
Проблемы здоровья и экологии 144

форм ЯБ, роль хирургии в решении пробле-
мы объективно возрастает. Будет гораздо 
лучше, если основную нагрузку в этом неиз-
бежном перераспределении ролей возьмет 
на себя хирургия плановая, а не экстренная. 
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Введение 
Гомельская область на протяжении ря-

да лет занимает лидирующее положение в 
республике по заболеваемости сальмонел-
лезом. В 2004 году показатель заболевае-
мости в регионе превысил общереспубли-
канский почти в 2 раза. Наиболее неблаго-
получной территорией является город Го-
мель, на долю которого приходилось 70% 
всех случаев заболеваний сальмонеллезной 
инфекцией в регионе. Заболеваемость саль-
монеллезами в г. Гомеле в 2004 г. состави-
ла 160,6 случаев на 100 тыс. населения, за-
болеваемость в целом по республике — 
37,58 случаев на 100 тыс. [1]. Актуальной 
проблемой для Гомельской области явля-
ется циркуляция полиантибиотикорезистент-
ных штаммов S.Typhimurium, имеющих ус-
тойчивость к 5–7 антибактериальным препа-
ратам, в том числе устойчивость к цефо-
таксиму/цефалоспоринам III поколения и 
устойчивость низкого уровня к фториро-
ванным хинолонам [2]. В конце XX века во 
многих странах и регионах мира стал ак-
тивно распространяться полирезистентный фа-
готип S. Typhimurium DT104 с устойчивостью 
к пяти антибактериальным препаратам — 
ампициллину, хлорамфениколу, стрептоми-
цину, сульфонамидам и тетрациклину (R-тип 
ACSSuT). Штаммы S.Typhimurium DT104 
стали главной причиной сальмонеллезов у 
людей в Великобритании в конце 1980-х и 
затем появились во многих европейских 
странах, США, Канаде, Израиле, Турции и 
Японии в течение 1990-х [0]. В США S. 
Typhimurium с R-типом ACSSuT составил 
31% всех штаммов Typhimurium, выделен-
ных в 1999 году, и, как оценивалось, им бы-
ло вызвано около 7% сальмонеллезов [4]. 
Отсутствие системы фаготипирования кли-
нических изолятов сальмонелл на постсо-
ветском пространстве не позволяет оценить 
масштаб этой проблемы для Беларуси. 

Большая роль в контроле за вспышка-
ми сальмонеллезов принадлежит их ран-
нему выявлению с использованием адек-
ватной системы наблюдения, основанной 
на внутривидовом субтипировании изоля-
тов. В прошлом эпидемиологические рас-
следования сальмонеллезной инфекции ос-
новывались, прежде всего, на фенотипиче-
ских методах внутривидового типирование 
сальмонелл (серотипирование, биотипиро-
вание, фаготипирование), которые широко 

использовались для установления соответ-
ствия изолятов, выделенных от больных и 
из предполагаемого источника [7]. 

В 1984 году была разработана техника 
пульс-электрофореза (pulsed-field gel electro-
phoresis, PFGE). PFGE облегчает раздельное 
перемещение крупных фрагментов ДНК в 
агарозном геле путем постоянного измене-
ния направления электрического поля в 
ходе электрофореза. Небольшое количест-
во фрагментов ДНК (обычно 10–20) облег-
чает интерпретацию результатов. PFGE в 
своем основном формате (лизис бактериаль-
ных клеток для выделения неповрежденной 
хромосомной ДНК, удаление примесей, наре-
зание хромосомной ДНК соответствующими 
рестриктазами, пульс-электрофорез фрагмен-
тов ДНК и их визуализация) может быть 
применен как универсальный метод субти-
пирования многих бактерий. Было неодно-
кратно показано, что PFGE превосходит 
другие методы субтипирования сальмо-
нелл по точности и дифференцирующей 
силе. Полученные в пульс-электрофорезе 
профили рестрицированной ДНК стабиль-
ны и хорошо воспроизводимы на внутри- и 
межлабораторном уровне. Таким образом, 
PFGE является методом выбора для эпи-
демиологического типирования сальмо-
нелл в настоящее время [3, 5]. 

Цель исследования — установить сте-
пень генетического родства циркулирую-
щих в Гомельской области цефотаксим-
резистентных клонов S.Typhimurium и про-
вести сопоставление PFGE-профилей штам-
мов S.Typhimurium из Гомельского регио-
на и штаммов S.Typhimurium DT104, вы-
деленных в различных регионах мира. 

Материалы и методы 
Молекулярно-генетические исследова-

ния 35 штаммов S.Typhimurium, выделен-
ных от детей в Гомельской области, были 
проведены в лаборатории Референс-центра 
Всемирной организации здравоохранения 
по изучению антибиотикорезистентности 
энтеропатогенов (Копенгаген, Дания, руко-
водитель лаборатории — профессор Frank 
M. Aarestrup) в рамках программы WHO 
GSS — Глобальной сети наблюдения за 
возбудителями сальмонеллезов и другими 
энтеропатогенами. 

