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РЕЗЮМЕ
Представлены данные о фенотипической и генотипической характеристике антибиотикорезистентности клинических изолятов Escherichia coli, выделен-
ных из микробных биотопов (секрет молочной железы, цервикальные смывы) крупного рогатого скота. Исследовано 127 изолятов кишечной палочки, 
в том числе 44 – из секрета молочной железы, 83 – из цервикальных смывов. Антибиотикорезистентность культур изучали диско-диффузионным 
методом, минимальные ингибирующие концентрации антибактериальных препаратов определяли методом серийных разведений, гены резистентности 
детектировали с помощью полимеразной цепной реакции. В результате исследований показано широкое распространение изолятов микроорганизмов 
с фенотипом резистентности к ансамицинам (рифампицину), полусинтетическим пенициллинам (ампициллину и амоксициллину), тетрациклинам (док-
сициклину). Меньший уровень устойчивости изоляты проявляли к макролидам (азитромицину), амфениколам (левомицетину) и аминогликозидам 
(тобрамицину). Установлено, что клинические изоляты Escherichia coli чувствительны к цефалоспоринам III поколения и противомикробным средствам из 
группы фторхинолонов. Однако регистрация у 28,46% культур промежуточной резистентности к цефалоспоринам III поколения и выявление гена blaDHA, 
ассоциированного с развитием устойчивости к данной группе препаратов в 49,02% образцов ДНК эшерихий, изолированных из секрета молочной желе-
зы, не позволяют рекомендовать их в качестве препаратов выбора. Отсутствие гена VIM, кодирующего продукцию карбапенемаз в ДНК у выделенных 
изолятов, и низкий уровень фенотипической устойчивости (10,22% изолятов из цервикальных смывов) может служить одной из предпосылок для 
рекомендации использования карбапенемов 1-го ряда в качестве препаратов выбора для терапии заболеваний животных, ассоциированных с Escherichia 
coli, наряду со фторхинолонами, однако только в качестве препаратов резерва. Установлено, что выделенные изоляты Escherichia coli демонстрировали 
большую чувствительность к комбинированным противомикробным лекарственным средствам в сравнении с монопрепаратами.
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ВВЕДЕНИЕ
Escherichia coli является наиболее распространен-

ным грамотрицательным бактериальным патогеном, 
представляющим как клиническую, так и эпидемиоло-
гическую проблему, вызывает ряд инфекционно-вос-
палительных заболеваний у животных [1–3].

В настоящее время нарушение схем и протоколов 
антимикробной химиотерапии в  животноводстве 
создает условия для формирования резервуара рези-
стентных штаммов E. coli в организме животных, кото-
рые способны передаваться человеку, в том числе че-
рез пищевые продукты и объекты, контаминированные 
устойчивыми к антимикробным препаратам бактерия-
ми, что представляет собой серьезную эпидемиологи-
ческую угрозу [3–7].

Устойчивость изолятов кишечной палочки к анти-
бактериальным препаратам обусловлена как природ-
ной резистентностью микроорганизма к  основным 
клинически значимым антимикробным веществам, так 
и реализацией генетически детерминированных моле-
кулярных механизмов устойчивости и вирулентности, 
приобретенных главным образом за счет горизонталь-
ного переноса кодирующих их носителей генетической 
информации [8–11]. Внехромосомные факторы создают 
основу формирования резистентности быстрого типа, 
которая способна реализоваться в течение 1−2 лет [12].

Данные мониторинга антимикробной резистент-
ности (АМР) клинических изолятов E. coli, выделенных 
от животных на территории Российской Федерации, 

неполные и различаются локально в зависимости от 
региона и периода исследований [13–15].

При этом для проведения рациональной антибакте-
риальной терапии у сельскохозяйственных животных 
необходимо изучение устойчивости кишечной палочки 
к антимикробным препаратам.

В связи с вышеизложенным целью данной работы 
явилось изучение фенотипической и генотипической 
антибиотикорезистентности клинических изолятов 
E. coli, выделенных от крупного рогатого скота на тер-
ритории Уральского региона.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые образцы. Независимо полученные изо-

ляты E. coli (n = 127) были выделены в период с 2016 
по 2021 г. из клинических материалов от крупного рога-
того скота животноводческих организаций Уральского 
региона.

