
«Инновации и продовольственная безопасность»  № 3 (33)/2021 29

Контроль качества и безопасность пищевой продукции

УДК  619:616.9:579.62      DOI:10.31677/2072-6724-2021-33-3-29–39

УСТОЙЧИВОСТЬ К АНТИБИОТИКАМ И СПОСОБНОСТЬ К ОБРАЗОВАНИЮ 
БИОПЛЕНОК ЗОЛОТИСТОГО СТАФИЛОКОККА, ВЫДЕЛЕННОГО 

 ИЗ МОЛОКА КОРОВ КОСТАНАЙСКОЙ ОБЛАСТИ РК

Р.М. Рыщанова, кандидат ветеринарных наук, асс. профессор
А.М. Мендыбаева, докторант специальности «Ветеринарная санитария»

Г.Б. Муканов, магистрант специальности «Ветеринарная медицина»
П.В. Шевченко, магистр технических наук

Ж.Ж. Бермухаметов, магистр технических наук

Костанайский региональный университет им. А. Байтурсынова 
Е-mail: raushan5888@mail.ru

Ключевые слова: золотистый стафилококк, маститы, молоко коров, резистентность к антибио-
тикам.

Реферат. Цель работы заключается в изучении распространенности штаммов Staphylococcus 
aureus, резистентных к противомикробным препаратам, выделенных от коров с субклинической 
формой мастита в хозяйствах Костанайской области, и способности их к биопленкообразова-
нию. Полученные данные позволят судить о степени и масштабах антибиотикорезистентности 
Staphylococcus aureus, вызывающих инвазивные инфекции на локальном и региональном уровнях, что, 
в свою очередь, необходимо для эпидемиологического надзора и успешного лечения животных. Нами 
впервые в Северном регионе Казахстана изучен спектр антибиотикорезистентности штаммов S. 
aureus, ассоциированных с субклиническими формами маститов у высокопродуктивых молочных коров 
и исследована способность микроорганизмов к образованию биоплёнок. 

В роде стафилококк на сегодня известно 27 видов, большинство из которых абсолютно 
безвредны, и только три способны вызывать болезни: золотистый стафилококк – самый рас-
пространенный и вредоносный; эпидермальный стафилококк, также патогенный, но гораздо 
менее опасный, чем золотистый, и сапрофитный стафилококк – практически безвредный, тем 
не менее также способный вызывать заболевания. Золотистый стафилококк обладает удиви-
тельной живучестью: не теряет активности при высушивании, 12 ч живет под воздействием 
прямых солнечных лучей, в течение 30 мин выдерживает температуру 80 ºС, не погибает в чи-
стом этиловом спирте, не боится перекиси водорода.

Золотистый стафилококк Staphylococcus aureus является одним из наиболее распростра-
ненных бактериальных патогенов во всем мире [1] и вызывает достаточно широкий диапазон 
различных заболеваний у животных – от простых форм абсцессов и мастита до острого син-
дрома токсического шока [2, 3]. 

Маститы коров являются серьезной проблемой для молочного производства во всем мире. 
Золотистый стафилококк сегодня остается одной из главных причин мастита коров. Молоко 
является отличной средой для роста большого количества микроорганизмов, включая S. aureus 
[4–6]. В 60 % случаев обнаружения патогенной микрофлоры у молочных коров выявляется 
именно эта бактерия – ее находят в молоке, в молозиве, в дыхательной системе коровы [2–4]. 
Бактериальное заражение молока обычно происходит в процессе доения, и это зависит от са-
нитарных условий окружающей среды, посуды, используемой для доения, и обслуживающего 
персонала. Это также может быть результатом попадания микроорганизмов в молочную желе-
зу через отверстия сосковых каналов [5, 6]. Маститы также представляют серьезную опасность 
для здоровья людей в связи с возможным попаданием в молоко патогенных микроорганизмов 
и их токсинов [7–9].
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В неблагополучных хозяйствах заболевание носит стационарный характер. При этом хо-
зяйства несут ощутимый экономический ущерб вследствие недополучения молока, ухудшения 
его санитарных и технологических качеств, затрат на лекарства и ветеринарных расходов, ран-
ней выбраковки коров и снижения их воспроизводительной функции [10]. 

