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ТҰЖЫРЫМ

Есеп беру 69 б., 10 сурет,  4 кесте,  34 әдебиет.
Кілт сөздер : антибиотикке тұрақтылық, мониторинг, Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, микробиология.
Зерттеу нысаны : энтеропатогенді грамм теріс бактериалды өсінділер (Salmonella spp., Escherichia coli) мен  грамм оң (Staphylococcus aureus) штаммдары.
Жұмыс мақсаты: ауылшаруашылық жануарлары мен құстардың инфекциялық ауруларының қоздырушыларының энтеропатогенді штаммдарының түр тұрақтылығын анықтау. 
Зерттеу әдістері: микробиологиялық, биохимиялық, серологиялық, молекулярлы-генетикалық.
Ғылыми- зерттеу жұмысын жасау барысында Қостанай облысындағы ет өндіруші кәсіпорындарынан, жануар және құстардан, жануар тектес өнімдерден алынған биосынамалар іріктелді.  Микроорганизмдерді идентификациялау микроорганизмдердің биологиялық қасиеттеріне негізделе отырып, классикалық әдіс қолданылды. 
Микроорганизмдердің белгілі бір сезімталдығын (сезімтал,  аралық немесетұрақты) анықтау үшін диско –диффузды әдіс пен Е-тест қолданылды. 
Антибиотиктерге (плазмидтар, транспозондаржәне т.б.)   генетикалық детерминат тұрақтылығын кодтайтын ДНҚ аймағын анықтауполимеразды тізбекті реакциясымен өтті. 
Жүргізілген жұмыстар нәтижесінде Қазақстанның Солтүстік аумағындағы ет өндеуші кәсіпорынданрдан, шаруашылықтардан жануар тектес өнімдерден,жануарлар мен құстардан биоматериалдар жиналды. Микроорганизмдер штаммдарын микробиологиялық  зерттеп, бөліп алынды. Бактериялық өсінділер штаммдары ажыратылды.  Таза өсінділер алынды. 
Антибиотиктерге микроорганизмдер штаммдарының сезімталдығы мен антибиотикке тұрақтылығы анықталды. Диско- диффузды әдістермен  жануар тектес өнімдер мен ауыл шаруашылық жануарларынан алынған бактериялардың сезімталдық/ тұрақтылық спектрлері қарастырылды. 
Энтеропатогенді бактериялардың антибиотикке тұрақты штаммдарының генетикалық түрлері анықталды.Зерттелген микроорганизмдер түрлерінің тұрақтылық гендері анықталды. 
Негізгі ветеринарлық көрсеткіштер: резистентті қоздырушылар мониторингі олардың айналымын, құрлымының өзгерісі мен антибиотиктерге  тұрақтылығының дамуын бақылап отырады. 
Қолдану саласы  – ғылыми, диагностикалық  референтті орталықтар, ветеринарлық зертханалар. 
Болжамды ұсыныстар–алынған мәліметтер медицина мен ветеринария тәжірибесінде қолданылады, сонымен қатар антибиотикке тұрақтылықпен күресу механизмін жақсарту бойынша ұсыныстар, халықтың санитарлық қауіпсіздігін қамтамасыз етуге бағыттылған  номативті- құқықтық базаны дайындауға  көмектеседі.

РЕФЕРАТ
Отчет   69 с., 10 рисунков,  4 таблицы,  34 источника.
Ключевые слова: антибиотикорезистентность, мониторинг, Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, микробиология.
Объектом исследования являются: бактериальные культуры энтеропатогенных грамотрицательных (Salmonella spp., Escherichia coli) и грамположительных (Staphylococcus aureus) штаммы.
Цель работы: Определение профилей резистентности энтеропатогенных штаммов возбудителей   инфекционных болезней сельскохозяйственных животных и птиц.
Методы исследований: микробиологические, биохимические, серологические, молекулярно-генетические.
В процессе выполнения научно-исследовательской работы проводился отбор биоматериала от животных и птиц, продуктов животного происхождения и пробы с мясоперерабатывающих предприятий Костанайской области. Идентификация микроорганизмов проводилась с использованием классических методов, основанных на биологических свойствах микроорганизмов.
Для определения принадлежности микроорганизмов к одной из категорий чувствительности (чувствительный,  промежуточный  или резистентный) использовался диско-диффузионный метод и Е-тест.
Идентификация генетических детерминант резистентности для выявления участков ДНК, кодирующих резистентность к антибиотикам (плазмиды, транспозоны и т.д.) проводилась методом полимеразной цепной реакции. 
В результате проведенных исследований проведен отбор биоматериала от животных,  птиц и проб продуктов животного происхождения в хозяйствах, мясоперерабатывающих предприятиях Северного региона Казахстана. Проведено выделение и микробиологическое исследование штаммов микроорганизмов. Идентифицированы штаммы бактериальных культур. Получены чистые культуры.
Определена антибиотикорезистентность и чувствительность  штаммов микроорганизмов к антибиотикам. Изучен спектр чувствительности/устойчивости бактерий, выделяемых от сельскохозяйственных животных и   продукции животного происхождения методами диско-диффузии, Е-Тестом.
Определены генетические профили антибиотикорезистентных штаммов энтеропатогенных бактерий. Определены гены резистентности у исследуемых групп микроогранизмов.
Основные ветеринарные показатели: мониторинг резистентных возбудителей позволит следить за их циркуляцией, изменениями в структуре, также тенденциями развития устойчивости к антибиотикам.
Область применения – научные, диагностические референтные центры, ветеринарные лаборатории. 
Прогнозные предложения - полученные данные будут применяться в медицинской и ветеринарной практике и позволят подготовить предложения по совершенствованию механизмов борьбы с антибиотикорезистентностью, нормативно-правовой базы, направленной, на обеспечение санитарного благополучия населения.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ
[bookmark: _GoBack]
В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими определениями:
АМПЛИФИКАЦИЯ, в молекулярной биологии — процесс образования дополнительных копий участков хромосомной ДНК, как правило, содержащих определённые гены либо сегменты структурного гетерохроматина.
АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ – феномен устойчивости штамма возбудителей инфекции к действию одного или нескольких антибактериальных препаратов, снижение чувствительности (устойчивость, невосприимчивость) культуры микроорганизмов к действию антибактериального вещества.
БИОЛОГИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ – часть жизнеспособной ткани или биологически активной жидкости, отобранных с целью проведения диагностики заболеваний животных (кровь, слизь, спинномозговая жидкость, желчь, гной, моча, фекалии, соскобы, материалы, взятые методом биопсии)
ПАТОЛОГИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ – биологический материал, взятый у живых или мертвых животных, который содержит или может содержать возбудитель инфекционных или паразитарных болезней, предназначенный для отправки в ветеринарную лабораторию
ПРОБА – образец, отбираемого от перевозимого (перемещаемого) объекта и биологического материала
ШТАММ — чистая культура вирусов, бактерий, других микроорганизмов или культура клеток, изолированная в определённое время и в определённом месте. 
СЕРОВАР (Серотип) — группа микроорганизмов одного вида, объединяемых общей антигенной структурой, определяемой серологическими методами диагностики. 
ЧИ́СТАЯ КУЛЬТУ́РА (или аксеничная культура) — совокупность микроорганизмов одного вида, имеющих одинаковые морфологические и биохимические свойства и одинаковые свойства их культур.
ПРАЙМЕР– это короткий фрагмент нуклеиновой кислоты (олигонуклеотид), комплементарный ДНК- или РНК-мишени, служит затравкой для синтеза комплементарной цепи с помощью ДНК-полимеразы (при репликации ДНК).
ПОЛИМЕРА́ЗНАЯ ЦЕПНА́Я РЕА́КЦИЯ (ПЦР) — экспериментальный метод молекулярной биологии, позволяющий добиться значительного увеличения малых концентраций определённых фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК) в биологическом материале (пробе).
ЭЛЕКТРОФОРЕЗ – метод разделения белков в поле постоянного электрического тока, основанный на различной скорости движения заряженных частиц в жидкой среде (буфере) по  твердому носителю.
ДЕНАТУРАЦИЯ ДНК - процесс, в результате которого двухцепочечная ДНК разделяется на одноцепочечные.
ОТЖИГ - гибридизация праймера с комплементарной последовательностью нуклеиновых кислот в заданных условиях.
ЭЛОНГАЦИЯ ПРАЙМЕРА - ферментативная реакция, приводящая к синтезу новой цепи ДНК путем добавления одиночных дезоксирибонуклеотидов к 3 -концу праймера.
ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие обозначения и сокращения:
	ВТО 
	– всемирная торговая организация

	ВОЗ
	– всемирная организация здравоохранения

	ПЦР
	- полимеразно-цепная реакция

	ДДМ
	- диско-диффузный метод

	МПК
	- минимальная подавляющая концентрация

	XLD - агар
	- ксилоза-лизин-дезоксихолатный агар

	SS - агар
	- агар Сальмонелла-Шигелла

	ВСА
	- висмут-сульфит агар

	RVS - бульон
	- среда Раппапорт-Вассилиадис

	МПБ
	- мясопептонный бульон

	МПА
	- мясопептонный агар

	КОЕ/мл
	- единица измерения, обозначает количество колониеобразующих единиц в одном миллилитре жидкости

	АБП
	- антибактериальный препарат

	РА
	- реакция агглютинации

	КГУ им.А.Байтурсынова
	– Костанайский государственный университет имени Ахмета Байтурсынова






















ВВЕДЕНИЕ

Актуальность исследований В 2015 году на 68-ой сессии Всемирной организации здравоохранения принят глобальный план действий по устойчивости к противомикробным препаратам. Констатируя неотложную потребность в более скоординированной и гармонизированной системе  надзора для мониторинга устойчивости к противомикробным препаратам на национальном, региональном и глобальном уровнях, ВОЗ предложил международным, региональным и национальным партнерам осуществить необходимые мероприятия с целью внести вклад в решение задач масштабного плана действий по борьбе с устойчивостью к противомикробным препаратам [1].
В конце 2016 года страны - члены ООН приняли совместное заявление о необходимости принятия мер по борьбе с лекарственно-устойчивыми микроорганизмами и обеспечить контроль за применением противомикробных препаратов. За всю историю существования организации проблема антибиотикорезистентности микроорганизмов стала четвертой проблемой здравоохранения, вынесенной на обсуждение Генеральной ассамблеи после ВИЧ-инфекции, лихорадки Эбола и неинфекционных заболеваний (таких как болезни сердца, сахарный диабет и другие) [2,3].
В настоящее время детекция антибактериальных препаратов (АБП) основана на микробиологических методах, таких как диско-диффузионный, метод серийных разведений в бульоне, метод двух дисков, а также с применением различных коммерческих тестов, основанных на ферментативных колориметрических реакциях. Перечисленные традиционные микробиологические методы подходят для фенотипической характеристики микроорганизма. Однако, при детекции АБП они, в лучшем случае, позволяют оценить факт наличия фермента, но не дают информацию о том, какой именно из нескольких сотен видов фермента присутствует. 
Ввиду этого одним из перспективных направлений в изучении и диагностики антибиотикорезистентности является использование молекулярно-генетических подходов: полимеразной цепной реакции (ПЦР), секвенирования и минисеквенирования [4].  Определение антибиотикорезистентности с помощью ПЦР позволяет спрогнозировать появление устойчивости к различным группам антимикробных препаратов, а также оценить распространение резистентных штаммов на локальном и региональном уровнях. Поэтому обнаружение антибиотикорезистентности методом ПЦР является отличным дополнением к традиционному микробиологическому тестированию [5]. 
Неконтролируемое применение противомикробных препаратов, широкое использование антибиотиков в ветеринарии, животноводстве и птицеводстве, а также в производстве и хранении животноводческой продукции поднимают риск роста резистентности на глобальный уровень. В Европейском Союзе антибиотики в качестве стимуляторов роста запрещены с 2006 года, однако резистентность микроорганизмов до сих пор не снижается [6,7]. В связи с этим некоторые страны ЕС (Голландия, Латвия и Литва),  с 2017 года стали выращивать поголовье без антибиотиков или без важнейших классов антибиотиков для человека также некоторые производители сообщили о своих намерениях вообще запретить использование антибиотиков для сельскохозяйственных животных [8,9,10,11]. 
Одной из задач проекта является проверка гипотезы о том, что резистентность бактерий сохраняется даже без продолжительного применения антибиотиков животным. Реализация данного проекта позволит определить, сравнить и оценить фенотипическую и генотипическую резистентность микроорганизмов в системе выращивания животных, в технологическом процессе переработки сырья, а также более чётко понять механизмы адаптации бактерий в окружающей среде. В этой связи, значимость проекта заключается в установлении изменений фенотипической и генотипической резистентности микроорганизмов присутствующих в организме животных.  
Новизна работы Впервые в Северном регионе Казахстана были проведены мониторинговые исследования антибиотикорезистентности энтеропатогенных штаммов Salmonella enterica, Staphylococcus и Escherichia coli, выделяемых от сельскохозяйственных животных и продукции животного происхождения. Изучена чувствительность выделенных культур микроорганизмов к различным видам антибиотиков. Выявлены резистентные и полирезистентные формы микроорганизмов с определением их генетического профиля.
Практическая значимость исследований Полученные данные будут применяться в медицинской и ветеринарной практике и позволят подготовить предложения по совершенствованию механизмов борьбы с антибиотикорезистентностью, нормативно-правовой базы, направленной на обеспечение санитарного благополучия населения.
[bookmark: z70]Цель исследования Определение профилей резистентности энтеропатогенных штаммов возбудителей   инфекционных болезней сельскохозяйственных животных и птиц.
Задачи:
- Выделение и идентификация бактериальных культур энтеропатогенных грамотрицательных (Salmonella spp., Escherichia coli) и грамположительных бактерий (Staphylococcus aureus).
- Определение антибиотикорезистентности/чувствительности и отбор  резистентных и полирезистентных к антибиотикам штаммов. 
- Определение генетического профиля антибиотикорезистентных штаммов энтеропатогенных бактерий. 

1 ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1.1 Выбор направления исследований
Антибиотики применяются в животноводстве, мясомолочной и пищевой промышленности не только для лечения болезней животных, но также в целях профилактики и для стимулирования роста. Чрезмерное применение антибиотиков у сельскохозяйственных животных имеет серьезные последствия для общественного здравоохранения, так как способствует появлению устойчивых к антибиотикам бактерий и генов резистентности, которые могут быть переданы людям [12]. Обычно это происходит при употреблении пищевых продуктов, но может иметь место и при непосредственном контакте с животными или через объекты окружающей среды[13]. В конечном счете, это приводит к возникновению у людей инфекционных заболеваний, обусловленных антибиотикорезистентными бактериями, которые  трудно или даже невозможно излечить. Кроме того, поскольку торговля как самими животными, используемыми для получения пищевых продуктов, так и пищевыми продуктами животного происхождения осуществляется в глобальных масштабах, это может привести к появлению устойчивости к антибиотикам в странах, которые находятся далеко от тех стран, где возникла данная проблема [14].
Данные полученные во время выполнения проекта могут быть также полезны для усовершенствования   условий содержания животных, разработки правил регулирования применения антибиотиков и других нормативных актов в стране. Недопущению ошибок других стран, могут способствовать экономически эффективные меры по сокращению болезней животных и по нераспространению устойчивых бактерий через пищевую цепь и окружающую среду.
Резистентность связанных с пищевыми инфекциями зоонозных бактерий родов Salmonella и Campylobacter несомненно связана с применением антибиотиков у сельскохозяйственных животных, пищевые инфекции, вызванные такими резистентными бактериями, многократно документированы у людей. Особую тревогу вызывает устойчивость к так называемым «критически важным антибиотикам», используемым в медицине. Например, применение фторхинолонов у сельскохозяйственных животных привело к появлению соответствующей устойчивости к антибиотикам у сальмонелл и кампилобактеров, которые вызывают инфекционные заболевания у людей [15]. При этом имеется статистически достоверная связь между резистентностью сальмонелл и более частыми и более длительными госпитализациями пациентов, более длительным течением заболеваний, более высоким риском развития инвазивных форм инфекций и двукратным увеличением риска смертельного исхода в течение двух лет после инфицирования. При заболеваниях, обусловленных полирезистентными штаммами Salmonella typhimurium определенного фаготипа (DT)104 с устойчивостью к хинолонам, медики наблюдают неудачи лечения, более высокую частоту госпитализации и более высокий риск смертельного исхода. По сравнению с заболеваниями, вызванными чувствительными к антибиотикам бактериями, в случаях, вызванных у людей резистентными к макролидам кампилобактерами, отмечалась более высокая частота инвазивных форм инфекции и летальных исходов [16]. 
Накопленные к настоящему времени данные свидетельствуют о том, что прогнозирование клинической эффективности АБП на основе оценки фенотипа (антибиотикограммы) менее информативно, чем ее прогнозирование на основе выявления  генотипа (набора детерминант резистентности) данного патогена [17].

1.2 Материалы и методы исследований
Работа выполнена на базе Научно-инновационного центра Костанайского государственного университета имени Ахмета Байтурсынова влабораториях микробиологического и молекулярно-генетического анализа, в Институте микробиологии и вирусологии Литовского университета наук здоровья, а также в бактериологической лабораториифилиала РГП на ПХВ «Национальный центр экспертизы» Комитета охраны общественного здоровья по Костанайской области.

