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Штаммы, выделенные из природной среды, обладали меньшей устойчивостью к антибиотикам, нежели лабораторные коллекционные штаммы. Максимальную устойчивость микроорганизмы проявили к ампициллину. После воздействия бромистым этидием средняя процентная доля выявленных случаев антибиотикорезистентности отдельных штаммов к отдельным антибиотикам, по меньшей мере к одной из их концентраций, снизилась, для выделенных из открытого природного водоема штаммов на 43, для лабораторных штаммов – на 10 процентов. При обработке акридиновым оранжевым аналогичного изменения показателя у лабораторных штаммов не наблюдалось вообще, а для бактериальных штаммов, выделенных из водоема снижение составило 5 процентов
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Strains isolated from the natural environment were less resistant to antibiotics than laboratory strains. Microorganisms showed maximum resistance to ampicillin. After exposure to ethidium bromide the percentage of identified antibiotic-resistant strains to antibiotics, at least to one of their concentrations, decreased. The percentage for strains isolated from a natural reservoir decreased by 43 percent, for laboratory strains by 10 percent. After treatment of laboratory strains with acridine orange a similar change in the average percentage was not observed at all, the percentage for strains isolated from a natural reservoir decreased by 5 percent
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[bookmark: _GoBack]Одна из глобальных и актуальных проблем современного мира заключается в приобретении устойчивости к антибиотикам бактерий разных групп по причине нерационального использования антибиотиков в лечебных целях, в сельском хозяйстве(6), а также в связи с неконтролируемым сбросом отходов, содержащих антибиотики в своем составе (5). Особенную опасность представляют бактерии, обладающие устойчивость одновременно к нескольким антибиотикам, и бактерии, устойчивые к антибиотикам широкого спектра действия (4, 6). Своевременная оценка исходной антибиотикочувствительности штаммов, выделенных из природной среды, а также поиск эффективных методов снижения их устойчивости к антибиотикам может позволить избежать широкого распространения антибиотикорезистентности микроорганизмов (5), так как попадание в окружающую среду антибиотиков вызывает накопление бактериальных генов устойчивости в микробиоценозах (2).
Известно, что гены устойчивости к антибиотикам в бактериальной клетке могут быть локализованы как в плазмидной, так и в хромосомной ДНК, то есть антибиотикоустойчивость может развиваться либо в результате хромосомных мутаций, либо в результате обмена генетической информацией между бактериями (4). Одним из способов ограничения распространения резистентности к антибиотикам является использование элиминирующих плазмиды агентов, однако их использование ограничено ввиду опасности для высших организмов (1). Поэтому интерес может представлять потенциальное объединение и комбинирование отходов, в том числе стоков, содержащих антибиотики, с отходами, содержащими элиминирующие агенты (3, 4).
Цель работы заключается в сравнении антибиотикорезистентности штаммов семейства Enterobacteriaceae, выделенных из открытого природного водоема на территории города Краснодара, и штаммов семейства Enterobacteriaceae, длительно поддерживаемых в лабораторных условиях, а также в анализе эффективности элиминации R-плазмид из резистентных к антибиотикам бактериальных клеток в случае использования акридинового оранжевого и бромистого этидия.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объектами исследования являлись выборки из семи лабораторных коллекционных штаммов, принадлежащих к семейству Enterobacteriaceae, и девяти штаммов Enterobacteriaceae, выделенных из открытого природного водоема, расположенного на территории города Краснодар.
Из открытого природного водоема был выделен ряд чистых бактериальных культур на среде Эндо. После был проведен анализ отобранных культур по физиолого-биохимическим, морфологическим и культуральным признакам с использованием стандартных сред: висмут-сульфитный агар, среда Эйкмана, среда Симмонса, - для точного их определения к семейству Enterobacteriaceae. 
После была определена исходная устойчивость всех бактериальных штаммов к 5 антибиотикам: рифампицину, канамицину, эритромицину, ампициллину и стрептомицину. Исходная устойчивость определялась при помощи диффузионного метода дисков (7), а также на питательной среде Эндо с добавлением разных концентраций перечисленных антибиотиков (8): 25 мг/л, 100 мг/л, 400 мг/л. Посев проводили микробиологической репликой из бульонных культур.
Затем все исследуемые культуры инкубировали сутки в мясо-пептоном бульоне при 37°С с добавлением сублетальной концентрации 0,1 % элиминирующего агента – акридинового оранжевого или бромистого этидия (9, 10). После этого было проведено повторное оценивание антибиотикорезистентности всех бактериальных штаммов на питательной среде Эндо с добавлением тех же антибиотиков в тех же концентрациях.



РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИE
[bookmark: _Hlk102573715]Был проведен сравнительный анализ исходной устойчивости к антибиотикам между лабораторными коллекционными бактериальными штаммами и штаммами, которые были выделены из открытого природного водоема. Данные приведены в таблице 1 и таблице 2.
Таблица 1 – Антибиотикорезистентность штаммов, выделенных из открытого природного водоема: + (штамм устойчив к данной концентрации антибиотика), - (штамм не устойчив к данной концентрации антибиотика)
	
	
	Штамм

	Антибиотик
	Концентрация, мг/л
	

	
	
	6х
	5х
	9
	4х
	3
	2х
	1х
	5
	7х

	Рифампицин
	25
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	100
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+

	
	400
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	Канамицин
	25
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	-

	
	100
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	
	400
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Эритромицин
	25
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+

	
	100
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+

	
	400
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	Ампициллин
	25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	100
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	
	400
	+
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	+

	Стрептомицин
	25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	100
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	400
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	+



Таблица 2 – Антибиотикорезистентность лабораторных коллекционных штаммов: + (штамм устойчив к данной концентрации антибиотика), - (штамм не устойчив к данной концентрации антибиотика)
	
	
	Штамм

	Антибиотик
	Концентрация, мг/л
	

	
	
	ColBR-3
	R27
	R930
	Rif100
	C600
	NaNa blue
	DH-10

	Рифампицин
	25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	100
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	400
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Канамицин
	25
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	+

	
	100
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	
	400
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	Эритромицин
	25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	
	100
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	
	400
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	-

	Ампициллин
	25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	
	100
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	
	400
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	Стрептомицин
	25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	100
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	
	400
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	+



Установлено, что штаммы, выделенные из природной среды, в среднем обладали меньшей устойчивостью к антибиотикам, нежели лабораторные коллекционные штаммы. Исходя из данных рисунка 1 была высчитана средняя процентная доля бактериальных штаммов, исходно устойчивых, по меньшей мере, к одному из перечисленных антибиотиков в концентрации 400 мг/л. Она составила 80 процентов у лабораторных культур и 65 процентов у штаммов, выделенных из открытого природного водоема.

Рисунок 1 – Количество штаммов, проявивших устойчивость к любой из использованных концентраций антибиотика
[bookmark: _Hlk102573781]Максимальную устойчивость микроорганизмы проявили к ампициллину – доля составила 95 процентов и 92 процента для вновь выделенных и длительно поддерживаемых лабораторных штаммов соответственно. Было обнаружено значительное превышение доли устойчивых лабораторных штаммов для таких антибиотиков, как рифампицин, эритромицин и стрептомицин (на 43 %, 29 % и 18 % соответственно) по сравнению с вновь выделенными. Процентное соотношение резистентных штаммов семейства Enterobacteriaceae для вновь выделенных штаммов было распределено следующим образом: стрептомицин – 61 процент, эритромицин – 50 процентов, рифампицин – 50 процентов, канамицин – 28 процентов.
[bookmark: _Hlk102573956]Бульонные культуры исследуемых штаммов подвергли воздействию различных элиминирующих агентов: акридиновым оранжевым и бромистым этидием. Из числа устойчивых бактериальных штаммов были определены средние процентные доли штаммов, потерявших антибиотикорезистентность после обработки одним из использованных элиминирующих агентов. После обработки штаммов бромистым этидием средняя процентная доля выявленных случаев антибиотикорезистентности отдельных штаммов к отдельным антибиотикам, по меньшей мере к одной из их концентраций, снизилась для штаммов, выделенных из природного водоема, на 43 процента, для лабораторных коллекционных штаммов – на 10 процентов (рисунок 2).В то время как при обработке штаммов акридиновым оранжевым аналогичного изменения показателя у лабораторных штаммов не наблюдалось вообще, а  для бактериальных штаммов, выделенных из природного водоема, снижение показателя составило 5 процентов (рисунок3). 