Маститы, вызванные S. aureus, характеризуются низкой частотой успешного выздоров-
ления по сравнению с другими возбудителями, что объясняется приобретением устойчиво-
сти к противомикробным препаратам и их способностью к биопленкообразованию [11–13]. 
Бактерии в биопленках устойчивы к фагоцитозу, антимикробным агентам и дезинфицирую-
щим средствам из-за низкой диффузии через матрицу, измененного клеточного метаболизма. 
Защитные особенности биопленки способствуют колонизации эпителия молочной железы, ко-
торая предшествует возникновению персистирующей инфекции [14–16].

На сегодняшний день для лечения стафилококковых инфекций, включая мастит, использу-
ют противомикробные препараты, где основным действующим веществом являются антибио-
тики таких фармакологических групп, как β-лактамы, тетрациклины, макролиды и сульфани-
ламиды. Штаммы S. aureus когда-то были почти одинаково восприимчивы к полусинтетиче-
ским пенициллиназа-резистентным β-лактамам (например, метициллину, оксациллину), наи-
более часто используемому классу антибиотиков для кожных инфекций в медицине. Позднее 
эти штаммы были названы устойчивыми к метициллину S. aureus, или MRSA (термин, означа-
ющий перекрестную резистентность ко всем β-лактамам, включая все пенициллины и цефа-
лоспорины) [17, 18].

Бактерии в природных популяциях почти всегда существуют в виде биоплёнок: клетки 
формируют вокруг себя комфортную среду в виде защитного матрикса, который смягчает 
окружающие условия, а у патогенов образует барьер для крупных молекул иммунитета [19, 
20].

Цель исследований – изучение распространенности резистентных штаммов S. aureus, вы-
деленных от клинически здоровых коров в молочных стадах Костанайской области, а также 
определение способности изолятов S. aureus к образованию биопленок.

Объектом исследования были пробы молока (n=643), отобранные у коров без клинических 
признаков патологии молочной железы. Пробы молока отбирали у коров черно-пестрой гол-
штинизированной породы, содержащихся в молочных фермах южного, северного, восточного 
и западного районов Костанайской области, всего в 15 хозяйствах. В период лактации индиви-
дуально от каждой коровы отбирали пробы молока. 

Отбор проб молока от коров с субклинической формой мастита. Субклиническая форма 
мастита у коров определялась путем измерения электрического сопротивления молока специ-
альным электронным детектором мастита 4х4Q Drаminski (Польша) непосредственно в ко-
ровнике. Для этого под каждый сосок коровы подставляли измерительные сосуды устройства 
и быстро сдаивали первые струи молока. В течение 3 с на индикаторе прибора появлялись 
результаты измерений для каждой четверти вымени. Полученные числовые результаты оцени-
вали по следующим критериям: результаты ниже 250 единиц выразительно указывают на суб-
клиническое воспаление четверти вымени, или высокий риск перехода заболевания в острую 
стадию; результаты выше 300 единиц – хорошее состояние четверти вымени; результаты от 
250 до 300 единиц – переходное состояние между субклиническим маститом и удовлетвори-
тельным состоянием. По причине физиологических особенностей трудно определить четкий 
предел, превышение которого показывает, что четверть вымени больна [21].

Молоко с показателями прибора ниже 300 единиц отбирали в специальные стерильные 
ёмкости (10 мл) и доставляли в лабораторию.

Выделение S. aureus из проб молока. Бактериологическое исследование проводили в соот-
ветствии с ГОСТ 30347-2016 с небольшими изменениями: проведение первичной микроскопии, 
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десятикратные серийные разведения и посевы на простые и дифференциально-диагностиче-
ские питательные среды (маннит-солевой агар). В качестве эталонного штамма использовали 
S. aureus 209-Р. Метод обнаружения S. aureus был основан на высеве навески молока в жид-
кую селективную среду, инкубировании посевов, пересеве культуральной жидкости на поверх-
ность агаризованной селективно-диагностической среды, подтверждении по биохимическим 
признакам принадлежности выделенных типичных и/или атипичных колоний к S. aureus.

При наличии патогенного стафилококка в пробе через 18-24 ч наблюдается рост колоний 
желтого цвета с изменением среды с красного на желтый цвет.

Идентификация S. аureus. Видовую идентификацию штаммов S. aureus проводили по сле-
дующим критериям: оценка морфологии и результатов микроскопии колоний, выросших на 
маннит-солевом агаре, пересев подозрительных колоний на мясо-пептонный агар, проведение 
тестов на каталазу и коагулазу, определение способности ферментировать мальтозу в аэроб-
ных условиях, тест на ДНКазную активность. 