1.2.1 Материалы исследований
В работе использовали:
- Среды: простые питательные (мясопептонный агар, мясопептонный бульон), селективные (селенитовый бульон, пептонная вода, Раппапорта-Вассилиадиса), дифференциально-селективные (висмут-сульфит агар, желточно-солевой и молочно-солевой агар, ксилоза-лизин-дезоксихолатный агар, среда Плоскирева), дифференциально-диагностические (мясо-пептонная желатина, кровяной агар, Эндо, Гисса, Кларка, Клиглера, Козера, Симмонса, фенилаланиновая среда, среда с мочевиной Кристенсена), для определения чувствительности микроорганизмов (Мюллера-Хинтона, АГВ)
- Реактивы: для реакции Фогес—Проскауера, лизин, для индольной реакции, на сероводород, кроличья цитратная плазма, натрий хлор
- Сыворотки: анти-О-сыворотки, анти-Н-сыворотки
- Для полимеразно-цепной реакции: вода без ДНКаз, Taq-полимераза, праймеры (Thermo Fisher, UK), маркер на 100 bp (ThermoFisher, UK), агароза, бромистый этидий.
Лабораторная посуда: пробирки (15 мл, 50 мл, эппиндорфа 2 мл), мерные колбы, цилиндры, чашки Петри, шприцы (1; 2,5; 5; 10 мл)
Оборудование и инструменты: термостат (ТС-1/80СПУ), холодильник (Pozis, Атлант), дистиллятор (ДЭ-ТЗМОИ), микроскоп бинокулярный «Мicros» МS-50, камера для электрофореза (Cleaver Scientific Ltd), аналитические весы (Ohaus Pioneer), рН-метр (150 МИ ИТ), дозаторы автоматические с вариабельным объемом (1 – 1000 мкл) (Eppendorf, Iso Lab, Thermo Scientific), морозильная камера (Artiko), автоклав (ВК-75-01) гель-документирующая система, бактериологическая петля D=3 мм., cтекла предметные по ГОСТ 9284.
Для определения вирулентности использовали лабораторных животных – белых мышей.

1.2.2 Методы исследований
При проведении исследований применялись микробиологические, серологические, биохимические, молекулярно-генетические и другие методы. 

1.2.2.1 Отбор и подготовка проб
Отбор проб биологического материала проводился с соблюдением правил асептики в чистую, стерильную, одноразовую посуду. 
Отбор проб продукции животного происхождения. Отбор проб мяса всех видов убойных животных (говядины, баранины, свинины и от других видов сельскохозяйственных и промысловых животных за исключением кроликов, птицы, рыбы), проводился согласно приказу Министра сельского хозяйства Республики Казахстан от 30 апреля 2015 года № 7-1/393 «Об утверждении Правил отбора проб перемещаемых (перевозимых) объектов и биологического материала» в следующем порядке:
Отбирали часть мышц сгибателя и разгибателя передней и задней конечности величиной 8*6*6, цельные лимфатические узлы (поверхностный шейный и коленной складки с окружающей их тканью), трубчатую кость (при необходимости) формировали объединенную пробу, выделяли среднюю пробу для проведения исследования 250 грамм.
Образцы из замороженных блоков мяса отбирали кусочками массой не менее 200 граммов.
Отбор проб мяса кур, уток, кроликов проводится тушками или полутушками, гусей и индеек – четвертинами тушек. Тушки птиц отбирают от поставляемой на реализацию партии методом случайной выборки. Из точечных проб формируют объединенную пробу, из объединенной пробы выделяют средние пробы от партии.
Перед отбором проб молоко в емкостях тщательно перемешивают, отбирают около 250 миллилитров для формирования объединенной пробы. Молочные продукты заводского приготовления доставляют в лабораторию в оригинальной упаковке.
От домашних яиц отбирают пробы из разных точек в количестве: до 50 яиц - 4 штуки, до 100 - 6 штук, до 1000 - 10 штук, в первую очередь берут яйца, хранившиеся более 7 суток.
Отбора проб биологического материала. Пробы соответствующего биологического материала (кровь, сыворотка крови, слизь, моча, фекалии, соскобы, материалы, взятые методом биопсии) отбирают с целью проведения прижизненной диагностики заболеваний животных.
Пересылку проб проводят в замороженном состоянии, а также применяют сухой лед в случаях срочной отправки. В теплое время года из не замороженных органов или плодов отправляют отдельные органы, не консервируя их, в крайнем случае, консервируют 30 % раствором глицерина. Из внутренних органов - долю паренхиматозных органов (сердце, легкие, селезенку, почки, печень с печеночным лимфоузлом или желчный пузырь без желчи) режут стерильными ножницами, заворачивают каждый отдельно в стерильных пакетах. Патологический материал доставляют с предосторожностью (упаковывают в ящики или коробки) во избежание разноса инфекции. Из несвежих трупов обязательно берут трубчатую кость. Из патологического материала с неустановленной свежестью для бактериологического исследования посылают костный мозг.
Жидкий патологический материал (кровь, гной, экссудаты) для бактериологических  исследований посылают в стерильных пробирках[17].
Испражнения собирают сразу после дефекации с помощью стерильной стеклянной палочки или деревянного шпателя. При наличии патологических примесей (слизь, кровь, гной и т. п.) их включают в отбираемую пробу. В случае невозможности получения испражнений после дефекации материал берут непосредственно из прямой кишки с помощью «зонд тампона», вводя его в кишку на 8—10 см. Тампон помещают в пробирку с консервантом [18].
Отбор проб воды. Для отбора проб воды из источников находящихся в черте города, применяется чистая стерильная емкость, изготовленная из полимерных материалов (полипропилена, полистирола) не оказывающих влияние на жизнедеятельность микроорганизмов. Для многократного применения предпочтительны емкости из стекла, емкости из полимерных материалов используют как одноразовые [19,20].



1.2.2.2 Микробиологическое исследование
1.2.2.2.1 Микробиологическое исследование сальмонелл
Методы выделения сальмонелл из биологического материала
После подготовки биологического материала к исследованию (при необходимости - измельчение, нейтрацизация) производят его посев на среду обогащения. Непосредственный высев материала из среды обогащения до ее инкубирования в термостате может заменить прямой высев на дифференциально-диагностические среды.
Испражнения, доставленные в фосфатно-буферном растворе, высевают в среду обогащения в двойной концентрации в соотношении 1:1. Фекалии, доставленные в глицериновом консерванте или транспортной среде, помещают в обычную среду обогащения в соотношении 1:10. Испражнения, доставленные без консерванта, суспендируют в среде обогащения в соотношении 1:5. Из указанных суспензий делают высев на дифференциально-диагностические среды, оставшуюся часть инкубируют в термостате.
Патологический материал (паренхиматозные органы) высевают в одну из сред обогащения в соотношении 1:10.
При посеве на плотные среды исследуемый материал наносят с помощью бактериологической петли (материал от больных), пипетки, стеклянной палочки или тампона (пробы продуктов и смывы) с последующим втиранием материала шпателем по всей поверхности среды. На высоко селективные среды посевной материал вносят в большом объеме (в 3—5 раз), чем на слабо селективные. Пластинчатые среды подсушивают, на их поверхности не должна оставаться конденсационная жидкость, что обеспечивает рост изолированных колоний.
После инкубирования посевов на средах обогащения делается повторный высев на дифференциально-диагностические среды с последующим отбором подозрительных колоний.

Таблица 1 - Характер роста сальмонелл на различных дифференциально-диагностических средах
	Название среды
	Вид колоний сальмонелл

	Ксилозо-лизин-деоксихолат агар
	Черные с бесцветным ободком за исключением S.Typhi, которые растут в виде светлых колоний

	Сальмонелла - шигелла агар 
	С черным центром

	Висмут-сульфит агар
	Черные, среда под колонией прокрашивается. Некоторые серовары сальмонелл (S.Papa A, S.Gallinarum могут быть слегка зеленоватыми)

	Агар Эндо 
	Бесцветные, слегка розовые

	Агар Плоскирева
	Бесцветные, слегка розовые, иногда с черным центром.



Методы выделения сальмонелл из пищевых продуктов
Перед посевом проводится подготовка проб к исследованию, для этого делают навеску в зависимости от вида продукта, в основном 25 г. продукты плотной консистенции гомогенизируют. Продукты, имеющие кислую реакцию, нейтрализуют. При исследовании яиц скорлупу обрабатывают спиртом и обжигают, после чего яйца разбивают и отделяют желток и белок в стерильную посуду, объединяя отдельно, по пять желтков и белков в одной пробе. Желтки и белки гомогенизируют и используют для посева. Подготовленные пробы продуктов питания высевают в неселективную среду обогащения в соотношении 1:10.Одновременно делают посев материала из указанной среды доее инкубирования на дифференциально-диагностические среды. Предпочтительно использовать одну чашку с низко селективной средой и одну с высоко селективной средой. Инкубируют посевы при 37 °С в течение 18-24 ч (чашки с висмут-сульфит агаром - 48 ч). После инкубирования посевов на неселективной среде обогащения проводится посев материала в две среды селективного обогащения. При этом должно соблюдаться следующее соотношение посевной дозы и объема среды обогащения. Для всех указанных сред обогащения оно составляет 1 мл надосадочной жидкости на 10 мл среды и инкубировании 18—20 ч при 37 °С. При использовании среды Раппапорт-Василиадис вносить 0,1 мл из неселективной среды обогащения (забуференной пептонной воды) в10 мл указанной среды и инкубировать при 42 °С в течение 18—24 ч. Материал, прошедший инкубацию на средах селективного обогащения, высевается на чашки Петри с двумя-тремя дифференциально-диагностическими средами. Дальнейшее выделение микроорганизмов идентично выделению сальмонелл из биологического материала[21].
Идентификация сальмонелл 
После 18—20 часового инкубирования чашек с дифференциально-диагностическими средами (висмут-сульфит агар 48 ч) производится учет характера роста с отбором 3—5 подозрительных колоний на одну из сред для первичной идентификации (Клиглера) и на скошенный питательный агар. 
Определение ферментативных свойств выделенных микроорганизмов
Если культуры не ферментируют лактозу, не расщепляют мочевину, но ферментируют глюкозу и образуют сероводород, то они подозрительны на принадлежность к роду сальмонелла и подвергаются дальнейшему изучению.
О ферментации лактозы в среде Клиглера судят по появлению желтой окраски в скошенной части агара, а о ферментации глюкозы – по такому же окрашиванию в столбике. Газообразование устанавливают по наличию пузырьков газа и разрыву агара, а образование сероводорода – по почернению среды.
У подозрительных культур изучают их ферментативные характеристики, позволяющие определить родовую принадлежность выделенных бактерий. Для этих целей используют тесты, позволяющие определить способность к образованию индола, наличие роста на средах с цитратами, наличие лизин-декарбоксилазы, фенилаланиндезаминазы, способность к разложению мочевины, образованию ацетил-метил-карбинола в реакции Фогес-Проскауэра. Ставится также проба с метиловым красным и определяется подвижность.
Сальмонеллы индола не образуют, способны расти на средах с цитратами, декарбоксилировать лизин (за исключением некоторых штаммов S.Typhimurium, S.Enteritidis), не имеют фенилаланиндезаминазы, неразлагают мочевину, отрицательны в реакции Фогес-Проскауэра, положительны в пробе с метил-рот, подвижны (за исключением S.Gallinarum). 
Определение О-антигенов, выделенных микроорганизмов
Определение О-антигена проводится в реакции агглютинации на стекле. В сыворотке находятся антитела к О-антигенам сальмонелл, которые образуют агглютинат с бактериями, обладающими соответствующими антигенами.
Растворять сухие сальмонеллезные О-сыворотки следует в 1,0 мл изотонического раствора хлорида натрия (или 2,0 мл), согласно прилагаемой инструкции.
На предметное стекло наносится одна капля сыворотки и одна капля изотонического раствора хлорида натрия. С питательного агара берется полная петля культуры, выращенной в течение 18—24 ч при 37 °С. Культура наносится на предметное стекло вблизи капли изотонического раствора хлорида натрия и эмульгируется (контроль на отсутствие спонтанной агглютинации). При отсутствии спонтанной агглютинации манипуляцию повторяют в капле О сыворотки, формируя равномерную непрозрачную суспензию. Учет результатов проводят в течение 1—2 мин, мягко покачивая стекло. Гомогенная суспензия свидетельствует об отрицательном результате. Образование хлопьев агглютината внутри капли расценивается как положительный результат.
Агглютинация проявляется через несколько секунд (или 1 мин) в виде хлопьев (зерен) агглютината формирующихся внутри капли на фоне ее просветления. Штаммы, находящиеся в R-форме, обладают самопроизвольной агглютинацией. Их дальнейшее серотипирование не представляется возможным без дополнительных манипуляций. Такие штаммы пересевают на слабощелочной агар для того, чтобы выбрать колонию с ровными краями и вернуть штамм в S (гладкую) форму и повторить агглютинацию. Если агглютинация с поливалентными О-анти-сыворотками не происходит, маловероятно, что штамм относится к роду Salmonella.
Определение Н-антигена выделенных микроорганизмов
Для определения Н-антигенов используют ту же культуру, выросшую на питательном агаре. Посев инкубируют в течение ночи при 37 °С. Сухие сальмонеллезные Н-сыворотки растворяются также как и О-сыворотки, согласно прилагаемой инструкции. На предметное стекло наносят одну каплю Н-сыворотки и одну каплю изотонического раствора хлорида натрия. Из конденсата на косяке берут полную петлю культуры. Наносят ее на предметное стекло в близи капли изотонического раствора хлорида натрия и эмульгируют. При отсутствии спонтанной агглютинации манипуляцию повторить в капле Н - сыворотки, формируя равномерную непрозрачную суспензию. Учет результатов проводят в течение 1 - 2 мин, мягко покачивая стекло. Гомогенная суспензия свидетельствует об отрицательном результате. Образование хлопьев (зерен) агглютината внутри капли расценивается как положительный результат.
Результаты определения О- и Н - антигенов сальмонелл фиксируются в протоколе. Затем после суммирования результатов О и Н - серотипирования определяется серовар штамма, согласно схемы Кауфмана-Уайта.
Серологическую идентификацию сальмонелл начинают с испытания их в реакции агглютинации на стекле с агглютинирующей адсорбированной поливалентной сывороткой к сальмонеллам групп А, В, С, Д, Е), а в случае получения отрицательного результата с агглютинирующей адсорбированной поливалентной сывороткой к сальмонеллам редких групп.
При получении положительных результатов агглютинации со смесью О-сывороток, культуру испытывают с каждой О-сывороткой, входящей в смесь. После установления принадлежности культуры к одной из О-групп, выявляют наличие дополнительных О-антигенов, присущих представителям указанной группы.
После этого проводят реакцию агглютинации с Н-сыворотками. Для реакции агглютинации с О-сывороткой следует брать культуру с верхней части скошенного агара, для Н-сывороток - конденсат или с нижнего участка роста (наиболее подвижные особи)[18].
Серотипирование проводится в соответствии со схемой антигенных формул сальмонелл Кауфманна-Уайта, редактируемой и издаваемой референс центром ВОЗ по изучению сальмонелл.

1.2.2.2.2 Микробиологическое исследование эшерихий
Для выделения эшерихий делают посевы на жидкие и плотные питательные среды. Посевы инкубируют при температуре (36±1) °С в течение 24-48 ч. Чашки Петри инкубируют дном вверх. Посевы просматривают через (24±3) ч, отмечают положительные посевы в жидких средах, а окончательный учет проводят через (48±3) ч.
Положительными считают посевы в жидкие среды, в которых имеет место рост микроорганизмов, проявляющийся в помутнении среды, образовании газа, подкислении среды (то есть изменении цвета среды).
Для подтверждения принадлежности микроорганизмов, выросших в жидких средах, к E.coli делают пересевы на поверхность среды Эндо. Посевы инкубируют при температуре (36±1) °С в течение (24±3) ч.
Посевы на агаризованной среде просматривают после инкубирования и отмечают рост характерных для Е.соli колоний. На среде Эндо Е.соli образуют колонии от бледно-розового до темно-красного цвета часто с металлическим блеском.
Для дальнейшего подтверждения принадлежности выросших колоний к E.coli отбирают по три колонии каждого типа.
Из отобранных колоний приготавливают мазки, окрашивают их по Граму. Параллельно в каждой отобранной колонии у бактерий определяют отсутствие оксидазы.
Оксидазоотрицательные бактерии пересевают на поверхность мясо-пептонного агара или среды, приготовленной из сухого питательного агара. Посевы инкубируют до появления видимого роста при температуре (36±1) °С.
У оксидазоотрицательных грамотрицательных культур определяют возможность образования индола, ацетоина, сероводорода, утилизации цитрата, интенсивность ферментации углеводов с образованием кислоты, ферментацию сорбита, глюкозы и лактозы.
Определение образования индола
Культуру высевают в пробирку с бульоном Хоттингера или мясо-пептонным бульоном с триптофаном, приготовленным. Под пробку в пробирку помещают полоску индикаторной бумажки. Посевы инкубируют при температуре (36±1) °С в течение 24 ч. Если за время инкубирования посевов в среде накапливается индол, то желтый цвет индикаторной бумажки меняется на цвет от сиренево-розового до интенсивного малинового. E.coli образует индол.
Определение образования ацетоина (реакция Фогес-Проскауэра)
Культуру высевают в пробирки со средой Кларка. Посевы инкубируют при температуре (36±1) °С в течение 48 ч.
После инкубирования посевов к 1 см3 отобранной культуральной жидкости прибавляют 0,6 см – нафтола и 0,2 см раствора гидроокиси калия. После прибавления каждого реактива пробирку встряхивают. Проявление розового окрашивания через 15-60 мин указывает на положительную реакцию. E.coli не образует ацетоин.
Определение утилизации цитрата
Культуру высевают в пробирки со средой Козера, или на поверхность среды Симмонса. Посевы инкубируют при температуре (36±1) °С в течение 24-48 ч. Изменение оливково-зеленого цвета сред на васильковый, синий указывает на положительную реакцию. E.coli не утилизирует цитрат.
Определение интенсивности ферментации углеводов с образованием кислоты (реакция с метилрот)
Культуру высевают в пробирки с глюкозо-фосфатным бульоном или средой Кларка или используют посевы после отбора 1 см3 культуральной жидкости. Посевы инкубируют при температуре (36±1) °С в течение 48 ч. К 5 см3 культуральной жидкости прибавляют 5-10 капель реактива Кларка. Появление через 1 мин красного цвета культуральной жидкости указывает на ферментацию углеводов до рН ниже 5,0.E. coli интенсивно ферментирует углеводы (реакция с метил-рот положительная).
Определение ферментации сорбита, глюкозы и лактозы
Культуру высевают в среды Гисса с сорбитом или глюкозой, или лактозой. Посевы инкубируют при температуре (36±1) °С в течение 24 ч, а на среде Гисса с лактозой при температуре (44±1) °С в течение 24 ч. E. coli ферментирует глюкозу, лактозу и сорбит.
При ферментации глюкозы образуется газ. Ферментацию глюкозы можно учитывать в засеянных косяках среды Клиглера по изменению цвета столбика среды и образованию в нем газа.
Ферментацию лактозы учитывают по изменению цвета скошенной поверхности среды Клиглера.
Ферментацию сорбита учитывают по изменению цвета среды.
У культур типичных для Е. соli по всем изученным признакам, но не ферментирующим сорбит, изучают возможность ферментации целлобиозы на среде, при температуре (36±1) °Св течение 24 ч. Е. соli не ферментирует целлобиозу, цвет среды не меняется.
Определение образования сероводорода
Образование сероводорода учитывают в посевах на среду Клиглера после инкубирования посевов при температуре (36±1) °Св течение 24 ч. Почернение в столбике среды указывает на образование сероводорода. Е. соli не образует сероводород[22].