Питательные среды или реактивы. В работе при-
меняли дифференциально-диагностические питатель-
ные среды: среду Эндо, среду Левина, среду с сорбитом, 
мясопептонный агар (МПА), кровяной агар, агар Манка, 
среду Олькеницкого, среду Симмонса (ФБУН ГНЦ ПМБ, 
Россия). Биохимические свойства бактериальных куль-
тур определяли с помощью набора реагентов «Пласти-
ны биохимические, дифференцирующие энтеробакте-
рии (ПБДЭ)» (ООО «НПО «Диагностические системы», 
Россия) согласно инструкциям производителя.
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SUMMARY
The article presents data on the phenotypic and genotypic characteristics of antimicriobial resistance in Escherichia coli clinical isolates recovered from bovine mi-
crobiota (secretions from mammary glands, cervical swabs). 127 Escherichia coli isolates were studied, i.e. 44 from mammary glands secretions and 83 from cervical 
swabs. Disk diffusion method was used to study antimicrobial resistance of the cultures; minimum inhibitory concentrations of antimicrobials were determined in 
a serial dilution method; resistance genes were detected by polymerase chain reaction. The carried out research demonstrates a wide distribution of the isolates 
belonging to the phenotype resistant to ansamycins (rifampicin), semi-synthetic penicillins (ampicillin and amoxicillin), tetracyclines (doxycycline). The isolates 
showed a lower level of resistance to macrolides (azithromycin), amphenicols (levomycetin) and aminoglycosides (tobramycin). It was found that Escherichia coli 
clinical isolates are sensitive to third-generation cephalosporins and fluoroquinolone antimicrobials. However, since 28.46% of cultures demonstrate intermediate 
resistance to third-generation cephalosporins and 49.02% of Escherichia coli DNA samples isolated from mammal gland secretions had blaDHA gene associated with 
resistance to this group of antimicrobials, these antimicrobials could be hardly recommended as antibiotics of choice. Absence of VIM carbapenemase-encoding gene 
in the DNA of the recovered isolates and a low level of phenotypic resistance (10.22% of isolates from cervical swabs) can be one of the reasons for recommending 
first-line carbapenems as antibiotics of choice to treat animal diseases associated with Escherichia coli, along with fluoroquinolones as reserve antimicrobials. It 
was found that the recovered Escherichia coli isolates are more sensitive to combination antibiotics than to mono-antibiotics.

Keywords: phenotypic and genetic resistance, Escherichia coli, isolates, genetic markers, microbiota, gram-negative bacteria, extended-spectrum β-lactamases, 
antibiotics
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Микробиологические исследования проводили в со-
ответствии с «Методическими указаниями по бактерио-
логической диагностике колибактериоза (эшерихиоза) 
животных», утвержденными Минсельхозом России 
27 июля 2000 г № 13-7-2/2117 [16].

У выделенных культур E.  coli изучали биохимиче-
ские свойства: образование уреазы, β-D-галактозидазы, 
β-глюкозидазы, фосфатазы, лизиндекарбоксилазы, ор-
нитиндекарбоксилазы, аргининдегидролазы, нитрит-
редуктазы, сероводорода, индола, ацетоина (ацетил-
метилкарбинола); ферментацию глюкозы, сахарозы, 
маннита, трегалозы, лактозы, маннозы, ксилозы, ри-
бозы, целлобиозы, малоната, цитрата, цитрата на-
трия с  глюкозой, инозитола, сорбитола, арабинозы, 
 мальтозы.

Учет результатов биохимических реакций проводи-
ли визуально. Выделенные культуры идентифицирова-
ли по определителю бактерий Берджи1.