Для выделения ДНК бактериальные 
колонии суспендировали в 1 мл фосфатно-
буферного раствора, центрифугировали и по-
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вторно ресуспендировали в 100 мкл 10 mM 
Tris, 1 mM EDTA буферного раствора с pH 8.0, 
выдерживали 10 мин при температуре 95ºС. 
Для ПЦР-амиплификации использовали 2 мкл 
бактериального лизата. Для обнаружения 
генов, детерминирующих синтез БЛРС СТХ-М 
(blaCTX-M) проводили ПЦР-амплифика-
цию с использованием CTX-M-праймеров 
5’-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA-3’ и 
5’-CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3’. 

Реакционная смесь в объеме 50 мкл со-
стояла из 1хMgCl2-free буфера (Promega, 
Madison, США), 100 нг каждого из прай-
меров, 0,5 мкл Taq-полимеразы, 1 мкл сме-
си dNTP's и бидистилированной воды. После 
проведения ПЦР амплифицированная ДНК 
была очищена с использованием QIAquick 
PCR Purification Kit (Qiagen, Германия) и вы-
полнено ее секвенирование на автоматиче-
ском секвенаторе 373A (Applied Biosystems / 
Perkin Elmer, США). Для анализа данных 
использовался программный комплекс 
DNAsis (Hitachi Software Engineering Co., Ltd). 

Анализ генома был выполнен с помощью 
пульс-электрофореза макрорестрикционных 
фрагментов, полученных после обработки 
ДНК ферментами XbaI и BlnI. Пульс-
электрофорез проводился с использованием 
системы Pulsaphor Plus (Pharmacia LKB). 

Для выявления возможного клонально-
го распространения на территории Беларуси 
штамма S.Typhimurium DT104 проведено со-

поставление PFGE-типов штаммов сальмо-
нелл, выделенных в различных регионах. В 
исследование включены S.Typhimurium DT 
104 штамм 2469 (Копенгаген, Дания), 
S.Typhimurium DT 104 штамм 9724913-3 
(Германия), референтный штамм S.Typhimu-
rium DT 104 7421659-1 (США) и 8 штаммов 
S.Typhimurium, выделенных от детей в Го-
мельской области, имеющие DT104-подоб-
ные профили резистентности ACSSuT (ус-
тойчивость к ампициллину, хлорамфениколу, 
стрептомицину, сульфонамидам и тетрацик-
лину). Пульс-электрофорез макрорестрикци-
онных фрагментов ДНК отобранных штам-
мов (макрорестриктаза xbaI) выполнялся од-
номоментно в пластине 1% агарозного геля. 

Результаты и обсуждение 
Всего среди 35 исследованных штам-

мов выделено 5 PFGE-типов. Цефотаксим-
резистентные микроорганизмы относились 
к 4 из 5 PFGE-типов (PFGE I — PFGE IV), 
часть представителей каждого из этих 
PFGE- типов имели blaCTX-M-гены. 

На рис. 1 представлены PFGE-профили 
пяти выделенных PFGE-типов S.Typhimu-
rium и дендрограмма их генетического род-
ства. Цефотаксим-резистентные CTX-M-
5-продуцирующие штаммы имеют различ-
ные профили антибиотикорезистентности 
и относятся к различным PFGE-типам, 
степень гомологии ДНК которых составля-
ет 85–90%. 
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Рис. 1. PFGE-профили и дендрограмма генетического родства 
штаммов S.Typhimurium. 

 
Результаты PFGE-типирования штаммов 

S.Typhimurium, выделенных в различных ре-
гионах, представлены на рис. 2. Все отобран-
ные штаммы из Гомельского региона относи-
лись к типу PFGE I, продуцировали БЛРС 
(БЛРС СТХ М5 и СТХ М15) и имели допол-
нительную устойчивость к гентамицину, 
нетилмицину, цефотаксиму, налидиксовой 

кислоте, триметоприм/сульфаметоксозолу. 
Отмечены однотипные PFGE-профили всех 
штаммов из Гомельского региона, что сви-
детельствует об их клональном происхож-
дении. PFGE-профили этих штаммов отли-
чались от профилей контрольных штаммов 
S.Typhimurium DT104 (уровень гомологии 
ДНК 90%). 
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Рис. 2. PFGE-профили S.Typhimurium, выделенных в различных регионах: 

М — λ-маркер; В – S.Branderup; R — S.Typhimurium DT 104 референтный штамм 7421659-1; 
1–8 — штаммы S.Typhimurium, выделенные от детей раннего возраста в Гомельской области; 

9 — S.Typhimurium DT 104 штамм 2469 (Дания); 10 — S.Typhimurium DT 104 штамм 
9724913-3 (Германия). 

 
 
Заключение 
Пульс-электрофорез макрорестрикци-

онных фрагментов ДНК S.Typhimurium по-
зволил выявить 5 PFGE-типов. Цефотак-
сим-резистентные микроорганизмы отно-
сились к 4 из 5 PFGE-типов (PFGE I — 
PFGE IV). Обнаружена высокая степень 
гомологии ДНК цефотаксим-резистентных 
клонов S.Typhimurium (85–90%). 

Выделенные в Гомельской области по-
лирезистентные штаммы S.Typhimurium с 
R-типом ACSSuT и дополнительной ус-
тойчивостью к гентамицину, нетилмицину, 
цефотаксиму, налидиксовой кислоте, три-
метоприм/сульфаметоксозолу, продуци-
рующие БЛРС, представляют собой еди-
ный клон, отличающийся от получившего 
международное распространение фаготипа 
S.Typhimurium DT104. 
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