1.2.2.2.3 Микробиологическое исследование коагулазоположительных стафилококков
Определенное количество жидкого продукта или определенное количество исходной суспензии вносят в жидкую селективную питательную среду (солевой бульон). Пробирки с посевами инкубируют при температуре 37°С в течение 24—48 ч. Предположительное присутствие коагулазоположительных стафилококков на Жиолитти-Кантони бульоне определяется по редукции теллурита калия, а на солевом бульоне — по помутнению среды[23].
Для получения изолированных колоний стерильной петлей делают пересевы культур из каждого посева на поверхность чашки Петри с одной из агаризованных селективно-диагностических сред: Байрд-Паркер агара, молочно-солевого агара, яично-желточно-азидного агара или яично-желточно-солевого агара.
После 24 ч инкубирования чашек Петри отмечают на дне чашек присутствие типичных и атипичных для коагулазоположительных стафилококков колоний [24].
На Байрд-Паркер агаре после инкубирования в течение 24 ч коагулазоположительные стафилококки образуют типичные колонии черного или серого цвета, блестящие и выпуклые, окруженные прозрачной зоной, диаметр колоний около 1,0— 1,5 мм и до 1,5—2,5 мм после инкубирования в течение 48 ч.
После инкубирования в течение 24 ч непосредственно около колонии в прозрачной зоне может появиться опалесцирующее кольцо, окружающее колонию.
На молочно-солевом агаре колонии коагулазоположительных стафилококков круглые, слегка возвышающиеся над поверхностью агара, с ровными краями, диаметром 2,0—2,5 мм, окрашены в желтый, золотистый, лимонно-желтый, кремовый, палевый или белый цвет.
На желточно-солевом агаре колонии коагулазоположительных стафилококков окружены зоной лецитиназной активности [25].
Определение способности коагулировать плазму крови кролика
Соблюдая правила асептики, в стерильные пробирки подходящего размера добавляют 0,1 см3каждой культуры, выросшей на бульоне с сердечно-мозговой вытяжкой и 0,3 см3 плазмы кролика и инкубируют при температуре 37 °С.
Опрокидывая пробирку, исследуют плазму на свертывание после 4—6 ч инкубирования и, если тест отрицательный, просматривают через 24 ч инкубирования или исследуют после инкубационного периода продолжительностью, установленной изготовителем кроличьей плазмы [26].
Тест на коагулазу считают положительным, если культура показала, по крайней мере, 3+ — оценку коагулазной реакции, отмеченной на рисунке 1. Реакцию на 1+ или 2+ оценивают как промежуточную. Для контроля качества   каждой партии плазмы добавляют 0,1 см3 стерильного бульона на основе вытяжки из сердца и мозга к рекомендуемому количеству плазмы кролика и инкубируют без посева культуры микроорганизмов при температуре 37°С, при этом в контролируемой плазме не должно быть признаков свертывания (рисунок 1).
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Рисунок 1 – Результаты коагулазного теста

Допускается к плазме крови кролика, приготовленной и разлитой по пробиркам, добавлять по одной петле испытуемых культур с агаризованных сред, оставляя одну пробирку с разведенной плазмой в качестве контроля незасеянной.
Внесенную культуру тщательно размешивают и помещают в термостат при температуре (37 ± 1) °С. Если через 6 ч коагуляции плазмы не произошло, то пробирки оставляют при температуре (30 ± 1) °С на 24 ч. Если и через 24 ч плазма не скоагулировала, то испытуемую культуру стафилококка относят к коагулазоотрицательной. 
Видовая идентификация штаммов с использованием СТАФИтест 16
Из чистой 24 часовой культуры на кровяном агаре готовится суспензия в физиологическом растворе. Суспензию тщательно гомогенизируют. Мутность суспензии должна соответствовать 2 степени по шкале мутности McFarland. Слишком густая или жидкая суспензия может привести к ложным результатам. Параллельно делается посев суспензии культуры накровяной агар для проверки чистоты культуры, ее ростовых свойств или для постановки дополнительных тестов.
Суспензию бактерий тщательно встряхивают. Инокулируют по 0,1 мл суспензии в лунки соответствующего двухрядного стрипа. После инокуляции в лунки H, G, F (тесты уреаза, аргинин, орнитин) добавляется по 2 капли стерильного парафинового масла.
Полоска с ВПтестом помещается стерильным пинцетом в пробирку с исходнойсуспензией (объем 1 мл). Инокулированную пластинку и контрольную чашку инкубируют при (35–37) °С в течение 24 часов, пробирку с ВПтестом – в течении 1,5 часов.
После 1,5 часов инкубации добавляют по 3 капли реактива VPT I и VPT II в пробирку с ВПтестом, тщательно встряхивают и помещают в термостат на 30 минут. 
После 24 часов инкубации проверяют рост и чистоту культуры на контрольной чашке. При отсутствии роста увеличивают инкубацию еще на 24 часа.
Идентификацию проводят с помощью компьютерных программ «Система микробиологического мониторинга «Микроб 2» со встроенной «Идентификацией» и «Микроб-Автомат» [27].
1.2.2.3 Биологические методы
В экспериментах in vivo в качестве модельных животных использовали белых беспородных мышей весом 18-20 г. животных содержали в стандартных условиях, в соответствии с требованиями руководства по содержанию и использованию лабораторных животных при свободном доступе к воде и корму.
Подготовка бактериальных суспензий для заражения
Культуры сальмонелл выращивали на плотной питательной среде МПА при температуре 370С в течение 18 часов. Единичные колонии суспендировали в физиологическом растворе до мутности 1 по стандарту МакФарланда, что соответствует 3х108 колониеобразующих единиц (КОЕ) на 1 мл. бактериальную культуру вводили подкожно лабораторным животным в объеме 0,1-0,3 мл. 
Определение вирулентности штаммов для мышей
Вирулентность выделенных культур изучали, определяя LD50 изолятов сальмонелл для тест-объектов: белых мышей. Для этого суточную агаровую культуру исследуемого изолята смывали стерильным физиологическим раствором, взвесь переносили в стерильную пробирку и доводили концентрацию до 500 млн. мкр. кл., используя оптический стандарт мутности энтеробактерий. Затем из данной взвеси готовили семь десятикратных разведений. Для уточнения исходной концентрации из последних трех разведений делали высев 0,1 см3 взвеси культуры, равномерно распределяя, на чашки Петри с МПА (по две на каждое разведение), которые затем инкубировали при 37°С 18-20 часов и подсчитывали число колоний. Выводили среднее число микробных клеток в указанном объеме в каждом разведении, после чего пересчитывали среднее число микробных клеток в 1 см3 исходной взвеси. Белых мышей массой 16-18 г заражали по 0,2 и 0,5 см3 по 4-5 голов (мышей) каждым разведением сальмонелл: подкожно. Наблюдение вели в течение 12-14 суток с момента инфицирования, диагноз в случае гибели подтверждали бактериологическими исследованиями [28]. Вычисление LD50 проводили по формуле (1) Кербера в модификации Ашмарина-Воробьева:
lg LD50 = lg DN – S (ΣLi – 0,5),                                                                 (1)
где DN – максимальная доза заражения, S – логарифм отношений каждой последующей дозы к предыдущей, Li – отношение числа погибших животных к их общему числу в группе, ΣLi – сумма значений Li, найденная для всех доз [29].
1.2.2.4 Определение фенотипической резистентности микроорганизмов к антибактериальным препаратам
Для определения чувствительности к антибиотикам использовались диффузионные методы (ДДМ, Е-тест)
Приготовление суспензии исследуемых микроорганизмов (инокулюма)
Общим и принципиально важным для всех методов тестирования является стандартизация суспензии исследуемого микроорганизма, ее концентрация должна составлять 1,5·10КОЕ/мл. Практически наиболее приемлемым методом оценки концентрации бактериальной суспензии является измерение ее оптической плотности. Оптическая плотность бактериальной суспензии с концентрацией 1,5·10КОЕ/мл при визуальном контроле соответствует стандарту мутности 0,5 по МакФарланду.
Приготовление инокулюма из агаровой культуры
Для приготовления инокулюма используют чистую суточную культуру микроорганизмов, выросших на плотных питательных средах. Отбирают несколько однотипных, четко изолированных колоний, выросших на неселективных плотных питательных средах. Петлей переносят незначительное количество материала с верхушек колоний в пробирку со стерильным физиологическим раствором или питательным бульоном, доводя плотность инокулюма точно до 0,5 по стандарту МакФарланда. Инокулюм следует использовать в течение 15 мин после приготовления.
Диско-диффузионный метод (ДДМ) и Е-тест
Плотную питательную среду готовят в соответствии с инструкцией изготовителя. Важным моментом при определении чувствительности диффузионными методами, является толщина слоя агара в чашке. Она должна составлять (4,0±0,5) мм, что достигается при внесении в чашку Петри диаметром 90 мм строго 20 мл агара, диаметром 100 мм - 25 мл агара, а диаметром 150 мм - 60 мл агара. Перед заполнением расплавленной средой чашки Петри устанавливают на строго горизонтальную поверхность (выверенную по уровню, без впадин и выпуклостей). Соблюдение указанных предосторожностей необходимо в связи с тем, что размер и форма зоны ингибиции роста зависят от глубины и равномерности агарового слоя.
После заполнения чашки оставляют при комнатной температуре для застывания. При использовании свежеприготовленных чашек или чашек после хранения в холодильнике их необходимо подсушить перед инокуляцией, что достигается инкубацией при 35°С с приоткрытой крышкой в течение 10-20 мин. Перед инокуляцией необходимо проконтролировать отсутствие конденсата жидкости на внутренней поверхности крышек.
Приготовление бактериальной суспензии и инокуляция
При определении чувствительности используют стандартный инокулюм, соответствующий по плотности 0,5 по стандарту МакФарланда и содержащий примерно 1,5·10КОЕ/мл. 
Инокулюм следует использовать в течение 15 мин после приготовления. Для инокуляции приготовленных чашек с агаром можно использовать два способа.
1. Использование стерильных ватных тампонов. Тампон необходимо погрузить в стандартную суспензию микроорганизма, затем избыток инокулюма удалить, отжав тампон о стенки пробирки. Инокуляцию проводят штриховыми движениями в трех направлениях, поворачивая чашку Петри на 60°.
2. Инокулюм наносят пипеткой на поверхность чашки Петри с питательной средой в объеме 1-2 мл, равномерно распределяют по поверхности покачиванием, после чего удаляют избыток инокулюма пипеткой. Приоткрытые чашки подсушивают при комнатной температуре в течение 10-15 мин.
Аппликация дисков и Е-тестов
Не позднее чем через 15 мин после инокуляции на поверхность питательной среды наносят диски с АБП или Е-тесты. Аппликацию проводят с помощью стерильного пинцета. Расстояние от диска до края чашки и между дисками должно быть 15-20 мм. Таким образом, на одну чашку диаметром 100 мм следует помещать не более 6 дисков с АБП. Диски должны равномерно контактировать с поверхностью агара, для чего их следует аккуратно прижать пинцетом. Тест полоски располагают по 2-4 на чашку в зависимости от диаметра.
Непосредственно после аппликации дисков/ Е-тестов чашки Петри помещают в термостат кверху дном и инкубируют при температуре 35°С в течение 18-24 ч (в зависимости от вида тестируемого микроорганизма). Увеличение интервала времени между нанесением дисков на поверхность среды и началом инкубации (а соответственно - началом роста исследуемой культуры микроорганизма) приводит к "преддиффузии" АБП в агар и к увеличению диаметра зоны подавления роста.
Учет результатов
После окончания инкубации чашки помещают кверху дном на темную матовую поверхность так, чтобы свет падал на них под углом в 45° (учет в отраженном свете). Диаметр зон задержки роста измеряют с точностью до 1 мм, предпочтительнее пользоваться штангенциркулем или кронциркулем.
При измерении зон задержки роста следует ориентироваться на зону полного подавления видимого роста [30].
Значение минимальной подавляющей концентрации для Е-теста получали в месте пересечения эллипсовидной зоны подавления роста с полоской теста.
Интерпретацию осуществляли в соответствии с рекомендациями European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) версия 8.1 [31].
1.2.2.5 Определение генотипической резистентности микроорганизмов к антибактериальным препаратам
Выделение ДНК
ДНК материал для молекулярного исследования получали путем бактериального лизиса по рекомендациям Референтной лаборатории по резистентности к антибактериальным препаратам Европейского Союза (Community Reference Laboratory for Antimicrobial Resistance) с небольшими изменениями. Для этого полную петлю бактериального изолята снимали с твёрдой среды Мюллер-Хинтона (Thermo Fisher, UK) и переносили в забуференный раствор фосфата (phosphate buffered saline (pH 7.3)), затем  осаждали центрифугированием  при 10000 об/мин в течение 10 минут. После этого супернатант сливали, а осадок ресуспендировали в Tris-EDTA (TE) буфере. Суспензию переносили в 1,5 мл пробирки эппендорфа и нагревали в термошейкере (Биосан, Латвия) при 1000С, в течение 10 минут. Затем суспензию переносили на лёд для быстрого охлаждения и разбавляли 1:10 в буфере Tris-EDTA.  
Проведение амплификации
Общий объем реакционной смеси – 25 мкл, объем ДНК пробы – 1 мкл.
А)Подготовка пробирок для проведения ПЦР: 
Подготовить необходимое количество пробирок с ПЦР смесью для амплификации ДНК исследуемых и контрольных проб.
Б) Проведение амплификации
Взять подготовленные для ПЦР пробирки. Внести по 1 мкл ДНК исследуемых образцов или контролей этапа экстракции.
Поставить контрольные реакции амплификации:
Отрицательный контроль – вместо ДНК-пробы внести 1 мкл ДНК-буфера
Положительный контроль – положительные штаммы имеющие гены
Запустить на амплификаторе программу с заданной температурой и временем. Протоколы ПЦР соответствовали рекомендациям авторов, предложивших используемые праймеры. Температурный режим реакции состоял из денатурации при 94 °С в течение 30 сек, температура отжига 55-57°С в зависимости от конкретного праймера. Элонгацию проводили при 72 °С в течение 60 сек.
Время амплификации примерно 1 ч 45 минут.
Детекция продуктов амплификации методом электрофореза в агарозном геле
А) Приготовление рабочих растворов и агарозного геля
Приготовить рабочий электрофорезный буфер. В мерный цилиндр влить 16 мл Трис-ацетатный буфер (TAE) и довести дистиллированной водой до 800 мл, закрыть и перемешать.  
Агарозу для электрофореза в количестве 1,2 г пересыпать в стеклянную колбу из термостойкого стекла на 250 мл. Залить 80 мл рабочего буфера, перемешать вращением колбы и плавить в микроволновой печи мощностью 800 Вт в течение 1-1,5 мин до кипения. Остудить агарозу до 65-700С. Добавить краситель бромистый этидий в количестве 9,5 мкл и перемешать.
Установить гребенку и залить гель в форму камеры. После полного застывания геля (30 мин при комнатной температуре), осторожно вынуть из него гребенку. Поместить подложку с готовым гелем в камеру, лунки должны располагаться ближе к отрицательному электроду. Залить в камеру готового буфера столько, чтобы он покрывал гель на 5 мм сверху.
Б) Порядок работы
Продукт амплификации вносить в лунки геля по 10 мкл, также в первую и последнюю лунки внести маркер молекулярных масс ДНК в количестве 4,5 мкл.
Подключить камеру к источнику тока, соблюдая полярность и включить источник. Напряжение 105 В, время электрофореза – 50 минут. 
По завершении времени электрофореза, выключить источник тока, перенести гель на трансиллюминатор. Получить изображение геля на компьютере с помощью видеосистемы, отметив порядок нанесения.