Рисунок 2 – Усредненные доли штаммов, проявивших устойчивость к любой из использованных концентраций антибиотика, в зависимости от срока их хранения, до и после воздействия на них бромистым этидием

Рисунок 3 – Усредненные доли штаммов, проявивших устойчивость к любой из использованных концентраций антибиотика, в зависимости от срока их хранения, до и после воздействия на них акридиновым оранжевым

[bookmark: _Hlk102573996]Добавление бромистого этидия наиболее выражено увеличило долю чувствительных штаммов к рифампицину и канамицину, что может свидетельствовать о локализации генов устойчивости к данным антибиотикам в плазмидной ДНК (11–13). Таким образом, более эффективным элиминирующим агентом в сравнении с акридиновым оранжевым оказался бромистый этидий (рисунок 4). При его добавлении к бактериальным культурам наблюдалось снижение доли штаммов, проявивших устойчивость, по меньшей мере, к одной из использованных концентраций антибиотика, на 10 процентов у лабораторных коллекционных штаммов и на 43 процента у штаммов, выделенных из открытого природного водоема. В то же время при добавлении акридинового оранжевого к бактериальным культурам снижение данного показателя наблюдалось только у штаммов, выделенных из открытого природного водоема: на 5 процентов. При этом коллекционные лабораторные штаммы практические не потеряли свою устойчивость.
 (
10
 %
) (
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)
Рисунок 4 – Эффективность действия элиминирующих агентов, выраженная в процентах

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, были обнаружены различия в резистентности к антибиотикам двух различных выборок штаммов семейства Enterobacteriaceae, значительно отличающихся по продолжительности поддержания в лабораторных условиях: непосредственно выделенных из открытого природного водоема, а также длительно поддерживаемых в лабораторных условиях. Сравнительная оценка антибиотикорезистентности обеих групп показала, что коллекционные лабораторные штаммы являются более устойчивыми к антибиотикам, нежели штаммы, выделенные из открытого природного водоема. У микроорганизмов, выделенных из природной среды, наблюдалась повышенная устойчивость к ампициллину, а также было отмечено превышение доли резистентных штаммов к канамицину, вследствие чего можно предположить о широком распространении генов устойчивости микроорганизмов к данным антибиотикам в исследуемом водоеме. 
Также было выяснено, что к лучшему подавлению антибиотикорезистентности, как у коллекционных лабораторных штаммов, так и у штаммов, выделенных из открытого природного водоема, в сравнении с акридиновым оранжевым, привел бромистый этидий. Более эффективно бромистый этидий подействовал на угнетение антибиотикоустойчивости у штаммов, выделенных из водоема. 
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Процент исходно устойчивых ко всем перечисленным антибиотикам бактериальных штаммов	
Лабораторные коллекционные штаммы	Штаммы, выделенные из открытого природного водоема	0.8	0.6500000000000008	Процент устойчивых бактериальных штаммов после их обработки бромистым этидием	
Лабораторные коллекционные штаммы	Штаммы, выделенные из открытого природного водоема	0.70000000000000051	0.22000000000000003	



Процент исходно устойчивых ко всем перечисленным антибиотикам бактериальных штаммов	
Лабораторные коллекционные штаммы	Штаммы, выделенные из открытого природного водоема	0.8	0.6500000000000008	Процент устойчивых бактериальных штаммов после их обработки акридиновым оранжевым	
Лабораторные коллекционные штаммы	Штаммы, выделенные из открытого природного водоема	0.8	0.60000000000000053	



Лабораторные коллекционные штаммы	Бромистый этидий	Акридиновый оранжевый	0.1	0	Штаммы, выделенные из открытого природного водоема	Бромистый этидий	Акридиновый оранжевый	0.43000000000000027	0.05	



Штаммы, выделенные из открытого природного водоема	Рифампицин	Канамицин	Эритромицин	Ампициллин	Стрептомицин	6	2	4	8	7	Лабораторные коллекционные штаммы	Рифампицин	Канамицин	Эритромицин	Ампициллин	Стрептомицин	7	2	6	6	9	
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