Фенотип резистентности выделенных изолятов 
к 15 антимикробным препаратам  (АМП) из 10 групп 
(ансамицины, тетрациклины, цефалоспорины III поко-
ления, пенициллины, макролиды, фторхинолоны II по-
коления, амфениколы, аминогликозиды, гликопептиды, 
карбапенемы) определяли диско-диффузионным ме-
тодом в соответствии с МУК 4.2.1890-04 «Определение 
чувствительности микроорганизмов к  антибактери-
альным препаратам» [17]. В работе использовали стан-
дартные коммерческие диски (ООО «НИЦФ», Россия) 
с  известным содержанием действующего вещества: 
меропенем – 10 мкг, ципрофлоксацин – 5 мкг, рифам-
пицин – 5 мкг, офлоксацин – 5 мкг, ампициллин – 10 мкг, 
амоксициллин – 20 мкг, левомицетин – 30 мкг, докси-
циклин  – 30  мкг, цефтриаксон  – 30  мкг, энрофлокса-
цин – 5 мкг, тетрациклин – 30 мкг, азитромицин – 15 мкг, 
ванкомицин – 30 мкг, гентамицин – 120 мкг, тобрами-
цин − 10 мкг. Интерпретацию результатов осуществля-
ли с учетом рекомендаций Европейского комитета по 
определению чувствительности к антимикробным пре-
паратам [18].

Определение минимальных ингибирующих концен-
траций (МИК) антибактериальных препаратов, в том 
числе комплексных лекарственных средств, предна-
значенных для лечения воспалительных заболеваний 
молочной железы и  органов репродуктивной систе-
мы (для изолятов, выделенных из секрета молочной 
железы и цервикальных смывов животных), проводили 
методом серийных разведений с добавлением бакте-
риальной суспензии, содержащей 107 бактерий в 1 мл. 
В качестве контроля чистоты роста культур использо-
вали бульон и взвесь бактерий без антибиотика, для 
контроля стерильности среды – бульон с антибиоти-
ком без культуры. Посевы инкубировали в термостате 
в течение 24 ч [17].

Молекулярно-генетические исследования с помо-
щью полимеразной цепной реакции (ПЦР) проводили 
в соответствии с инструкциями к коммерческим тест-
системам. В работе использовали набор для выделе-
ния  ДНК Diatom  DNA  Prep  200 (ООО  «Лаборатория 
Изоген», Россия). Генетические детерминанты рези-
стентности к АМП выявляли в ПЦР с использованием 
наборов реагентов компании ООО «НПФ «Литех» (Рос-

1 Определитель бактерий Берджи: в 2-х томах. Т. 1. Под ред. Дж. Хоул-
та, Н. Крига, П. Снита, Дж. Стейли, С. Уилльямса. 9-е изд. М.: Мир; 1997. 
432 с.

сия). Определяли ген blaDHA, кодирующий плазмидоо-
посредованную β-лактамазу AmpC и обуславливающий 
резистентность бактерий семейства Enterobacteriaceae 
к защищенным пенициллинам и цефалоспоринам ши-
рокого спектра действия [16, 17, 19, 20]; ген CTX-M, ко-
дирующий β-лактамазы расширенного спектра, моби-
лизованный подвижными генетическими элементами 
(транспозонами, интегронами, IS-элементами) и опос-
редующий формирование мультирезистентности; 
ген VIM, расположенный на неконъюгативной плазми-
де, включающей интегрон 1-го класса и обуславливаю-
щий продуцирование карбапенемаз. ПЦР проводили 
в режиме реального времени с применением анализа-
тора Applied Biosystems QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher 
Scientific Inc., США).

При статистической обработке данных использо-
вали стандартный пакет Microsoft Excel 2010 и методы 
описательной статистики: проценты, частоты, частот-
ное распределение и т. д.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Определение АМР изолятов E. coli диско-диффу-

зионным методом. Результаты изучения антибиоти-
корезистентности 127 изолятов E. coli, выделенных из 
биологического материала от коров, представлены на 
рисунке. 

Профиль АМР изолятов E.  coli, выделенных из се-
крета молочной железы, характеризовался высокими 
показателями устойчивости  (54,54%) к  группе пени-
циллинов, при этом к  ампициллину были резистент-
ными 49,99% культур, а к амоксициллину – 4,55%. Ре-
зистентностью к рифампицину и группе тетрациклинов 
обладали 47,72 и 45,46% изолятов кишечной палочки 
соответственно. К группе амфениколов (левомицетин) 
невосприимчивыми оказались 15,91% культур кишеч-
ной палочки. У 11,36% изолятов выявлена резистент-
ность к аминогликозидам (тобрамицин). Минимальное 
количество резистентных изолятов кишечной палочки 
выявлено в  отношении антимикробных препаратов 
следующих групп: фторхинолоны II  поколения (ци-
профлоксацин  – 2,27%, энрофлоксацин  – 4,55%, оф-
локсацин – 6,82%), макролиды (азитромицин – 4,55%), 
цефалоспорины III поколения (цефтриаксон − 6,82%).