2 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
2.1 Выделение и идентификация бактериальных культур энтеропатогенных грамотрицательных (Salmonella spp., Escherichia coli) и грамположительных бактерий (Staphylococcus aureus)
2.1.1 Выделение и идентификация изолятов
За время проведения научно-исследовательской работы было отобрано 730 образцов биологического материала от животных и птиц, продуктов животного происхождения (сырье и готовая продукция), воды, смывов с объектов окружающей среды. Образцы были отобраны с различных животноводческих и перерабатывающих предприятий, рынков, магазинов Костанайской области. Изучение распространенности исследуемых микроорганизмов проводили путем обследования территории районов: Алтынсаринского, Аулиекольского, Карабалыкского, Костанайского, Сарыкольского, Тарановского, Федоровского, Джангельдинского, Наурзумского, а также городов Костанай, Аркалык, Рудный. 
Полученные данные обобщали в группы по отдельным или нескольким видамживотных и птиц, а также объектам внешней среды. Таким образом, из обработанных данных были сформированы 5 групп результатов исследований: первая группа – биологический материал от животных, вторая биоматериал от птиц, третья – продукты животного происхождения, четвертая – объекты окружающей среды, пятая – вода.
Анализ собранных данных показал, что в видовом аспекте исследуемые микроорганизмы в основном представлены S.Typhimurium и S. Enteritidis, видовой спектр стафилококков: St. Saprophyticus (таблица 2).

Таблица 2 -Видовой спектр микроорганизмов, выделенных из различных источников
	Наименование штамма
	Биоматериал от
	Продукты 
	Смывы с объектов окружающей среды
	Вода
	Всего штаммов

	
	животных
	птиц
	
	
	
	

	S.typhimurium
	18
	0
	0
	0
	0
	18

	S.enteritidis
	11
	0
	12
	0
	0
	23

	S.dublin
	2
	0
	0
	0
	0
	2

	S.cholerae suis
	5
	0
	0
	0
	0
	5

	S.abortus egui
	5
	0
	0
	0
	0
	5

	St.aureus
	3
	2
	7
	0
	0
	12

	St.saprophyticus
	9
	2
	1
	2
	0
	14

	St.epidermidis
	3
	0
	1
	0
	0
	4

	St.haemolyticus
	2
	0
	0
	0
	0
	2

	St.intermedius
	0
	0
	1
	0
	0
	1

	E.coli
	7
	2
	1
	6
	0
	16

	Всего 
	58
	4
	23
	2
	0
	102


Из данных представленных в таблице 2 видно, что наибольшее количество выделенных штаммов относится к S.enteritidis - 23 (22,5%),S.typhimurium- 18(17,6%), St.saprophyticus –14(13,7%), E.coli– 16 (15,6%) St.aureus – 12 (11,7%), S.cholerae suis и S.abortus eguiпо 5, что составляет 4,9%, St.epidermidis – 4 (3,9%), S.dublin, St.haemolyticus, St.intermedius по 1 штамму.
При проведении исследований нами были изучены 102 изолята, из них 53 изолята относятся к сальмонеллам, St.aureus – 12, E.coli– 16 изолятов.

2.1.1.1 Характеристика изолятов сальмонелл
Морфологические, тинкториальные и культуральные свойства, выделенных изолятов S.typhimurium, были характерны для своего семейства, рода и сероварианта. 
При окраске по Граму бактерии представлял собой прямые с закругленными концами грамотрицательные палочки.
На МПА рост культур сопровождался образованием прозрачных колоний с голубоватым оттенком округлой формы диаметром от 2 до 6 мм. На агаре Эндо в виде бледно-розовых колоний диаметром от 1 до 7 мм, на висмут-сульфит-агаре и SS-агаре– черных колоний с металлическим ободком (рисунок 2). 
Биохимическая идентификация микроорганизмов на средах Гисса показала, что выделенные культуры ферментировали с образованием кислоты и газа глюкозу, маннит, мальтозу, дульцит, сорбит, арабинозу, рамнозу, ксилозу и не ферментировали лактозу, сахарозу, инозит.
У всех выделенных штаммов отмечали рост на среде Симмонса. Приросте у всех культур отмечали выделение сероводорода, редукцию нитратов в нитриты, отсутствие образования индола и способности гидролизовать желатину. Все выделенные культуры S. typhimurium при исследовании в РА агглютинировались О4 групповыми и H-i; 1,2 монорецепторными антигенными сальмонеллезными сыворотками.
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Рисунок 2–Характер роста сальмонелл на различных средах
Морфологические, тинкториальные и культуральные свойства выделенных изолятов S. enteritidis были характерны для своего семейства, рода и сероварианта.
При окраске по Граму бактерии также представляли собой прямые с закругленными концами грамотрицательные палочки длиной 2-5 мкм и шириной 0,7-1,5 мкм.
На МПА рост культур сопровождался образованием прозрачных колоний с голубоватым оттенком округлой формы диаметром 2-5 мм. На среде Эндо отмечали бледно-розовые колонии, на висмут-сульфитном агаре и SS-агаре – черные колонии с металлическим ободком диаметром 1-6 мм. Рост S. enteritidis всреде Раппопорта-Вассилиадиса сопровождался пожелтением среды. Культуры также обладали подвижностью, отмечался их диффузный рост на полужидком МПА при посеве уколом.
На средах Гисса выделенные культуры ферментировали с образованием кислоты и газа глюкозу, маннит, мальтозу, сорбит, арабинозу, рамнозу, дульцит, не ферментировали лактозу, сахарозу, инозит. У всех выделенных изолятов также отмечали рост на среде Симмонса. При росте у всех культур отмечали образование сероводорода, редукцию нитратов в нитриты, отсутствие образования индола и способности гидролизовать желатину.
Культуры S. enteritidis при исследовании в РА агглютинировались О9 групповыми и H-1 m,g монорецепторными антигенными сальмонеллезными сыворотками.
Культуры S. dublin были аналогичны по морфологическим и тинкториальным свойствам, обладали подвижностью. На МПА рост в виде прозрачных колоний с голубоватым оттенком округлой формы диаметром 2-3 мм. На среде Эндо в виде бледно-розовых колоний, диаметром 1-3 мм, на ВСА и SS-агаре черные колонии с металлическим блеском. 
На средах Гисса выделенные культуры ферментировали с образованием кислоты и газа глюкозу, маннит, ксилозу, арабинозу, дульцит, не ферментировали лактозу, сахарозу, инозит. У всех выделенных изолятов также отмечали рост на среде Симмонса. При росте у всех культур отмечали образование сероводорода, редукцию нитратов в нитриты, отсутствие образования индола и способности гидролизовать желатину.
Выделенные культуры S.dublinпри исследовании в РА агглютинировалисьО:1; О:9; О:12; H:p; Н:gантигеннымисальмонеллезными сыворотками.
Культуры S.cholerae suis были аналогичны по морфологическим и тинкториальным свойствам, обладали подвижностью. Биохимическая идентификация микроорганизмов на средах Гисса показала, что выделенные культуры ферментировали с образованием кислоты и газа глюкозу, маннит, рамнозу, ксилозу и не ферментировали лактозу, сахарозу, инозит. У всех выделенных штаммов отмечали рост на среде Симмонса. Приросте у всех культур отмечали выделение сероводорода, редукцию нитратов в нитриты, отсутствие образования индола и способности гидролизовать желатину. Выделенные культуры агглютинировались О4 (Н-1 с, Н-2 1,5)антигенными сальмонеллезными сыворотками.
Выделенные культуры S.abortus eguiпо тинкториальным, морфологическим, культуральным свойствам характерны для сальмонелл данного сероварианта.
При окраске по Граму бактерии представлял собой прямые с закругленными концами грамотрицательные палочки (рисунок 3). 
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Рисунок 3 –Микроскопия мазков окрашенных по Граму

На МПА рост культур сопровождался образованием прозрачных колоний с серовато-голубоватым оттенком округлой формы диаметром от 2 до 6 мм. На агаре Эндо в виде бледно-розовых колоний диаметром от 1 до 7 мм, на висмут-сульфит-агаре и SS-агаре – черных колоний с металлическим ободком. 
Биохимическая идентификация микроорганизмов на средах Гисса показала, что выделенные культуры ферментировали с образованием кислоты и газа глюкозу, маннит, дульцит, арабинозу, рамнозу, ксилозу и не ферментировали лактозу, сахарозу, инозит. Рост на среде Симмонса. Приросте у всех культур отмечали выделение сероводорода, редукцию нитратов внитриты, отсутствие образования индола и способности гидролизовать желатину. Все выделенные культуры S.abortus egui при исследовании в РА агглютинировалисьО:4, О:12, Н:e,n, x антигенными сальмонеллезными сыворотками.
2.1.1.2 Характеристика изолятов эшерихий
Выделенные штаммы E.coli обладали характерными для данного сероварианта по тинкториальным, морфологическим и тинкториальным свойствам. E.coliпредставляет собой палочку шириной 0,5-0,7 мкм, длиной 2-4 мкм, грамотрицательная.
При культивировании в МПБ вызывает интенсивное помутнение и осадок на дне пробирки. На МПА через 18—24 ч формирует круглые, бледно-серые колонии с влажной блестящей поверхностью. На среде Эндо образует плоские, сочные, малиново-красные колонии с металлическим блеском, ровными краями и гладкой поверхностью (рисунок 4).
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Рисунок 4 – Рост на среде Эндо

Биохимические свойства: образует индол, дает положительную реакцию с метилротом и отрицательную реакцию Фогес-Проскауэра (рисунок 5). Не разжижает желатину, не выделяет сероводород. Разлагает лактозу с образованием кислоты и газа, ферментирует глюкозу, маннит, дульцит, сахарозу, арабинозу. 
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Рисунок 5 – реакция Фогес-Проскауэра

2.1.1.3 Характеристика изолятов стафилококков
Изоляты Staphylococcus aureus по морфологическим и тинкториальным свойствам представляют собой грамположительные, шаровидные клетки диаметром 0,5-1,5 мкм, располагающиеся в виде гроздьев. 
Культуральные свойства. На желточно-солевом агаре колонии S.aureus растут в форме плоских дисков, диаметром 2-4 мм, белого, желтого, лимонного, кремового, золотистого цвета, с ровными краями; вокруг колоний - радужное кольцо и зона помутнения среды (рисунок 6).
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Рисунок 6 - Рост колоний S.aureus на желточно-солевом агаре

На молочно-солевом агаре колонии S.aureus ростут в виде непрозрачных слегка выпуклых круглых колоний, диаметром 2-4 мм, имеющих пигмент от белого до оранжевого цвета (рисунок 7).
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Рисунок 7 - Рост колоний S.aureus на молочно-солевом агаре

На среде Байрд-Паркера колонии S.aureus растут в виде черных, блестящих, выпуклых колоний, диаметром 1-1,5 мм, окруженных зоной просветления среды шириной 1-3 мм.
Определение видовых признаков и факторов патогенности.
Тест на свободную коагулазу: положительный. Сбраживает маннит, образует зоны гемолиза при посеве на кровяной агар (рисунок 8). 
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Рисунок 8 – Рост стафилококков на средах

Определение ферментативной активности микроорганизмов рода Staphylococcus aureus и дифференциация их до рода подтверждена тест-набором СТАФИтест 16.

2.1.2 Определение вирулентности изолятов сальмонелл
Исследованиями на белых мышах выявили наиболее вирулентные штаммы сальмонелл, В среднем LD50для белых мышей составила у S. typhimurium - 5,5 тыс. мкр. кл, S. enteritidis – 14,125 тыс. мкр. кл.

2.2 Определение антибиотикорезистентности/чувствительности и отбор  резистентных и полирезистентных к антибиотикам штаммов
Исследования антибиотикорезистентности проводили у 18 штаммов - S.typhimurium, 23 - S.enteritidis, 2 - S.dublin, 5 -S.cholerae suis, 5 -S.abortus egui, 12 - St.aureus, 14 - St.saprophyticus, 4 -St.epidermidis, 2 - St.haemolyticus, 1 - St.intermedius, 16 -E.coli. Всего в исследовании участвовали 102 изолята. 
Для энтеробактерий использовали следующие диски с антибиотиками: ампициллин, стрептомицин, канамицин, гентамицин, неомицин, левомицетин, энрофлоксацин, тетрациклин, доксициклин, цефродоксим, сульфаметокзол/триметоприм. Всего 11 антибиотиков (рисунок 9).
В результате 50% изолятов энтеробактерий были резистентны к ампициллину, стрептомицину, канамицину, энрофлоксацину, доксициклину, 33% - к левомицетину, тетрациклину, 20%  к гентамицину, неомицину. 
Все исследуемые изоляты были чувствительны к цефродоксиму и сульфаметокзол/триметоприму.
Для стафилококков использовали следующие диски с антибиотиками: бензилпенициллин, ампициллин, тилозин, стрептомицин, канимицин, гентамицин, неомицин, левомицетин, тетрациклин, доксициклин, энрофлоксацин, эритромицин, сульфаметокзол/триметоприм, цефокситин. Всего 14 антибиотиков.
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Рисунок 9 – Определение чувствительности к антибиотикам диско-диффузным методом

В результате наибольшее количество резистентных изолятов получено к бензилпенициллину (81%) и ампициллину (63%), к тилозину, левомицетину(54%), и тетрациклину – 18%, к доксициклину 45%, канамицину (27%) и наименьшее количество резистентных штаммов выделено к стрептомицину, эритромицину, гентамицину, сульфаметокзол/триметопримуи неомицину – 9%, энрофлоксацину –36%. Все выделенные штаммы были чувствительны к цефокситину. 
При этом, монорезистентных форм во всех изучаемых микроорганизмах не выявлено.
Минимальную подавляющую концентрацию антибиотика колистина  с применением Е-тестов (количественный анализ): по стандартному градиенту результаты показали концентрацию от 0,16 до 256 мг/мл. 
Антибиотикограммы представлены в приложение А. 
Интерпретацию осуществляли в соответствии с рекомендациями European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) версия 8.1 [31], а также инструкции по применению «Набора дисков для определения чувствительности к противомикробным препаратам» НД-ПМП-1 производства ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Российская Федерация.

2.3 Определение генетического профиля антибиотикорезистентных штаммов энтеропатогенных бактерий
Определение генов кодирующух резистентность к антибиотикам
Присутствие генов резистентности к основным группам антибиотиков определяли методом ПЦР (рисунок 10). 
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Рисунок 10 – Постановка полимеразно-цепной реакции

Подобранные олигонуклеотидные праймеры, классы антибиотиков и антимикробные препараты для определения профилей резистентности грамотрицательных бактерий используемые в проекте указаны в таблице 3.

Таблица 3 - Праймеры, кодирующие гены резистентности грамотрицательных бактерий
	Группы белков обуславливающие резистентность
	Гены
	Праймеры
	Класс антибиотиков и антимикробных препаратов

	1
	2
	3
	4

	синтазы дигидроптероата
	sul1-F
	sul1-F
	сульфаниламиды

	
	
	sul1-R
	

	
	sul2-F
	sul2-F
	

	
	
	sul2-R
	

	
	sul3-F
	sul3-F
	

	
	
	sul3-R
	

	редуктазы дигидрофолиата
	dfr1
	dfr1-F
	триметоприм

	
	
	dfr1-R
	

	
	dfr5
	dfr5-F
	

	
	
	dfr5-R
	

	
	dfrA7
	dfrA7-F
	

	
	
	 dfrA-R
	

	
	
	
	

	Продолжение таблицы 3

	1
	2
	3
	4

	aцетилтрансферазы хлорамфеникола
	catII
	catII-F
	амфениколы

	
	
	catII-R
	

	носители хлорамфеникола
	cmlA
	cmlA-F
	

	
	
	cmlA-R
	

	
	
	ermA-R
	

	бета-лактамазы
	tem
	blaTEM-F
	бета-лактамы

	
	
	blaTEM-R
	

	
	shv
	blaSHV-F
	

	
	
	blaSHV-R
	

	бета-лактамазы
	oxa 1 
	OXA I-F
	бета-лактамы

	
	
	OXA I-R
	

	
	oxa 3 
	OXA III-F
	

	
	
	OXA III-R
	

	
	ctx M
	CTX-MF
	

	
	
	CTX-MR
	

	
	
	CTX-M2F
	

	
	
	CTX-M2R
	

	
	per
	PER-1F
	

	
	
	PER-1R
	

	
	
	PER-2F
	

	
	
	PER-2R
	

	
	cmy
	cmy2F
	

	
	
	cmy2R
	

	носители тетрациклинов
	tetA
	tetA-F
	тетрациклины

	
	
	tetA-R
	

	
	tetB
	tet(B)-F
	

	
	
	tet(B)-R
	

	фосфотранферазы аминогликозидов
	aphA1
	aphA1-F
	аминогликозиды

	
	
	aphA1-R
	

	aцетилтрансферазы аминогликозидов
	aacA4
	aacA4-F
	

	
	
	aacA4-R
	

	
	aac(3)II
	aac(3)II-F
	

	
	
	aac(3)II-R
	

	аденилтрансферазы аминогликозидов
	aadB
	aadB-F
	

	
	
	aadB-R
	

	
	aadA
	aadA-F
	

	
	
	aadA-R
	

	метилтрансферазы аминогликозидов 
	rmtB
	rmtB-F
	

	
	
	rmtB-R
	

	
	armA
	armA-F
	

	
	
	armA-R
	

	
	
	msrAB-R
	

	фосфотрансферазы стрептомицина
	strA
	strA-F
	

	
	
	strA-R
	

	
	strB
	strB-F
	

	
	
	strB-R
	


Для определения профилей резистентности грамположительных бактерий были использованы праймеры, которые подбирались с учетом использования классов антибиотиков и антимикробных препаратов в ветеринарии: триметоприм, бета-лактамы устойчивые к пенициллиназам, макролоды, стрептограмины, амфениколы, бета-лактамы, тетрациклины, аминогликозиды (таблица 4).