Определение способности изолятов S. aureus к образованию биопленок. Выделенные изо-
ляты S. aureus тестировали на способность к биопленкобразованию методом микропланшета, 
а также с красителем конго красный.

Тестирование изолятов S. aureus на резистентность к антибиотикам. Все изоляты были 
протестированы на антимикробную чувствительность при помощи диско-диффузионного 
метода на среде Мюллера-Хинтона. Для тестирования использовали диски со следующими 
антибактериальными препаратами: ампициллин (10 мкг), амоксициллин (25 мкг), бензилпе-
нициллин (10 ЕД), цефоперазон (75 мкг), цефокситин (30 мкг), стрептомицин (10 мкг), кана-
мицин (30 мкг), неомицин (30 мкг), гентамицин (120 мкг), тетрациклин (30 мкг), доксициклин 
(30 мкг), сульфаметоксазол с триметопримом (1,25/23,75 мкг), эритромицин (15 мкг), тилозин 
(15 мкг). Чувствительность оценивали по диаметрам зон задержки роста в соответствии с ре-
комендациями. Затем изоляты S. aureus были классифицированы как устойчивые, среднеустой-
чивые или чувствительные к определенному антибиотику согласно рекомендациям EUCAST 
(версия 11.0), CLSI и МУК 4.2.1890-04. 

Определение генов резистентности. Методом полимеразно-цепной реакции (ПЦР) опре-
деляли наличие генов mecA, BlaZ и mrsA, относящихся к антибактериальным препаратам 
группы бета-лактамов, гена ermC группы макролидов, генов aac(6)-aph2, aph(3) группы ами-
ногликозидов, tetK, tetM группы тетрациклинов и гена dfrG сульфаниламидов. Визуализацию 
результатов ПЦР проводили в 1,5 %-м агарозном геле в УФ-трансиллюминаторе QUANTUM. 

Для исследований в период с декабря 2020 по май 2021 г. в хозяйствах Костанайской обла-
сти отобрано 643 пробы коровьего молока, из них на стадии субклинического мастита иссле-
довано 278 (43,2 %) образцов, из которых выделено и идентифицировано 64 (23,0 %) культуры 
S. aureus.

Распространенность S. aureus обусловливается в первую очередь биологическими особен-
ностями данного микроорганизма. Во внешней среде (пол, подстилка, пастбища, инвентарь) 
стафилококк относительно устойчив и способен сохранять свою патогенность до 60 и даже 
100 суток. При нагревании до 75 °С он погибает за 20-25 мин.

Основным моментом в системе противоэпизоотических мероприятий, направленных на 
профилактику маститов у коров, является контроль развития антибиотикорезистентности. 
Известно, что стафилококки среди грамположительных бактерий всегда характеризовались 
высокой приспособляемостью и способностью к формированию резистентности к новым ан-
тибактериальным препаратам. Нами были изучены и протестированы на чувствительность 
к антибиотикам изолированные культуры S. aureus, что позволило отобрать штаммы с иден-
тичными характеристиками. Результаты тестирования резистентности изолятов S. aureus, вы-
деленных из молока, к антимикробным препаратам представлены на рисунке.
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Из 64 выделенных штаммов 60 (93,7 %) проявляли резистентность к одному и более анти-
микробным препаратам. У изучаемых микроорганизмов S. aureus наблюдается множественная 
лекарственной устойчивость, так 17 штаммов микроорганизмов были резистентны к 2 груп-
пам антимикробных препаратов, 3 штамма – к 3 группам, 2 штамма – к 4 группам. Наибольшее 
число штаммов S. aureus оказались резистентными к препаратам бета-лактамной группы – ам-
пициллину и пенициллину (45,3 %) и антибиотикам тетрациклинового ряда (48,4 %), наимень-
шее (3,1 %) – к канамицину (аминогликозиды) и ципрофлоксацину (фторхинолоны), а также 
к сульфаниламидам (1,6 %).

Наличие антибиотикорезистентности к ампициллину и пенициллину (45,3 %) объясняется 
тем, что большинство микроорганизмов очень быстро приобретает к ним устойчивость путем 
выработки бета-лактамаз. Так, в 40-х гг. при внедрении в практику пенициллина было отмече-
но появление штаммов золотистого стафилококка, устойчивых к пенициллину, а уже к 1948 г. 
частота выделения пенициллин-резистентных штаммов S. aureus среди госпитальных штам-
мов достигла 60 %. Казалось, в 60-х гг. проблема резистентности стафилококков к антибиоти-
кам была решена, так как этот период характеризовался высокой эффективностью полусин-
тетических пенициллинов (метициллин, оксациллин, диклоксациллин), однако с появлением 
резистентности к последним (условно названной термином «метициллин-резистентность ста-
филококков») начался новый подъем стафилококковых инфекций во всем мире [5]. 