Установлено, что 31,81% изолятов кишечной палоч-
ки, выделенных из секрета молочной железы коров, 
показали промежуточную резистентность к тобрами-
цину, относящемуся к группе аминогликозидов. К лево-
мицетину промежуточной резистентностью обладали 
29,55% выделенных культур E. coli, к ципрофлоксацину 
и цефтриаксону – 22,73% изолятов кишечной палочки. 
К представителям групп тетрациклинов (доксициклин) 
и фторхинолонов II поколения (энрофлоксацин) про-
межуточная резистентность была выявлена у 15,91% 
изолятов.

Среди изолятов E. coli, выделенных из цервикальных 
смывов от коров, преобладали фенотипы, устойчивые 
к  антимикробным препаратам из группы пеницил-
линов: к ампициллину и амоксициллину были невос-
приимчивы 42,17 и 36,15% культур. У 53,01% изолятов 
обнаружена устойчивость к рифампицину − основному 
представителю группы ансамицинов. К доксициклину 
устойчивыми оказались 25,30% изолятов кишечной 
палочки, а  к  тетрациклину  – 7,23%. Минимальное 
количество изолятов E. coli было резистентным к це-
фалоспоринам III поколения (3,61%) и аминогликози-
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цефтибутену, цефтазидиму, цефиксиму, цефподоксиму, 
цефодизиму, цефетамету), выявлен в  49,02% образ-
цов ДНК E. coli, изолированной из секрета молочной 
железы. Ген VIM, кодирующий продукцию карбапене-
маз и обуславливающий устойчивость к карбапенемам 
1-го ряда (меропенем, имипенем, дорипенем), не был 
детектирован ни в одной из ДНК E. coli.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ фенотипических и  генотипических харак-

теристик 127  клинических изолятов E.  coli показал 
превалирование культур микроорганизмов  (64,5%), 
резистентных к ансамицинам, полусинтетическим пе-
нициллинам, тетрациклинам (доксициклину).

Наибольшую активность в  отношении кишечной 
палочки проявляли фторхинолоны, которые могут 
быть рекомендованы для лечения заболеваний ре-
продуктивной системы коров, обусловленных дан-
ным возбудителем. Клинические изоляты эшерихий 
были чувствительны к цефалоспоринам III поколения. 
Однако присутствие в этой группе микроорганизмов 
28,46% изолятов с промежуточной резистентностью 
и выявление гена blaDHA в 49,02% образцов ДНК E. coli 
не позволяет рекомендовать данные препараты для 
проведения антимикробной терапии в отношении ин-
фекций, вызванных кишечной палочкой [21].

В результате проведенных исследований установле-
на высокая устойчивость к карбапенемам (10,22%), что 
является неблагоприятным прогностическим призна-
ком, подтверждающим общую эпидемиологическую 
тенденцию к распространению резистентных к этим 
антимикробным средствам культур микроорганизмов. 
Необходимо подчеркнуть, что карбапенемы применя-
ются в медицине только в качестве антибактериальных 
препаратов резерва [22]. Отсутствие детекции гена VIM 
не исключает наличия других генов, кодирующих про-
дукцию карбапенемаз.

дам, а именно к гентамицину (2,41%). К представителю 
группы цефалоспоринов III поколения – цефтриаксону – 
промежуточная резистентность установлена у 32,53% 
изолятов. В  отношении 30,65% изолятов выявлена 
промежуточная устойчивость к группе карбапенемов. 
К левомицетину промежуточной резистентностью об-
ладали 27,02% культур E. coli. К представителям группы 
фторхинолонов II поколения, а именно ципрофлокса-
цину, офлоксацину и энрофлоксацину, промежуточная 
устойчивость выявлена у 16,87; 22,8 и 16,87% изолятов 
соответственно.