Таблица 4 - Праймеры, кодирующие гены резистентности грамположительных бактерий
	Группы белков обуславливающие резистентность
	Гены
	Праймеры
	Класс антибиотиков и антимикробных препаратов

	редуктазы дигидрофолиата
	dfrG
	dfrG-F
	триметоприм

	
	
	dfrG-R
	

	
	dfrK
	dfrKF
	

	
	
	dfrKR
	

	белки связывающие пенициллины
	mecA
	mecA-1
	бета-лактамы устойчивые к пенициллиназам

	
	
	mecA-2
	

	
	mecLGA 251
(mecC)
	mecLGA251F
	

	
	
	mecLGA251R
	

	метилтрансферазы макролидов
	ermA
	ermA-F
	макролоды, стрептограмины, 

	носители хлорамфеникола
	ermC
	ermC-F
	амфениколы

	
	
	ermC-R
	

	носители макролидов
	msrAB
	msrAB-F
	

	бета-лактамазы
	blaZ
	blaZ-F
	бета-лактамы

	
	
	blaZ-R
	

	носители тетрациклинов
	tetK
	tetK-F
	тетрациклины

	
	
	tetK-R
	

	
	tetM
	tetM-F
	

	
	
	tetM-R
	

	
	tetL
	tetL-F
	

	
	
	tetL-R
	

	фосфотранферазы аминогликозидов
	aph(3′)-IIIa
	aph(3′)-IIIa-F
	аминогликозиды

	
	
	aph(3′)-IIIa-R
	

	aцетилфосфотрансфераз аминогликозидов
	aac(6′)-Ie-aph(2")-Ia
	aac(6′)-Ie-aph(2")-Ia-F
	

	
	
	aac(6′)-Ie-aph(2")-Ia-R
	

	
	aac(6′)-Ie-aph(2")-Ia
	aac(6′)-Ie-aph(2")-Ia-F
	

	
	
	aac(6′)-Ie-aph(2")-Ia-R
	



В результате нами были выделены гены blaZ в 28% изолятов, tetK в 6% изолятов, aac(6), aph(3), ermC, ermA, msrA в 3% изолятов стафилококков. Гены резистентности в изолятах энтеробактерий выделены не были. 




3 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЙ
В мае 2015 года Всемирная ассамблея здравоохранения утвердила Глобальный план действий по борьбе с устойчивостью к противомикробным препаратам, включая антибиотики, который направлен на обеспечение профилактики (прежде всего за счет вакцинации) и лечения  инфекционных болезней с помощью безопасных и эффективных лекарств [32].
Бактерии приобретают гены резистентности за счет следующих механизмов: мутации или горизонтального переноса генов, селекции резистентных клонов из-за присутствия антимикробных препаратов в окружающей среде. Распространение таких клонов непредсказуемо. При использовании антибиотиков в животноводстве, резистентные клоны могут инфицировать пищевую цепочку, колонизировать людей, а гены резистентности могут передаваться микроорганизмам, патогенным для человека [33, 34]. 
В результате проведенных исследований запланированные задачи и мероприятия были выполнены согласно календарному плану (приложение Б), в полном объеме, выделены и идентифицированы штаммы бактериальных культур Salmonella spp., Escherichia coli и Staphylococcus aureus. Отобрано 730 образцов биологического материала от животных и птиц, продуктов животного происхождения (сырье и готовая продукция), воды, смывов с объектов окружающей среды. Отбор образцов проводился на различных животноводческих и перерабатывающих предприятиях, рынках, в магазинах Костанайской области. В ходе изучения распространенности микроорганизмов были охвачены территории районов: Алтынсаринского, Аулиекольского, Карабалыкского, Костанайского, Сарыкольского, Тарановского, Федоровского, Джангельдинского, Наурзумского, а также городов Костанай, Аркалык, Рудный.
Были выделены и идентифицированы102 культуры энтеропатогенных бактерий. Наибольшее количество выделенных штаммов относится к S.enteritidis - 23 (22,5%), S.typhimurium - 18 (17,6%), St.saprophyticus –14 (13,7%), E.coli– 16 (15,6%) St.aureus – 12 (11,7%), S.cholerae suis и S.abortus egui  по 5, что составляет 4,9%, St.epidermidis – 4 (3,9%), S.dublin, St.haemolyticus, St.intermedius по 1 штамму.
Антибиотикорезистентность/чувствительность штаммов бактерий определяли у всех выделенных  изолятов диско диффузным методом, часть изолятов исследовали с применением Е-теста. 
Для исследований Salmonella enterica и E.coli использовали диски с 11 антибиотиками: ампициллин, стрептомицин, канамицин, гентамицин, неомицин, левомицетин, энрофлоксацин, тетрациклин, доксициклин, цефродоксим, сульфаметокзол/триметоприм. Исследования показали, что50% изолятов энтеробактерий резистентны к ампициллину, стрептомицину, канамицину, энрофлоксацину, доксициклину, 33% - к левомицетину, тетрациклину, 20%  к гентамицину, неомицину. Все исследуемые изоляты были чувствительны к цефродоксиму и сульфаметокзол/триметоприму.
Для стафилококков использовали диски c 14 антибиотиками. Наибольшая резистентность изолятов отмечается к бензилпенициллину (81%) и ампициллину (63%), к тилозину, левомицетину (54%), и тетрациклину – 18%, к доксициклину 45%, канамицину (27%) и наименьшее количество резистентных штаммов выявлена к стрептомицину, эритромицину, гентамицину, сульфаметокзол/триметоприму и неомицину – 9%, энрофлоксацину – 36%. Все выделенные штаммы были чувствительны к цефокситину. Монорезистентных форм во всех изучаемых микроорганизмах не выявлено.
Для определения минимальной подавляющей концентрации антибиотика колистина к сальмонеллам и эшерихиям проводили количественный анализ с применением Е-тестов: по стандартному градиенту результаты показали концентрацию от 0,16 до 256 мг/мл. 
Присутствие генов резистентности к основным группам антибиотиков определяли методом ПЦР. В результате были выделены гены blaZ в 28% изолятов, tetK в 6% изолятов, aac(6), aph(3), ermC, ermA, msrA в 3% изолятов стафилококков. Гены резистентности в изолятах энтеробактерий, показавших резистентность к нескольким антибиотикам методом ПЦР выявлены не были. Вероятно, существуют другие гены или иные механизмы резистентности. Исследования в этом направлении продолжаются.
















ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные исследования и полученные результаты позволяют сделать следующие выводы:
- выделено и идентифицировано 102 штамма энтеропатогенных бактерий из них 18 штаммов S.typhimurium, 23 - S.enteritidis, 2 - S.dublin, 5 -S.cholerae suis, 5 -S.abortus egui, 12 - St.aureus, 14 - St.saprophyticus, 4 -St.epidermidis, 2 - St.haemolyticus, 1 - St.intermedius, 16 -E.coli;
- исследования антибиотикорезистентности/чувствительности показали, что 50% изолятов энтеробактерий полирезистентны к ампициллину, стрептомицину, канамицину, энрофлоксацину, доксициклину, 33% - к левомицетину, тетрациклину, 20%  к гентамицину, неомицину. Все исследуемые изоляты были чувствительны к цефродоксиму и сульфаметокзол/триметоприму. Монорезистентных форм во всех изучаемых микроорганизмах не выявлено;
- резистентность изолятов стафилококков отмечается к бензилпенициллину (81%), ампициллину (63%), к тилозину, левомицетину (54%), и тетрациклину – 18%, к доксициклину 45%, канамицину (27%) и наименьшее количество резистентных штаммов выявлена к стрептомицину, эритромицину, гентамицину, сульфаметокзол/триметоприму и неомицину – 9%, энрофлоксацину – 36%. Все выделенные штаммы были чувствительны к цефокситину;
- при изучении генетического профиляотобранных резистентных и полирезистентных штаммов к антибиотикам,были выявлены гены blaZ у 28% изолятов, tetK у 6% изолятов, aac(6), aph(3), ermC, ermA, msrA у 3% изолятов стафилококков. Гены резистентности в изолятах энтеробактерий, проявивших фенотипическую резистентность к нескольким антибиотикам в ПЦР выявлены не были. 
Результаты исследований опубликованы:
- в журнале, рекомендованном ККСОН МОН РК: журнал «3i: intellect, idea, innovation».-2018, № 3-С.19-29 // «Выделение и идентификация штаммов Salmonella spp.и Staphylococcus spp. с определением профиля резистентности к антибиотикам» (приложение В);
- в материалах международной научно-практической конференции: Наука и научный потенциал - основа устойчивого развития общества / 11 октября 2018 г, г. Магнитогорск. / в 2 ч. Ч. 2- Уфа: ОМЕГА САЙНС, 2018. –С.114-119 // «Видовой спектр и антибиотико чувствительность стафилококков, вы1деленных из продуктов животного происхождения, сельскохозяйственных животных и птиц Костанайской области»  (Приложение Г).
В рамках проекта выполняются:
- диссертационные исследования2-х докторантов 1 года обучения Мендыбаевой А.М. и Алиевой Г.К. по специальности 6D120200 – Ветеринарная санитария (Приложение Д);
- магистерская работа Алешиной Ю., специальность 6М120100 - Ветеринарная медицина (1 год обучения) (Приложение Е).
Зарубежное сотрудничество с доктором ветеринарных наук, старшим научным сотрудником Института микробиологии и вирусологии Литовского университета наук здоровья Модестосом Рузаускас (Приложение Ж).
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
	
Номер
	Антибиотики 

	
	бензилпенициллин 
	ампициллин
	тилозин
	стрептомицин
	канамицин
	гентамицин
	неомицин
	левомицетин
	тетрациклин
	доксициклин
	энрофлоксацин
	эритромицин
	Сульфаметоксол/триметоприм
	цефокситин

	
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть
	D 
мм
	Чувс-ть
	D мм
	Чувс-ть

	301/8
	24
	R
	15
	I
	20
	I
	16
	S
	21
	S
	20
	S
	20
	S
	12
	R
	23
	S
	24
	S
	14
	R
	25
	S
	29
	S
	30
	S

	415/9
	15
	R
	20
	S
	11
	R
	16
	S
	21
	S
	6
	R
	12
	R
	18
	S
	20
	I
	14
	I
	12
	R
	26
	S
	6
	R
	28
	S

	265/10
	35
	S
	36
	S
	10
	R
	12
	I
	17
	I
	21
	S
	13
	I
	12
	R
	25
	S
	12
	R
	11
	R
	25 
	S 
	28
	S
	29
	S

	430/11
	13
	R
	9
	R
	10
	R
	17
	S
	20
	S
	21
	S
	20
	S
	12
	R
	22
	S
	25
	S
	21
	I
	28
	S
	29
	S
	30
	S

	358/12
	12
	R
	10
	R
	17
	I
	14
	I
	14
	I
	21
	S
	17
	I
	22
	S
	25
	S
	22
	S
	27
	S
	21
	S
	30
	S
	31
	S

	360/13
	17
	R
	10
	R
	13
	R
	13
	I
	17
	I
	22
	S
	15
	I
	7
	R
	27
	S
	15
	S
	23
	S
	29
	S
	30
	S
	31
	S

	320/14
	12
	R
	10
	R
	23
	S
	15
	S
	14
	R
	21
	S
	19
	S
	-
	R
	10
	R
	10
	R
	25
	S
	27
	S
	27
	S
	28
	S

	361/15
	12
	R
	-
	R
	12
	R
	12
	R
	-
	R
	20
	S
	13
	S
	22
	S
	11
	R
	10
	R
	22
	S
	28
	S
	30
	S
	28
	S

	357/16
	14
	R
	8
	R
	20
	S
	13
	I
	7
	R
	20
	S
	18
	S
	12
	R
	23
	S
	8
	R
	24
	S
	27
	S
	31
	S
	29
	S

	359/17
	35
	S
	40
	S
	20
	S
	16
	S
	20
	S
	22
	S
	28
	S
	20
	S
	25
	S
	-
	R
	21
	S
	25
	S
	30
	S
	30
	S

	356/18
	9
	R
	8
	R
	-
	R
	14
	S
	19
	S
	20
	S
	16
	I
	25
	S
	21
	I
	23
	S
	15
	R
	16
	R
	21
	S
	29
	S
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— OTpULATeNbHAA OLIBHKA: HE OTMe4eHO 06pa3oBanis ubpuHa;

1+ NONOXUTENbHAS OLIEHKA: HEBOMbILINE HECHOPMAPOBABLIMECH KOMONKH;

24 NONOKUTENbHAS OLEHKA: HEBOMbILION CHOPMUPOBABLIMICS KOMOK;

3+ NONOXUTENbHAR OUSHKA: GOMNLILION CHOPMUPOBABILIMIACS KOMOK;

4+ BCB COAIBPXNMOB NPOBMPKM CKOATYMPOBAHO Y HE MEHSIET CBOBTONONOXEHHS P NBPEBOPaYMBAHNN IPOBUPKA.
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BETEPNHAPNA

YK 619:616.9:579.62

BbIAENEHVE N WAEHTN®PUNKALUNA LULTAMMOB SALMONELLA SPP.
N STAPHYLOCOCCUS SPP.

PbiwaHosa P.M. - PhD, 3aB. oTpgesiom MMMyHo6uonoruyeckmx uccnegosaHuii HUL, npodeccop
Kadhenpbl Be TepuHapHoi megunumnHbl, KocTaHaickuii rocygapcTBEHHbI YHUBEPCUTET umeHu A. baliTyp-
CblHOBa

UyxebaeBa I.[l. - K.B.H., 3aB. nabopaTopueli NnponsBoACcTBa NpoAaykKToOB nuTaHus HUL, poueHT
Kadhefpbl BeTepuHapHOW caHuTapuu, KocTaHalCKWii rocyfapCTBEHHbI YHMBEPCMTET UMeHu A.
BaliTypcbiHOBa

MeHabl6aeBa A.M. - M.B.H., Hay4Hblii coTpyaHuk HUL, KocTaHaickuii rocygapcTBEHHbIN yHUBep-
cuTeT umeHun A. baiTypcbiHOoBa

B cTaTbe paccmaTpuBalTCHA COCTOAHME nNpobaembl ycTonunsocTu wrTammoB Salmonella spp.,
n Staphylococcus spp. K pasnMyHbiM aHTubnoTuKam. Hamn 6blM NpoBeAeHbl UCCNeAoBaHWS MO BblAB-
neHvo, ngeHTudukaunm wrammos Salmonella spp. n Staphylococcus spp., a Takxke M3yyeHa UX pe3uc-
TEHTHOCTb K aHTU6MOTUKaAM. AHTUOMOTUKN NPUMEHATCH B XUBOTHOBOACTBE, MACOMO/IOYHON W
NULEeBO MPOMbILWIIEHHOCT M He TO/bKO ANA NevyeHna 60Me3HeN XNBOTHBLIX, HO TakxXe B Lenax npodu-
NakTUKN 1 ANa CTUMYIUpPOBaHUA pocTa. HekoHTponmpyemoe NpuMeHeHne NpoTUBOMUKPOOHbBIX npena-
paToB, WKWPOKOE UCMONb30BaHNE aHTUOBNOTNKOB B BeTepuHapuun, XMBOTHOBOLCTBE U NTULEBOACTBE, a
Takke B NPON3BOACTBE W XPAHEHWW XMBOTHOBOAYECKON MPOAYKLMM MOAHMMAK T PUCK pocTa pesunc-
TEHTHOCTU Ha rnob6anbHblii ypoBeEHb. B 3ToW cBA3M B kKoHue 2016 ropga cTpaHbl - 4yneHol OOH
NPUHAMN COBMECTHOE 3asB/ieHne 0 He06X04MMOCT M NPUHATMUA Mep No 6opb6e c NeKapCcTBEHHO-YCT Oi-
YMBBLIMU MUKpOOPraHnsmMamum u obecneuynTb KOHTPO/Sb 3a NMPUMEHEHWEeM NPOTUBOMUKPOOHLIX npena-
paToB. 3a BCHO UCTOpPWIO cywecTBOBaHua opraHmsaunn OOH npobnema aHTUOMOTUKE PeE3UCTEHT-
HOCTW MWKPOOPraHW3MOB cTana uyeTBepTOl Npo6iemMoli 34paBoOXpaHeHns, BbIHECEHHON Ha 06CYX-
feHve MeHepanbHOW accambneun nocne 6onesHen BUY-nHekunmn, nuxopagkn 36ona n HeMHM €KLMOHHBIX
3aboneBaHunii, Taknx Kak 60ne3Hn cepgua, caxapHblii guabeT u gpyrue.

KniouyeBble cnoBa: aHTUOMOTUKOPE3UCTEHTHOCTL, UaeHTudKauna, wrTammsl, Salmonella spp.,
Staphylococcus spp.

