленин-
градской области были отобраны пробы молока коров 
со скрытыми и клинически проявляющимися маститами. 
Пробы молока (30–50 мл) брали в стерильные пластиковые 
емкости после тщательной обработки вымени мыльным рас-
твором, дезинфекции сосков 70% этиловым спиртом и сдаи-
вания первой порции молока в отдельную посуду. 

Первичные посевы делали на мясо-пептонный агар и 
буль он (МПА и МПБ), на кровяной агар, среды Эндо. Для 
идентификации возбудителя изучали культурально-биохи-
мические свойства чистых культур бактерий. Идентификацию 
также проводили при помощи тест-систем API 20E («Bio 
Merieux», Франция), предназначенных для биохимической 
идентификации энтеробактерий в течение 18–24 ч. Для ис-
следования использовали изолированную колонию со среды 

первичного посева, суспендировали и вносили в микропро-
бирки по 100 мкл. Затем добавляли по 50 мкл вазелинового 
масла в микропробирки с тестами на уреазу, лизиндекар-
боксилазу, орнитиндекарбоксилазу, аргининдигидролазу, 
сероводород. Посевы инкубировали при 36°С в течение 
24 ч, после чего добавляли реактивы на ацетоин, индол, 
триптофандезаминазу, нитриты. 

Результаты учитывали визуально, заполняли бланки 
с кода ми цифрового профиля. Идентификацию проводили 
по идентификационной таблице, поставляемой в комплекте 
с тест-системой.

Определение чувствительности бактериальной культуры 
к антибактериальным препаратам проводили методом диф-
фузии антибиотиков в агар с применением дисков (ФБУН 
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера).

Выявление генов приобретенных карбапенемаз групп 
KPC и OXA-48-подобных (типы OXA-48 и OXA-162) и класса 
металло-β-лактамаз групп VIM, IMP, NDM проводили мето-
дом полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ). 

Результаты и обсуждение

В результате идентификации, путем изучения морфоло-
гических, культурально-биохимических свойств и исполь-
зования тест-системы API 20e (рис. 1), выделенный возбу-
дитель отнесли к роду Klebsiella, виду Klebsiella pneumoniae 
(таблица). 

Клебсиеллы представляли собой мелкие, грамотрица-
тельные палочки. При микроскопии у возбудителей выяв-
ляли капсулу, которая при окраске метиленовым синим 
Леффлера по Михину приобретала розовый цвет, бактери-
альные клетки имели синий цвет. 

Таблица. Результаты использования тест-системы API 20e

Название ячейки (микропробирки) 
и реакции/фермента

Результат 

OPNG (β-галактозидаза)
– 

(в идентификационной 
таблице в 99% случаев +)

ADH (аргининдигидролаза)
+ 

(в идентификационной 
таблице в 99% случаев –)

LDC (лизиндекарбоксилаза) + 

ODC (орнитиндекарбоксилаза)
+ 

(в идентификационной 
таблице в 99% случаев –)

CIT (утилизация цитратов)
– 

(в идентификационной 
таблице в 86% случаев +)

H2S (продукция H2S) –
URE (уреаза) –
TDA (триптофандеаминаза) –
IND (продукция индола) –
VP (продукция ацетоина) –
GEL (желатиназа) –
GLU (сбраживание/окисление глюкозы) + (на 55%)
MAN (сбраживание/окисление маннита) +
INO (сбраживание/окисление инозита) +
SOR (сбраживание/окисление сорбита) +
RHA (сбраживание/окисление рамнозы) +
SAC (сбраживание/окисление сахарозы) +
MEL (сбраживание/окисление мелибиозы) +
AMY (сбраживание/окисление амигдалина) +
ARA (сбраживание/окисление арабинозы) +
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Культуры клебсиелл хорошо росли на простых средах. При 
росте на МПБ вызывали равномерное помутнение, на по-
верхности образовывалась слизистая пленка. На МПА через 
18–24 ч вырастали серо-белые, слизистые колонии. 
Консистенцию определяли прикосновением бактерио логи-
чес кой петли в процессе отвивки части микробов из колонии. 

На среде Эндо после культивирования при 37–38°С в те-
чение 18–24 ч изучаемые культуры образовывали бледно-
розовые, слизистые, сливающиеся, приподнимающиеся над 
поверхностью среды колонии (рис. 2).

При росте на трехсахарном агаре с мочевиной по Оль-
киницкому происходило пожелтение столбика среды, что 
указывало на расщепление глюкозы, а красная скошенная 
часть среды – на отсутствие ферментации сахарозы и лак-
тозы (рис. 3).

Проводили определение чувствительности выделенной 
культуры возбудителя к антибактериальным препаратам 
методом диффузии антибиотиков в агар с применением дис-

ков. Учет результатов проводили после 24-часовой инкуба-
ции в термостате при температуре 37°С по наличию зон 
задер жки роста, образующихся под воздействием антибак-
териальных препаратов.

Установлено, что выделенная культура микроорганизмов 
Klebsiella pneumoniae высокочувствительна только к цефо-
таксиму (рис. 4). Чувствительна также к цефтазидиму, цефу-
роксиму, цефтриаксону, т.е. ко всем использованным пре-
паратам из группы цефалоспоринов. Была также выявлена 
чувствительность к левомицетину, ципрофлоксацину (груп-
па фторхинолонов). Данный микроб малочувствителен 
к амикацину, фурадонину. Отметим, что к фосфомицину, 
гентамицину, эритромицину, доксициклину выделенная 
культура резистентна.

В результате проведения ПЦР-РВ генов приобретенных 
карбапенемаз группы KPC и OXA-48-подобных и класса 
металло-β-лактамаз групп VIM, IMP и NDM у выделенной 
культуры обнаружено не было (рис. 5, 6).

Рис. 1. Результаты исследований на тест-системе API 20e.

Рис. 2. Рост Klebsiella pneu mo
niae на среде Эндо.

Рис. 3. Рост Klebsiella pneu mo
niae на трехсахарном агаре 
Оль киницкого.

• Цефотаксим – 27 мм
• Фурадонин – 16 мм
• Цефтриаксон – 23 мм
• Амикацин – 11 мм

Рис. 4. Зоны задержки роста возбудителя под воздействием 
антибиотиков.

Рис. 5. График регистрации результатов ПЦР в режиме реально-
го времени свидетельствует о накоплении продуктов амплифи-
кации внутренних контролей.

Рис. 6. График регистрации результатов ПЦР в режиме реально-
го времени свидетельствует о накоплении продуктов амплифи-
кации фрагментов генов MBL группы VIM и генов группы OXA-
48-подобных.
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Выводы

Выделенные и идентифицированные микроорганизмы 
Klebsiella spp. проявили множественную антибиотикорези-
стентность. Гены приобретенных карбапенемаз групп KPC и 
OXA-48-подобных и класса металло-β-лактамаз групп VIM, 
IMP и NDM у выделенной культуры не обнаружены.
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