Результаты изучения АМР 127 изолятов E. coli показа-
ли, что многие из них обладают полирезистентностью: 
64,5% изученных культур устойчивы к четырем клас-
сам АМП, 54,33% − к пяти классам. Мультирезистент-
ными, характеризующимися устойчивостью к шести 
классам АМП, были 16,6% изолятов бактерий.

Определение МИК антибактериальных препара-
тов коммерческого производства. Наибольшей ре-
зистентностью изоляты E. coli, выделенные из секрета 
молочной железы коров, обладали к лекарственным 
средствам, в состав которых входит действующее ве-
щество клоксациллин (группа пенициллинов) − 13,64%. 
Комбинированные антибактериальные препараты на 
основе клоксациллина были наиболее активны в отно-
шении E. coli. Так, при совместном использовании АМП 
клоксациллин + бензатин и клоксациллин + неомицин, 
сульфат + дексаметазон + трипсин устойчивость реги-
стрировали только у 6,82% изолятов, при комбинации 
клоксациллин + ампициллин + бензатиновая кислота − 
у 2,27% изолятов. У 6,81% культур кишечной палочки 
обнаружена резистентность к  препаратам цефало-
споринового ряда I поколения на основе цефалония 
и  цефапирина. Наименьшая устойчивость выявлена 
к комбинированным препаратам из групп тетрацикли-
нов (2,27%) и аминогликозидов (1,30%). К антимикроб-
ным средствам групп цефалоспоринов II и III поколения 
промежуточную резистентность имели 4,34 и  4,55% 
изолятов соответственно.

Культуры E. coli, выделенные из цервикальных смы-
вов от коров, наибольшую резистентность демонстри-
ровали к  лекарственным средствам на основе син-
тетического противогрибкового средства из группы 
производных имидазола  − 12,05%. К  коммерческим 
препаратам, содержащим вещества из групп макроли-
дов и ансамицинов, устойчивыми были соответственно 
6,02 и 8,40% изолятов. К полипептидному антибиоти-
ку на основе колистина сульфата и тилозина тартрата 
промежуточной резистентностью обладали 4,82% изо-
лятов. В отношении 4,80% изолятов установлена про-
межуточная устойчивость к препарату на основе хлор-
тетрациклина гидрохлорида.

Детекция генетических детерминант резистент-
ности у изолятов E. coli. При молекулярно-генетиче-
ских исследованиях ген CTX-M, обуславливающий ре-
зистентность бактерий семейства  Enterobacteriaceae 
к  фторхинолонам и  цефалоспоринам I  поколения 
(цефазолин), был обнаружен в специфических участ-
ках ДНК E. coli в 9,56% случаев, при этом 6,95% культур 
выделены из секрета молочной железы и 2,61% изо-
лированы из цервикальных смывов. Ген blaDHA, опре-
деляющий устойчивость к защищенным пенициллинам 
(ампициллину, амоксициллину, тикарциллину, пипера-
циллину, тазобактаму) и  цефалоспоринам III и  IV  по-
коления (цефотаксиму, цефоперазону, цефтриаксону, 
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 Рис. Профиль антибиотикорезистентности клинических 
изолятов Escherichia coli, выделенных от крупного рогатого 
скота (%)

Fig. ARM profile of Escherichia coli clinical isolates recovered 
from cattle (%) 
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В целом тенденция к формированию устойчивости 
к карбапенемам и цефалоспоринам III поколения яв-
ляется маркером полирезистентности бактерий семей-
ства Enterobacteriaceae [23].

У выделенных изолятов установлена чувствитель-
ность к  антибактериальным средствам в  составе 
комплексных лекарственных препаратов. Однако их 
широкое применение несет риск формирования пере-
крестной резистентности к АМП из разных групп и раз-
вития полирезистентности.

Результаты изучения фенотипической и генотипи-
ческой антибиотикорезистентности клинических изо-
лятов E. coli, выделенных от крупного рогатого скота на 
территории Уральского региона, имеют важное значе-
ние в  системном подходе к  рациональной фармако-
терапии, контроле и сдерживании распространения 
устойчивости к антибиотикам в животноводстве.
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