BOJY XKOHE WAEHTUGUKALUVANAY WUTAMMAAPBIHbLL SALMONELLA SPP.
X3OHE STAPHYLOCOCCUS SPP. AKbIHOAW OTbIPbIMN, BEN1HAL
AHTUBVNOTUKTEPIE PESNCTEHTTUI1KT1H

PbiwaHosa P.M. - PhD, npodheccop, PO Taram WMMMYHAbL-6MOMOMNANBLIK, 3epTXaHacblHbLL,
meHrepywbl, A. BaliTypcbiHOB aTbiHAarbl j(jocTaHaii MemMaeKkeT TK YHUBEPCUTETI BeTepuHapuanbly
MeanumHa KadpeapachbiHbly npodeccopsl

Yyxebaesa I.[. - B.rk, PO Taram eHlmgep'H eHAlpy CblHaK, 3epTXaHacblHbly, MeHrepyw'o',
A.BaiTypCcblHOB aTblHAarbl K,ocTaHail MeMekeTT'X yHUBepcMTeT1lH1Y BeTepuHapusasbliH; caHUTapus
KadhegpacblHbIH foueHTI

MeHgbi6baeBa A.M. - BeTeEpPUHapP/bIK, TbiIbIMAAPbIHbIL, Maaucmpi, A. Ba#TypCcblHOB aTblHAArbI
K,ocTaHaii MeMiieke T TKYHUBepcuTeTi

Makanaga Salmonella spp x3He Staphylococcus spp wWTamMmapbiHbly, aHTUOMOTUKTepre TB31wm-
dmiK mBcenec! Typanbl xarganap kK,apacTbipbiiagbl. Salmonella spp.xeHe Staphylococcus spp. WaTwM-
MAapblH ngeHTundurkaunanay 6olibiHWwa, onapably, aHTUONMOTUKTepre Te3lMagTlrlH aHbw Tay 60iblIHWA
3epTTeynep xypriaglk. AHTMOMOTUKTEP Man wapyawbl/birbl, eT-CYyT XeHe Tamak, eHepkannTep'mge
TeK XaHyapnapfblH, aypynapblH emfey Yywiw emec, CcoHjai-ak, anfblH-any mak,caTbiHia XeHe ecydi
bIHTanaHAblpy yw'w K;ongaHbinafgbl. Man wapyalbifibifrbl MEH KyC LlapyallblnibirbiHAa, BeTepuHapuaga,
COHbIMeH KkaTap endipic neH Man wapyallbl/blK; BH'WAEP'W cakTay Kes'wae MukpobTapra Kapcol
npenapaTTapAabl 6ak,blfaycbi3 K,0n4aHy, aHTUONOTUKTEePAL Kel' TeH K;0njaHy pesucTeHTT1 ecy KaynTu,
KemepmyiH ranamgbik; geureiire akenln coragbl. OcbiraH 6annaHbicTbl 2016 XbiNgbl, adarbiHga engep -
B¥¥ mywenep1 depiae Te3'Wwhi MUKPOOPraHW3MAEPMEH KapcCbl Kypec >XeH'Mfe >X3He Mukpobua Kapcol
npenapaTTapibl K,0n4aHyblH 6ak,blnayfbl K,amTamacbi3 eTy 6oliblHWa wapanap K,abbingay kakeTT!rl
Typanel 6deckeH manwgeme K,abbingagbl. YibIMHbIL KypbliraHbiHaH 6epai 6ykT TapuxblHAa MUKPO-
opraHu3Mzepa'ly, aH TUbMoTUKpe3McCTeHTTT1K macenec! BUU-nHdpekuns, 36ona 6esrer/ xeHe Xyk,nasbl
emMec aypynapfaH Xypek aypybl, K.aHT gunabeTi xaHe back,a aypynap keiilHrl MeHepanbibl accambnescsl
TasKblnamacblHa eHrl3TreH geHcaynbly cak;Tayablly TepT!Hwl MaceneaHe ainHangbl.
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BETEPUHAPUA

TydiHdi cB3gep: aHTUOMOTUKPE3IUCTEHT TMX, CBilKecTeHAlpy, wTamgapsl, Salmonella spp.,
Staphylococcus spp.

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF SALMONELLA SPP.
STRAINS AND STAPHYLOCOCCUS SPP.
WITH DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILE

Rychshanova R. - PhD, Professor of the Department of veterinary medicine, A.Baitursynov Kostanay
State University head of the Department ofimmunobiological research of the scientific innovation center

Chuzhebaeva G. - The candidate of veterinary sciences, acting associate professor of veterinary
sanitation of Kostanay State University named after A. Baitursynov

Mendybayeva A. - master of Veterinary Science, researcher of the SIC, A.Baitursynov Kostanay State
University

The article considers condition of Salmonella spp., and Staphylococcus spp. strain resistance to
antibiotics. We conducted research to detection, identify strains of Salmonella spp. and Staphylococcus spp.,
as well as their resistance to antibiotics. Antibiotics are used in animai husbandry, beef and dairy industry,
and food industry not only for animal treatment but also for but also for illness prevention and growth
stimulate. Overuse of antibiotics on farm animals has serious implications for public health, as it promotes
antibiotic-resistant bacteria and resistance genes that can be transmitted to humans. Usually that happens
by eating food, but can also occur in direct contact with animals or through environmental objects. Uncont-
rolled use of antimicrobials, overuse of antibiotics in veterinary medicine, animal husbandry and poultry, as
well as in animal production and storage of animal products raise the risk of growth of resistance at a
global scale. In this regard, at the end of 2016 members of UN adopted ajoint statement on the need to
take measures to combat drug - resistant microorganisms and to monitor the use of antimicrobials. Over
the entire history of the organization existence antibiotic resistance of microorganisms has become the
fourth health problem to be discussed by the General Assembly after HIV infection, Ebola and non-
communicable diseases such as heart disease, diabetes and others.

Keywords: antibiotics resistance, identification, strainsbi, Salmonella spp., Staphylococcus spp.

BBeaeHue

OcHOBHOI npo6nemoii nocnefHux NeT ABASIETCA LUMPOKOE pacnpocTpaHeHMe Pe3nCTEHTHbIX (HopM
NaToreHHbIX MWKPOOPraHM3MOB W CHWXeHue 3hdeKTUBHOCTU psga aHTMouoTukosB [1,c.287]. Pe3ucteHT-
HOCTb K aHTUMMKPOOHbLIM npenapaTtaM MMeeT OrpOMHOE COLManibHO-3KOHOMUYECKOe 3HaYeHue 1 B pa3BUTbIX
cTpaHax Mupa paccMmaTpuBaeTCs Kak yrpo3a HauuoHasbHOoi 6e3onacHocTu [2, €.9647. WHTeHcudumkaums
Ce/IbCKOr0 X0351iCTBa, paclUMpeHve chnekTpa NpPUMEeHSIeEMbIX Ae3WH(EKTAHTOB U aHTUCENTMKOB, HEKOHTPO-
nupyemoe ucnosnb3oBaHue aHTUOUOTUKOB B XMBOTHOBOACTBE BCe ualle MPUBOAUT K CE/IEKTUBHOMY OTOOpY
Hanbonee yctoliumBbIX (POPM MUKPOOPraHU3MOB, B TOM uyucne wrammoB Salmonella spp., u Staphylococcus
spp., o06najawLmx aHTUOUOTUKOPEZUCTEHTOCTBIO U  MHOXECTBEHHbIMU  (haKTOpaMu MNaToreHHocTH,
npeacTaB/iSAOWMX CEPbE3HYD npobnemy ANA 300pOBbA N0Ael U XMBOTHBIX [3 €.1,2]. Pe3ncTeHTHble
K/TOHbI, MEPCUCTMPYHOLLUE Y XUBOTHbIX, MOTYT nepefaBaTbCsl MII0ASM N0 MULLEBONM LLEMoYke vyepe3 NpoayKTbl
nutaHnsa [4, c.70]. MOHWTOPWHI fIEKAPCTBEHHON YCTOMYMBOCTM BO3bGyauTeneli - BaxHellwee ycnosue
ahpekTMBHOrO neuveHns 3abonesaHuii nwael U XUBOTHbIX [5]. VHeKLMKM, Bbi3BaHHbIE PE3UCTEHTHbIMM
lWwTaMmamu, OT/IMYaKTCA ANUTE/bHbIM TeYeHUeM, yXygLlarT NporHo3 600e3HU A1 XUBOTHbLIX U YesioBeka.
Mpu HeathpeKTMBHOCTM NpenapaTtoB BbIGOpa MPUXOAUTCA UCNOMNb30BaTb CpeAcTBa BTOPOro WM TpeTbero
psfa, KoTopble, 3ayactyt, 6Gonee pgoporu, MeHee 6esonacHbl W He Bcerga [OCTynHbl [6]. Bce 310
yBenmuuBaeT npsMble U HemnpsiMble 3KOHOMUYECKMe 3aTpaTbl, a Takke MoBblaeT PUCK pacnpocTpaHeHus
pe3nCTEeHTHbIX LWTAMMOB B OKpyXatoLlein cpege [7, c. 195].

Llenb 1 3agayun uccnegosaHui

Bbigennte n ngeHtuguymposatb wTtammbl Salmonella spp. u Staphylococcus spp. © u3yunmTb WX
aHTUOBNOTUKOPE3NCTEHTHOCTb.

MaTtepuanbl n meToabl

ViccnepoBaHua npoBoAwaMCb B oTAene MuKpobumosornyeckoro aHanmsa HULL KIY wumenn A.
BaiTypcblHOBa B pamMkax Hay4yHoOro npoekta «MOHUTOPUHI aHTUOUOTUKOPE3UCTEHTHOCTU BO36GyauTenei
9HTEepOonaToreHHbIX 300aHTPONOHO3HbIX 3a60neBaHnlii CeBepHOro pernoHa KasaxctaHa» ouHaHCMpyemoro
MOH PK Ha 2018-2020 rr.

ViccnepoBaHuio nogseprann 6monornyecknii matepman ot 60/1bHbIX Y NaBLUUX XUBOTHbIX, MULLEBbIE
NPOAYKTbl XXMBOTHOTO U PaACTUTE/IbHOrO NMPOUCXOXAEHUS B COOTBETCTBUU C OOLLENPUHATLIMU MEeTOoAMKaMU.
WccnepgosaHo 390 npob6 6uomatepuana ot KPC, nowagei, cBUHel, NTuy, U3 HMX: 120 Npo6 BHYTPEHHUX
opraHoB, 72 npobbl pekanuii, 80 CMbIBOB C HOCOBbIX MOJIOCTEN, BRaraauwia U aHajbHOINo0 OTBEPCTUA
60/1bHbIX XNBOTHbIX, 47 CMbIBOB C TyLUEK Kyp, YTOK U ryceil, n 25 npob auy, AoMallHUX NTUL, peannsyemMbix
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BETEPUHAPUA

Ha pblHKAX W C JIMYHBIX NOABOPWUA, 46 nNpo6 nuUWEBbLIX MPOAYKTOB (0OBOWM, PYKTb) U  MSACHbIX
nonycgabpukatoB. BblgeneHne u unaeHTUUKaLUIO Ky/bTyp canbMOHENN U cTaddWUIOKOKKOB BbIMOHAMN
COrflacHoO yTBEPXAEHHbIM METOAMYECKAM YyKa3aHUsM Mo /1abopaTopHON AMarHOCTUKE casibMOHeNe3oB [8,
¢.52], HacTaBneHUo No NpUMeHeHn0 HabopoB CbIBOPOTOK caslbMOHene3HbIx [9, €.79], MeTofaM BbisiIBEHUSA
M onpefeneHns KoarynasononoxuTenbHblX cTaduaokokkoB 1 S. aureus [10, ¢ 355]

Ana BbigeneHna canbMOHena genanu Nocesbl M3 uccregyemoro martepuana Ha MIB, MIMIA, arap
OHAO0, BUCMYT-CY/b(OUTHbIW, CcafibMOHee3Ho-Wnrennesnblii  arapbl U apyrue auddepeHumanbHo-
anardHoctuyeckne cpegpl. Yepes 18-20 uyacoB uHKybupoBaHus npu Temnepatype 36-37°C otbupanu
TUNUYHbIE AN Ca/IbMOHE/T KOMOHMM No 5 M3 KaxkAoh uvalwku B npobupku ¢ MIB, KOTopble BHOBb
KyNnbTuBUpOBasn. py NOSIBNEHUN YETKO BbIPaXXEHHOro pocTa 6akTepuil 13 6YNbOHHbLIX Ky/AbTyp rOTOBUM
Mas3km M okpawmBanuM ux no [pamy. [Mpun o6HapyxeHun B M33K3X TUMNUYHLIX N0 MOpPOsIorMun
rpamHeraTuMBHbIX, MPAMbIX, C 3aKPYrMEeHHbIMW KOHLAaMK nanoyek, He (hOpMUPYIOLWUX 3IHAOCNOP, u3ly4vanu
hepmeHTaTMBHbIE CBOCTBA M NPOBOAU/IN €€ CEePOosIOrMyYeckyo NaeHTUUKaLnIio B peakumm arrnioTuHauum.

depmMeHTaTBHbIE CBOWCTBA U3y4yann Ha cpefax ['mucca c rKo30i, NakTo30i, caxapo3on, MaHHUTOM,
AYyNbUUTOM, COPOUTOM, UHO3UTOM, Ca/SIMLMHOM, apabuHO30i, ManbTO30l 1 paMHO30/. YTUAn3auu uutpara
HaTpus Npy pocTe KynbTypbl, U3yYasiv N0 U3MEHEHUI0 oKpacku cpegbl CUMMMOHCa, 06pa3oBaHue KynbTypamu
cepoBogopoja onpeaensnu no nosBAEHUIO YepHOW okpacku cpefbl Knurnepa, a obpasoBaHue uHgona - no
U3MEHEHWI0 LBeTa nHAavkatopa (pacTBopa mapagumeTusiaMuHob6eH3onbAernga B opTod)ocopHOi kucnote
N 3TunoBom cnupTte). CnocobHOCTb MW30MATOB peayuupoBaTb HUTPATbl W HUTPUTLI onpegensnan no
NOSIB/IEHWNIO TEMHO-CMHEro okpawuBaHus npu pob6asneHun wuHaukatopa (1 %-Hbli BOAHLIA pacTBop
mnaxmana ¢ 10 %-HbIM pacTBOPOM CEpPHOI KUCNOThl) K 48-4acoBoil 6Yy/NbOHHONM KynbType, cogepxallein 0,1
‘'O-HbIl pacTBOp HMTpaTa kanuda. ViameHeHue cpej B npouecce pocta yuuTbiBanu exefHeBHO B TeueHue 7
CYTOK HabnogeHns. CnocobHOCTb MUKPOOPraHW3MOB TUAPOAU3NPOBATL XeNaTuH onpejensnu nytem
BbICEBA YMCTON Ky/NbTypbl YKONOM B CTONO6UK 12 %-HOro pactBopa xenatuHa B MIMB. MNocne ctaHaapTHOM
*'HKy6aL N 3aCesHHbIe U KOHTPOJIbHblEe MPOOMPKU C XeslaTUHOW Ooxnaxaanu B X0noAunbHuke npu 2-4°C,
nocsie Yero yuntbiBasiM pesynbTart no TeKy4YecTu cTonbuka xenaTnHa.

MoABMXHOCTb UCCNefyeMbiX U30MSATOB MU3yyvasim Mo POCTy NpY noceBe YKOSIOM B NOMYXUAKWIA arap.
OnpefeneHve cepoBapuaHTHON NPUHAAMEXHOCTU CafibMOHENN NPOBOAMU/M C MOMOLLbIO peakuuu arriTm-
-auun ¢ Habopom u3 8 O-KOMNEKCHbIX 1 21 O- 1 H-arrnioTUHUPYIOLWMX MOHOPEeLenTOpPHbIX CbIBOPOTOK.
9eakumnio CTaBUIN Ha YUCTOM O6E3KMPEHHOM CTeK/le KanesibHO B paBHbIX 06beMax CbIBOPOTKM U aHTUreHa,
-laTenbHO UX nepemewwusas. Pe3ynbTaTbl yyuTbiBa/IM B TeYEHWE [ABYX MWHYT MO MNOABJ/IEHUD 4acTul,
arTloTMHaTa 1 NpOCBET/EHUIO XUAKOCTU. O-arrnioTuHaT umeeT BUA MNAOTHbIX, C TPYAOM pa3buBatomnxcs
*OMOYKOB U 3€pHblleK, H-arrnioTuHaT - pbixble, ferko pasbusatowmecs xnonbs. MNpu oTpuuaTenbHOMN
rreakuum, KysbTypa nocne TuwaTebHOro CMeLmnBaHus ¢ kannei cbiBOPOTKM 0bpa3yeT roMOreHHy B3BECh.

B1pYyNeHTHOCTb BblAENEHHbIX KyNbTyp u3ydanu, onpegenss LD u3onatoB canbMoHesnn Ans TecT-
06beKTOB: 6enbix Mblweld. [nA 3TOro CyTOYHYI arapoByl KynbTypy WCC/eAyeMOro u307sTa CMbIBaIn
rTepuibHbIM (OU3NOJIOTMYECKUM PAaCTBOPOM, B3BECb MNEPEHOCUNIN B CTEPWUNIbHYIO NPOBMPKY W [0OBOAMU
*OHUEHTpauuo Ao 500 M/H. MKpP. K1., UCMOMb3ys ONTUYECKWU cTaHAapT MYTHOCTU 3HTepobakTepuii. 3atem
N3 laHHON B3BECW TOTOBWN CEMb AECATUKPAaTHbIX pasBefeHnin. benbix mbiwein no 4-5 ronos maccoi 16-

8 r 3apaxanun noakoxHo B fose 0,2 n 0,5 cm3 KaxabiM pasBefeHWeM canbmoHenn. HabnwogeHve senn B
-eyeHne 12-14 cyTOoK C MOMeEHTa WH(UUMPOBaHWA, AuarHo3 B Cc/yvyae r[umbenu nopTeepxpanu
53KTEepnoNornyeckumm UccriegoBaHNAMN.

[na BblaeneHus cTadM/IOKOKKOB WMCMOMNb30BaM MeTon MPsSMOro noceBa Ha nuTaTesibHble cpefbl,
SOeHTudunKaums BblAe/leHHbIX CTadWU/I0OKOKKOB MNPOBOAMIACh HA OCHOBaHMM MOPMONOrMYeckux, KynbTy-
cafibHbIX N BUOXMMUYECKUX MPU3HAKOB B COOTBETCTBMM C Knaccudukaumeii bepmpkm (1980). Ona onpege-
-eHUS NUIMEeHTa W remMosIMTUYECKON aKTUBHOCTM uccieayemble KynbTypbl B BuAe «b6nsiliek» 3aceBanun Ha
*30BfIHOIM arap. CTeneHb MPOAYKUMM TeMOMN3MHA OueHuBanacb MO pajuycy 30Hbl remMonn3a BOKpYr
:5nawek» (MMm). Ans onpefeneHvns neunTuHasbl uccriepyemble KynbTypbl B Buae «bnswek» 3aceBasiv Ha
-M3/TTOYHO-CONIEBOW arap, O NIeUUTUHA3HOW aKTMBHOCTW CBUAETENbCTBOBA/IO HaIMuMe pafyXHOro BeHuuka
3CKpyr «6nswek». Ansa onpegeneHns ubpuHoONM3MHa uccnepyemble KynbTypbl 3aceBasii B CBEPHYTYIO
m-a3My KpoBu. [py NONOXUTEsIbHOM peakuun NPpOUCXOAW/I0 pacTBOpeHne (hubpPUHOBOro cryctka. [Ans onpe-
[eneHust xxenaTUHa3HOW aKTMBHOCTU UCC/iedyeMble KynbTypbl 3aCeBaiM YKOSIOM B 3aCTbIBLUWI NUTATENbHbI
wenatuH. Npy NOMOXWTENBHON peakuny Ha BTOpbIE CYTKM MPOMCXOAWUI0 pas3XmKeHne XenatuHa.

B paboTe 6bI1M MUCMOb30BaHbl 16 KyNbTyp CTadU/I0KOKKOB, BblAE/TEHHbIX U3 CMbIBOB C TyLUEK MTUL,
i --:-bIX nonydabpukatoB 1 nNpob6 OBOLLHbIX canaToB. [MpoBefeHO pPe3nCTeHOTUNMPOBAaHWE BblAENEeHHbIX
UramvoB MWKPOOPraHM3MOB K aHTMOMOTMKAM C MpUMEHEeHWeM AMCKO-Andy3MoHHOrO MeToga B

:~=eTCTBMM C METOAMYECKMMN yKa3aHuamu [11, c.78].

AHTUOMOTMKOUYBCTBUTE/IbHOCTb BblAE/IEHHbIX N301STOB Ca/ibMOHE/ /1 U CTaddUI0KOKKOB MUCCefoBanu

- -OM HaHeceHusi CTaHAApPTHbIX [OUCKOB aHTUOUOTMKOB Ha CBEXe3acCesiHHblA ra3oH Ky/bTypbl C
-:-=30BaHMeM arapa Miwnnepa-XMHTOH. YyeT pe3ynbTatoB NpoBoAUNM nocne 18-24-4acoBOi WHKY-
npu Temnepartype 37°C No HaAM4uMio 30H 3a[EepPXKM pocTa MUKPOOBOB BOKPYr AMCKOB, YTO, COMMacHo

_-Lun, cBuAeTeNbCTByeT AM6G0 O UyBCTBUTENLHOCTU BO36yauTensa K npenaparty, nvbo 06 ero

21





BETEPUHAPUA

YCTOMNUMBOCTU K AaHHOMYy aHTU6MOTMKy (Tabnuua 1). OTcyTCTBME pocTa TECT-OpraHuM3ma Ha paccTosiHUK
6onee 15 MM OT AWcKa C aHTUBMOTMKOM YKasblBA€T Ha YyBCTBMTE/NbLHOCTb WTaMMa. Ecnn xe TecT-
MUKPOOpPraHM3m pas3BuMBaeTCs B HENocpeACcTBEHHOW 6/1M30CTU OT AMcKa, MPOMUTAHHOIO aHTUGUOTUKOM, TO
3TO 03HAuaeT, YTO AAaHHbI/i MUKPOOPraHN3M YCTONUMB K AeliCTBUI0 aHTUBMOTUKA.

Ta6nuua 1 - Cxema onpegesnieHnss aHTU6NOTUKOPE3UCTEHTHOCTHU

HanmeHoBaHue Copep- OvameTpbl 30H nogasneHUs pocTta KynbTyp,
ANCKOB C XaHue Cpepa MM
npenaparamu npenapara ycToliumBble [pomexy- YYBCTBU-
B AuCKe, TOYHbIE TefibHble
MKr
BeH3nnneHnunnnnH O Ef
- p/cTad)NOKOKKOB (6 mkr) Mtionnepa-XuHTOH <28 >29
- 4/ aHTepobakTepuin Mionnepa-XuHTOH <14 . > 15
AMOUUMANUH 10
- alctadhnnoKOKKOB Mionnepa-XvHTOH <13 14-16 > 17
- o/aHTepobakTepuit Mionnepa-XvnHTOH < 16 - £ 17
TunosuH g/S. aureus 15 Al'B <13 14-20 £21
CTtpentomMuunH 10 Mionnepa-XnHTOH <11 12-14 > 15
KaHamunuymH 30 Mionnepa-XUHTOH <13 14-17 > 18
HeomuuwmH 30 AlB <12 13-16 >17
NleBOMULETHH 30 Mionnepa-XuHTOH <12 13-17 > 18
TeTpauukanH 30 Mionnepa-XUHTOH <14 15-18 > 19
JokcuynknuH 5 Mionnepa-XuHToOH <12 13-15 > 16
OHpodnokcauuH 10 Al'B <17 18-21 >22

[aHHble Tabnuubl 1 B3ATbl U3 MHCTPYKUMM NO NpuMeHeHnto «Habopa AUCKOB AN onpeAeneHus YyBc-
TBUTE/IbHOCTU K MPOTUBOMUKPOGHBLIM npenapaTtam» HA-MMM-1 npoussogctea PbYH HUW anugemunonorum
n mukpobuonorun umenmn Mactepa, Poccuiickan denepauns.

Pe3ynbTaTbl nccrnenoBaHuii

XapaktepucTuka M30n19ToB canbMoHenn. MNpu npoBefeHun MccnefoBaHuini Hamu 6biN BblAENEHbI W
n3ydyeHol 6onee 50 wu30NATOB canbMoHenn. Mopdonormyeckue, TUHKTOPUasbHblE W KyNbTypasbHble
CBOICTBA, BblAe/IEHHbIX M30M1ATOB OblIN XapakTepHbl A/ CBOEro ceMelicTBa, poja u ceposapuaHTta. lMpu
okpacke no [pamy 6akTepun npeacTaBnsaAnM co60i npsiMble C 3aKkpPyreHHbIMWU  KOHLUAMMW rpamoT-
puuaTensHble nasoykn. Ha MIMA pocT KynbTyp conpoBoxpasica obpasoBaHueM MNpo3payHbiX KOMOHWI €
ronyboBaTbiM OTTEHKOM OKpyrnioli copmbl guvameTpom oT 2 ao |5 mm. Ha arape 3OHAO - nosBNeHUEM
6/1e1HO-PO30BbLIX KOMOHWI AnamMeTpoM OT 1 Ao 7 MM, Ha arape JleBnHa - MpO3payHbIX C IMOETOBLIM
6/1ecKOM, Ha BUCMYT-Cy/fibhuT-arape - 4YepHbIX KOMOHWIA aHa/0rM4yHoOro AnameTpa C MeTasl/InyecKuM
0604koM. KynbTypbl Xxapaktepu3oBasncb NOABWXHOCTLIO B TECTOBOM POCTE Ha NONYXWAKOM arape. Y Bcex
BblEe/IEHHbIX U30/IATOB OTMeYanu pocT Ha cpene CumMmoHca. Y gcex KynbTyp (kpome S.abortus egui) npu
pocTe oTMeYanu BbloefieHMe CepoBOAOPOAa, PefyKUMo HUTpaTgsB B HUTPUTLI, OTCYTCTBME obpa3oBaHus
MHAOMA 1 CNOCOBHOCTM TMAPOAN30BaTb XenaTuny (tabnuuya 2).

Ta6r||/|L|,a 2 - bnoxumun4yeckmne cBoiicTBa BblAEe/IEHHbIX NJOJIATOB CaJ/ibMOHEN
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S. Typhitnunum + - T - - T T T T } T + ] )
S. Enteritidis + - - - + + + + + - + + i _
S. Dublin + -+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ - + + - i
S. Cholerae suis - - - - - + - - + + - + + ) B
S.Abortus egui + - + o+ - + 0+ o+ o+ o+ - + - . -

BblgeneHHble u30naTbl B. TypM1TunuT - MNOABWXKHLI, (hepMeHTUpoBasn C o06pa3oBaHMEM rasa
[/IIOKO3Y M MaHUT, He (hepMEHTMPOBA/IM N1AKTO3y U caxaposy, YTUIM3MpoBanuM LWTpaT, 06pasoBbiBaIU
CepoBoAopo/, BOCCTAHAB/IMBANIN HUTPATbl B HUTPUTLI, He 06pas3yloT MHAOM W He TMAPOJIN3YIOT MOUYEBUMHY.
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BETEPUHAPUA

Bce BblgeneHHble KynbTypbl S. Typhimurium npu wuccnegosanun B PA arrniotuHupoBanuck 0:4 (B)
roynnosbiMn 1 0:1,4;1 1 H: j; 1,2 MOHOpPELEeNTOPHbIMU aHTUTEHHLIMU CasibMOHEN/TE3HbIMU CbIBOPOTKaMMU.

KynbTypbl S. Enteritidis Takke o06n1agany NOABWXHOCTbI - OTMeyancsa ux AndpdysHbiii pocT Ha
nonyxuakom MIMA npu nocese ykonom. Ha cpepax 'mcca BblaenieHHble KynbTypbl hepMeHTMpoBanu, C
obpa3oBaHVeM KMCAOTbl W rasa, r0KO3y, MaHHUT, MasbTO3y, COp6UT, apabuHo3y, pamMHO3y, AYy/bUUT, He
pepMeHTMpOBa/IN NaKTO3Y, caxapo3y, MHO3MT. KynbTypbl S. enteritidis npy nccnegosaHum B PA arrnoTUHK-
posanucb 0:9(Di) rpynnoBbiMn n 0:1,9;12 n H:1 g,m MOHOPELENTOPHbIMW aHTUTEHHbIMW CasibMO-
Hese3HbIMU CbIBOPOTKAMU.

KynbTypbl S. Dublin - noaBuxHbl, thepMeHTUpoBann ¢ obpas3oBaHWEM KUCMOTbl W rasa [/IloKo3y,
MaHHWT, caxapo3y, KCunosy, ranakrosy MasabTo3y, pamHo3y, copbuTt, 06pa3yloT cepoBoAopos, He 06pasyloT
nHpon. S. Dublin armoTnkunoBanuce B 4 koecta (++++) rpynnobiMmu 0:9(0-;) cbiBOpOTKamMu. AIT0TUHALNS
C MOHOpeuenTopHbIMK Noka3ana S. Dublin 0:1,9; 12; n H:4,p.

KynbTypbl S. Choleraesuis 66111 aHanOrMyHbl N0 MOPMONOrMYECKUM U TUHKTOPUASibHbIM CBOMCTBaM,
OAHaKo He obnaganu noaBmKHOCTbIO. Mpu pocTte S. Choleraesuis copaxunsanu KO3y, MaHHUT, B YeTbIpex
cnyyasax w3 nATM - apabuHo3y, peayunmpoBanu HUTpaTbl, He cOpaxuBann caxapo3y, NaKkTo3y, WHO3WT,
copbut nMMpu wuccnepgosaHunm B PA arrnotnHuposanuce 0:7(Ci) rpynnoBbiMun u 0:6,7 u H:c,15
MOHOpPeLenTOPHLIMU aHTUTEHHbIMU CaSlbMOHE/1/1€3HbIMU ChIBOPOTKAMMU.

KynbTypbl S.Abortus egui He M3MeHSN MHO3UT, paduHoly cannuuH, He obpas3oBbiBa/I CEPOBO-
aoposa. depMeHTMpOBanu [/10KO3Y, MaHHWUT, apabuHo3y, Ay/MbUMT, KCUMN03y, pamMHO3y coobpa3oBaHHeM
<ucnotbl M rasza (tabnuuya 3). lMpu noceBe ykosiom [MHKA Habnwgann  xapakTepHYK MNOABMXHOCTb.
ArTAlOTMHUPOBANIUCL TPYNNOBbIMKA CbiBOpoTKamMn 0:4 (B) (++++) u mMoHopeuenTopHbiMu 0:4,12 n H:e,n,x
+++) @aHTUrEHHbIMW Ca/IbMOHEN/IE3HbIMU CbIBOPOTKAMMU.

Ta6nuuya 3 - CepoBapuaHTHas NPUHAA/IEXHOCTb CasilbMOHEN/, BblAe/IeEHHbIX NP NPoOBEAEHUN
6aKTepPUOIOTMYECKUX UCCefoBaHNi

HanmeHoBaHue uccnegyemMblix S. S. S. S.Cholerae S.Abortus
umnlpa Typu NI Eficsiud Lo suis egui

Mat matepunan KPC 5 3 2 - -
MaT maTepuan cBuHei - - - 5 -
Mat maTepuan nowanei - - - 5
Pekanum 6 5 - - -
CMbIBbI 13 Briarasviia HoCoBOM 7 3 i ) i
NoA0CTW, aHaslbHOro OTBEPCTUSA

CMbIBbI C TYLLIEK AOMALUHUX NTUL, - 7 - - -

CMbIBbI C npunaaBkOB MACHbIX
PbIHKOB

Aliua KypuHble - - - - .
Aliua yTuHble/rycuHble - - - - -

Konb6acHble unsgenus - 1 - . -
MscHble n/pabpukatsbl - - - - .
Canatbl OBOLLHbIE - 4 - ; ;

Bcero 18 22 2 5 5

AHanui Tabnuubl nokasbiBaeT, 4YTO M3 6GuMOMaTepuana XMBOTHbIX Haubonee 4acTo BblAeNsAwTCA
wTtammbl S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S. Abortusegui. Salmonella Enteritidis 1
Salmonella Typhimurium - gBa Hanb6osee BaxHbIX cepoTuna casbMoHesiesa, nepegaBaemMbliX OT XUBOTHbIX
4yenoBeKy BO MHOIMMX cTpaHax mupa. [osydyeHHble Hamu pes3ynbTatbl KOPPEenupylT C AaHHbIMU ApYTUX
*yeHbIX, KOTOpbIE YKa3blBalOT Ha AOMUHUpOBaHMe S. Enteritidis B Msace ntuubl 1 cMmbiBax [12, ¢.34].

Mpu onpegeneHnn naTtoreHHOCTM OTMevYanu r[nbenb BCEX MblleR, WCMOAb30BaHHbIX ANs
WH(PMLUMpPOBaHNS, TakumM 06pa3oM, NaTOreHHOCTb BblAe/IeHHbIX Ca/lbMOHEN AoKa3aHa BO BCEX ClydasX.

Takum o06pa3omM, MOpPGOSIOrMYeckme, TUHKTOPUasibHble U KynbTypasibHble CBOWCTBA BblAENEHHbIX
W30/14TOB ObINN XapakTepHbl A4nsa poga Salmonella, 6uoxnmnyeckne cBolicTea - AJ/151 CBOEro cepoBapuaHTa.

XapakTepucTuka M301ATOB CTadU/IOKOKKOB. [Mpy 6akTepuosiorMyeckoM wuccrefoBaHUM MaTepuania
Cbl/IN BblAesieHbl CTaddMIOKOKKM BKMAOB: S. aureus (n = 9), S. saprophyticus (n = 7), (tabnuua 4).
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Ta6r||/|u,a 4 - Buapl CTaCbI/II'IOKOKKOB, Bblae/IeHHbIX Mpn 6aKTep|/|onor|/|quK|/|x ncenegoBaHMAX

HanmeHoBaHue nccrenyembix cybcTpaToB S.aureus S.saprophyticus
Mat matepuan KPC
Mat matepuan ceuHei
Mat maTepuan nowagei
Pekanuu
CMbIBbl M3 Bnaranuuia, HOCOBOM NOMIOCTU, aHa/IbHOTO 6
oTBEPCTUA
CMbIBbI C TyLEK AOMaLLUHUX NTUL, 2
CMbIBbI C TOProBbIX MPUIABKOB MSCHbIX PbIHKOB
Alina KypuHble 1
Aua yTUHble/rycuHble
KonbacHble n3genus

MscHble n/chabpukaTsbl 2
Canartbl 0BOUWHbIE 5
Bcero 9 7

Han6onbluyo reMonmMTUYeckyo akTMBHOCTb (30Ha remonunsa > 2 MM) NPOSBAANM KyNbTypbl S. aureus,
BblAE€/IEHHbIE M3 HOCOBbIX UcTeveHun KPC. [Jons HeremonnTuyecknx KysbTyp cocTaBuna B cpegHem 21,5 %.

Cpean BblAeNeHHbIX CTauIOKOKKOB npeobnafanu KynbTypbl C XENTbIM nurMeHToMm (53-75 %),
nocpaBHeHno ¢ 6enbiMm (1-17 %) M NPOMEXYTOYHbIM - KPeMOBbIM (25-38 %). Mo [aHHbIM Hay4HbIX
nccnefoBaHuii XXENTo-opaHXeBbli MUIMEHT GONbLIMHCTBA K/IMHUYECKUX W30MSTOB 30/10TUCTOro craduno-
KOKKa CBfi3aH C [MOBbIWEHHOW 6akTepuanbHOW BbDKMBAEMOCTbIO B He6/1aronpuaTHbIX YC/IOBUSAX U
NOBLILUEHHOW NATOreHHOCTbI CTa(PUIOKOKKOB, TakK kak AeduunTHble Mo KapoTuHouAam Ky/abTypbl TEpsloT
YCTONYMBOCTb K OKACNTE/IbHOMY B3pbIBY HeliTpodhuios [13, c.66].

NleunTnHa3Has akTMBHOCTb Oblna OOHapyXeHa y BCeX BblfeNeHHbIX KynbTyp. Haubonee BblpaxeHa
neymTMHa3HaaA aKTUBHOCTb Y CTa(PM/IOKOKKOB HOCOBOW MOAOCTU. BOMBWWHCTBO Ky/bTyp, BblAESEHHbIX Y3
ncnpaxHeHuii (69 %), npossnanu AHKa3Hyl akTVBHOCTb. HammeHblumnii npoueHT AHKasa+ kynbTyp 6bii
cpeav BblaeneHHbIx u3 3esa (16 %).

PUOPUHONUTUYECKOW W XenaTWHa3HOW akKTUBHOCTbIO obnajana NpUMEpPHO MOJI0BUHA BblAENeHHbIX
KynbTyp. Bce BblAeneHHble Ky/bTypbl CTaU/IOKOKKOB MMenu TuUnu4yHble Ans Hux ceolictBa. Hawubonee
BblpaXeHbl (DaKTOpbl NaTOreHHOCTM y S. aureus.

Cneaywouwuym 3Tanom cCpaBHUTENbHOW OLEHKM OGUOSIOrMYEeCKUX CBOWCTB BblAE/IEHHbLIX KyNbTyp Obl10
onpejeneHne 4YyBCTBUTENbHOCTU K aHTMGaKTepuasibHbIM npenapartaM BblAe/IeHHbIX WTaMMOB W onpepje-
neHve npoduns pesncTeHTHOCTU. Mpoduib Pe3UCTEHTHOCTU 6GakTepuasnbHOW KynbTypbl OTpaxaeT Habop
NPUOBPETEHHbIX TEHOB PE3NCTEHTHOCTM KOHKPETHOW KNoHanbHOW nonynauun. WccneposaHue npoduneit
PE3UCTEHTHOCTM LLeHHO Npv onpegeneHnn cybnonynauuii 6aktepuin u B npakTuke MHEEKLMOHHOTO KOHTPO/IA
npv onpejesieHnn MexaHu3mMmoB Pe3nUCTEHTHOCTM.

Mpogousib  pe3nCTEHTHOCTM LWITaMma BbiCTpauBasM BPYYHYH) MO pesynbTataMm UWHTepnpeTauum
AvnameTpoB 30H Nnofas/ieHns pocTa.

AHTUONOTUKOPE3UCTEHTHOCTbL caflbMoHeNn. Mccnegosannsa aHTUOMOTUKOPESUCTEHTHOCTU NPOBEAEHbI
y 52-x BblfefieHHbIX U30NATOB casibMoHesn1. CnekTp onpejesieHUss coCTaBnAN no 60MbWNHCTBY U30/ATOB
He MeHee 10 aHTMOMOTWMKOB pas/INUHbIX apMakosiorMyeckmx rpynn. Mbl OCTaHOBWUAW CBOW BbIGOp Ha
npenapaTtax, KoTopble SABAAKTCA MNpeAcTaBUTENIAMU OCHOBHbIX Tpynn aHTMOMOTMKOB Haubonee yacto
NCNosb3yeMblX B BETEPUHAPHONW MpakTuKe, a Takke B NPOMbILLIEHHOM NTULEBOACTBE M XXUBOTHOBOACTBE.

[nsa TecTupoBaHUA BblAENEHHbIX KyNbTyp CanbMOHEsN/ W CTatUNOKOKKOB NPUMEHANN crnegyolme
rpynnel npenaparos:

- beTa-nakTamMHble aHTUOUOTUKM (MEHULMAANH, aMNULUNH);
- TeTpauuknuHbl (LOKCULMKINH);

- Makponugb! (TMNO3nH);

- ®TOPXMHOMOHBI (3HpPOdNOKCALMNH);

- AMUHOrIMKO3nabl (CTPENTOMULMH, KAHAMULMH, HEOMULWH);
- XnopaMeHukon (N1eBoMULLETUH);

Pe3ynbTaTbl M3y4eHUSs aHTUOUOTUKOYYBCTBUTEbHOCTW, W30/MPOBAHHbLIX LUITAMMOB CasibMOHEN, K
aHTMbMoTMKaM npefcTasBfieHbl B Tabnvue 5.
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Tabnnua 5 - T(lpopuib pe3ncTteHTHOCTM wWwTammoB Salmonella k aHTU6MoTUKam, (P
naonrtaunnnt!. U —uv/OMMOUTUMLuanTu\

AHTUBNOTUKMN Salmonella
[pynna MpenapaTsbl twnhim enteritidis dubin choleras abortus galinarum
urium suis egui puiiorum
(3-nakTambl 6eH3unnneHn- p P P P P P
LUWANIUH
aMnuUUUAINH p P P P P
Makponuabl TUNO3WH p P X ) P y Y
AMVIHOITIMKO-  CTPENTOM UUMH r - y
i 31abl KaHaMMWLMH r r r y vt Y
HEOMULWH P y Y l|>
Xnopamde- NeBOMULETUH p P Cl:] - p P P
HMKON
TeTpaunkInHbl TeTpauukInH p P p p P P
[OKCULMKNWH y P

T

p p = I I I
PTOPXMHONOHBLI  3HPOKIOK- Yy Y Y P
cauuH TTTX

M3 nonyyYeHHbIX pe3ynbLTaToB cnefyet, YTo HeT HM ofHoro wramma Salmonella, 4yBCTBUTE/IbHOIO KO
3CeM TeCTUpPOBaHHbIM aHTUBMOTUKAM, Kak W HeT LTamMma, Pe3UCTEeHTHOro KO BCeM aHTuMbuoTukam. Bce
WTaMMbl, HafesieHHble MHOXEeCTBEHHOl YCTOWYMBOCTbIO (NOSIMPE3UCTEHTHOCTL) K aHTubuotukam (5 wu
6onee), NnpuHagnexasnn B OCHOBHOM K cepoTunam S. Typhimurium un S. Enteritidis.

B Tabnuue 4 un Ha pucyHke 1 npeacTaBsieHbl pe3ynbTaTtbl TeCTUPOBAHWSA PE3UCTEHTHOCTU
nccnefoBaHHbIX WTaMmoB Salmonella kK naHenn aHTUBMOTUKOB.

Pe3ynbTatbl uccnefoBaHuii Ha YyBCTBUTENbHOCTb U PE3UCTEHTHOCTb BbISIB/IEHHLIX MUKPOOPraHn3moB
< aHTMOMOTMKaM nokasasnau, YTO BCe LITaMMbl Ca/lbMOHES, He3aBUCMMO OT MCTOYHMKA BblAeNeHus, Obln
100%-HO pe3nCTEeHTHbIMU K (3-nakTaMHbIM aHTUOMOTUKaM: NEeHULUANNHY U aMULUAANHY

M3 aHTMOMOTMKOB TeTpauuknmHoBoro psga 100%-Hasd pe3UCTEHTHOCTb LITAMMOB MNpOsABAANAachb K
-eTpaumnKnuHy, a K AOKCULMKANHY Oblin pe3ncTeHTHbl nuwb 50% wTammoBs: S. Enteritidis, S. Dublin u S.
Cholerae suis.

K neBOMULETUHY PE3UCTEHTHOCTb MPOABNAAM 83% uccnenoBaHHbIX WTAMMOB, YYBCTBUTENIbHbIMU K
aHTUBUOTKKY 6bISIN canbMOHeN bl WTamma S. Dublin.

M3 rpynnbl aMWHOIMMKO3MAOB, a WMEHHO K KaHaMULUMWHY, Pe3UCTEeHTHOCTb npossasnack y 50%
wramMmmoB (S. Typhimurium, S. Enteritidis u S. Dublin), k ctpenTomuunHy 33%, a kK HeoMmuunHy 17% pesuc-
TEHTHbIX WTamMoB S. Dublin, cOOTBETCTBEHHO 4YYBCTBUTENIbHLIMW K aHTMbMOTMKam 6Obian 83% LwWwTamma
casibMOHeN .

BbICOKYI0 4YyBCTBUTE/NIbHOCTb NPOSIBU/IM TECTUPOBAHHbIE LUTaMMbl CasibMOHENN K PTOPXUHOMNOHAM,
_.e. K aHpodpsiokcaunHy - 80% [14, c¢.35]. MonyyeHHble Hamu pe3ynbTaTbl COIacylTCA C nuTepaTypHbIMU
WCTOYHMKAMW, COFaCHO KOTOPbIM (OTOPXMHOJIOHbI B HaMMEHbLUeA CTeneHn Crnoco6CTBYHOT cenekuun
..ctonumBoctn [15, c¢.37]. Takke, 60% canbMOHeNN MNPOABUM YYBCTBUTE/NILHOCTb K Makposmaam,
-enocpeAcTBEHHO KTUMNO3UHY.

CnepyeTt OTMETUTb, MPOMEXYTOYHO PE3UCTEHTHLIX LUTAMM CaslbMOHE/1/1 He MPOSBASANOCS.
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PucyHOK 1 - XapakTepucTumKa nccnegoBaHHbIX WiTammoB Salmonella HA MHOXeCTBEHHYIO
YCTOMYNBOCTb K aHTUOBUOTUKAM
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Takum 06pa3omM, MNoNyyYeHHble pe3ynbTaTbl CBUAETENLCTBYIOT O TOM, 4YTO BbiCOKas YCTONYMBOCTb
KyNnbTyp casibMOHes/1 MposiBASeTCA K npenapaTtam rpynnbl NEHULWMASNHOB (aMOULUANUH WU GEeH3UINEeHN-
unnanMH - 100%), k TeTpaymknuHam (TeTpaunknnd - 100%, gokcnumknumH - 50%), neBomuueTnHy - 83%. K
aHTMObMOTMKaM U3 rpynnbl aMUHOI/IMKO3MAOB 1 NOKONEHUS K KaHaMULUUHY - 50%.

B uccnegoBaHHO naHenu aHTMOMOTMKOB Haubonee addekTuBHbl 3HpodhnokcaunH {hTopxu-
HOMOHbI), HEOMULUH (AMUHOTANKO3MAbI), N TUM03UH (MaKoMMAbl), B MEHbLUEN CTENEHN - CTPENTOMULNH.

AHTUOBMOTUKOPE3NCTEHTHOCTL CTaUIOKOKKOB Staphylococcus aureus siBAseTcsa OAHUM U3 CaMbIX
CNMOXHbIX BO36yauTeneli pas/inyHbiX YrpoXarLWmX XU3HU MHOEKUUA M3-3a ero BbICOKON BUPYMEHTHOCTU W”
CNOCOBHOCTMN afanTUpPOBaTbCA K U3MEHSIOLWMMCS YCI0BUAM OKpYXaloled cpefbl, B YACTHOCTU K AelCTBUIO
aHTUMWKPOOHLIX NpenapaTos.

Pe3ynbTatbl U3y4eHUs aHTUOMOTUKOPE3UCTEHTHOCTU, WM30/IMPOBAHHbLIX LWTAMMOB CTa(UIOKOKKOB, K
aHTMbakTepumasibHbIM NpenaparaMm npeacTaBneHbl B Tabaunue 6 1 pucyHok 2.

Ta6bnuua 6 - AHTUGMOTUKOPE3UCTEHTHOCTb M30/INPOBAHHbLIX LWTAMMOB CTaddUIOKOKKOB (P -
[0NS Pe3NCTEHTHbIX KyNbTyp (%), M- npomMexyTouHble, Y - 4yBCTBUTESIbHbIE)

Mpynna Mpenapatbl S. aureus, % S. saprophyticus,%
aHTNBNOTUNKOB P Y M P Y n
(3-naktambl 6EH3UNNEHNLNITINH 81 19 - 85 - 15
aMnNUUUINnH 75 25 . 83 - 18
Maxkponuabl TUNO3UH 50 37 13 - 92 8
AMWHOTIINKO3NAbI CTPENTOMULUH 30 70 - 50 50 -
KaHaMM1LMH 28 60 12 28 72
HEOMULMH - 85 15 - 87 13
XnopamdgeHukon NeBoOMULETUH 63 37 - 63 37
TeTpaunKknuHebl TeTpauukanH - 100 - 5 85 10
LOKCULIMKINH - 100 - - 90 10
PTOPXMHONOHBI SHpod)IoKCaLUMH - 100 - - 100

Bce BblgeneHHble KynbTypbl S. aureus He3aBMCUMMO OT MCTOYHMKA BblgeneHns nposasunm 100 %-Hyio
YyBCTBUTE/IbHOCTb K TeTpauukanHam (TeTpauuknuHy WU AOKCULMUKAUHY) U DTOPXUHONOHY (3HpONOoK-
caumHy), 85% K HeoMuuUuHy, 70% K CTPENTOMULUHY.

120

PucyHok 2 - Mpodunb pe3ncTteHTHOCTU KynbTyp Staphylococcus spp.

Bonee 63 % KynbTyp NPOSABM/M PE3UCTEHTHOCTb K sieBoMULETUHY, 81% k amnuunnavHy, (b%
6eH3nnneHnumMNAnHy n 50% K TUN03nHY.

LWtammb! 5. 3apropbylicua nposaBasaAn NOAMpPe3nCTeHTHOCTb K 6 n3 HOTecTupyemMbiM aHTUOUOTUKaM:
YCTOMUYMBOCTb K HUM B nopsigke Bo3pacTaHWs cocTasnsna: 5% - TeTpauukiunH, 28% - kaHamuuuH n 50% -
CTpenToMUUnH, 63% - NeBOMULETUH,83% aMnuuuAanH, 85% 6eH3NANEHNLNTINH.

B cBolo ouepefdb, & BapropbyHcu3 nposiBUIM BbICOKYH) YYBCTBUTE/IbHOCTb K CNeAyloWwuUM aHTu-
6uotnkam: aHpodpriokcaymH (100%), TMno3nH (92%), gokcuumknuH (90%), HeoMuumH (87%), TeTpauuKInH
(8b%), 1 kaHamununH (72%).
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3aknwyeHne

Takum 06pa3oM, OblM BblAeNeHbl U UAEHTU(ULMPOBaHbI 52 n30nsaTa casibMOHEN, U3 HuX - S
Typhimurium - 18, S. Enteritidis- 22, S. Choleraesuis- 5, S. Dublin -2, S.Abortusegui - 5; n 16 nsonaTtos
cTtachmnnokokkoB, B TOM yucrne S. aureus - 9, S. saprophyticus- 7.

MpakTuyeckn Bce KynbTypbl S, aureus u S.  saprophyticus 6blM  YyBCTBUTE/IbHBI K
aHTnbakTeprasbHbIM MpenapartamM, 3a WCKIYEHWEM OGEH3WINEHUUUANMHA W aMNULWAINHA K KOTOPbIM
YyBCTBUTENILHOCTb HE MPOSABAAMM U30/1ATbl  CanpogIUTHOrO CcTadduIoOKoKKa. Pe3ucTeHTHOCTb Gaktepuu
NPOSABASANN K aMIUUNANINHY N 6EH3UINEHULUANINHY, IEBOMULETUHY, CTPENTOMULUHY U KAHAMULMHY.

B uenom BbisiB/ieHa BbICOKas PE3UCTEHTHOCTb KynbTyp cepoTtuna S. Typhimurium n S.Enteritidis k
75% aHTUMUKPOOHLIM Mpenaparam, UCMoNb3yemMbliM MpU TecTUpoBaHuM (YCTONMYMBOCTb cocTasnsna 40% wu
6onee) u S. aureus k 60% aHTUOMOTUKOB.
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JaTb CaHUTAPHYI0 OLEHKYy. [MOCKOMbKY 3arpsi3HeHMe MNULLEBLIX NPOAYKTOB TSHKeNbIMU MeTannamu

HeraTWBHO CKa3blBaeTCs Ha 3[0POBbE Ye/I0BEKA, MOBbIWAETCS 3HAUMMOCTb BeTepnHapHO-CaHUT apHOii

9KCMepPTU3bl U KOHTPONS 3arps3HeHHON NuLLeBoi NpoayKumMu, B CBA3W C 3TUM NPUHSTUS COOTBETCT-

BYIOLLMX Mep K Heil. B gaHHOl cTaTbe paccMOTpPeHbl PU3NKO - XMMUYECKMe NoKasaTenu v nokasaTesnu
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