Преобладающее число резистентных штаммов к тетрациклину, вероятно, связано с ши-
роким применением данного препарата для лечения и профилактики многих инфекционных 
болезней. Следует отметить наличие у микроорганизмов 100 %-й чувствительности к следу-
ющим препаратам: стрептомицину, неомицину, гентамицину и норфлоксацину. Полученные 
данные дают возможность рекомендовать специалистам хозяйств в тяжелых случаях течения 
болезни включать в схему лечения животных указанные антибиотики, за исключением норф-
локсацина, относящегося к группе фторхинолонов – критически важных антибиотиков для 
медицины человека. 

Определение генов резистентности. Методом полимеразно-цепной реакции были выделе-
ны гены резистентности к бета-лактамам (BlaZ, mecA), макролидам (ermC), аминогликозидам 
(аph(3)), тетрациклинам (tetK, tetM) (табл. 1).  

Тестирование резистентности S. aureus, выделенных из молока, к антимикробным препаратам
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Результаты исследований показали, что 46,9 % (30/64) образцов ДНК S. aureus несли ген 
BlaZ, из них 83,3 % (25/30) были резистентны к пенициллину, а 16,7 % (5/30) – чувствительны. 
Ген mecA обнаружен в одном образце ДНК, устойчивом к бета-лактамам (ампициллин). Также 
обнаружен ген ermC – 23,4 % (15/64), кодирующий резистентность к макролидам.

Таблица 1
Гены антибиотикорезистентности

Группы антибактериальных препаратов Ген Количество Ген Количество 
Бета-лактамы BlaZ 30 mecA 1
Макролиды ermC 15 msrA 0
Аминогликозиды aac(6)-aph2 0 aph(3) 2
Тетрациклины tetK 19 tetM 9
Сульфаниламиды dfrG 0

Следует отметить, что только 2 образца ДНК (2/15) имели фенотипическую резистент-
ность к тестируемым препаратам группы макролидов (эритромицин, тилозин). Оба образца 
ДНК, несущие гены резистентности к аминогликозидам – aph(3), были чувствительны к пре-
паратам данной группы. Среди тестируемых образцов ДНК S. aureus 19 несли ген tetK и 9 – ген 
tetМ, все были фенотипически устойчивы к препаратам группы тетрациклинов. 

Тестирование на наличие генов резистентности к антимикробным препаратам показало, 
что 60,9 % (39/64) изолятов несут от одного до пяти генов устойчивости. Так, в 46,9 % иссле-
дованных образцов ДНК обнаружен ген BlaZ, кодирующий фермент β-лактомазу, инактиви-
рующий антибиотик за счет гидролиза пептидной связи в кольце бета-лактама. Поскольку не 
все фенотипически устойчивые к пенициллину изоляты имели ген BlaZ, но обладали способ-
ностью к биопленкообразованию, можно предположить, что в этом случае сработал данный 
механизм резистентности [22].

В настоящем исследовании обнаружен один изолят, несущий ген mecA, определяющий 
устойчивость к метициллину и кодирующий низкоаффинный пенициллин-связывающий бе-
лок PBP. Так, в аналогичных исследованиях, проведенных нами в 2018-2019 гг., не было заре-
гистрировано ни одного случая MRSA [24]. Однако исследователи нескольких стран сообща-
ют об уровнях MRSA, варьирующих от 0,7 до 90 % [23].

Генотипическая резистентность к макролидам проявлялась выделением в исследуемых 
изолятах гена ermC (23,4 %). Полученные данные в некоторой степени похожи на результа-
ты, представленные M.E. Srednik с соавторами [24]. Так как 13 из 15 образцов, несущих ген 
ermC, были чувствительны к препаратам группы макролидов (эритромицин, тилозин), то мож-
но предположить, что у них отсутствовала экспрессия метилаз, кодируемых геном ermC [25].

В двух образцах ДНК стафилококков обнаружен ген aph(3), ответственный за устойчи-
вость к аминогликозидам за счет высвобождения фермента аминогликозид фосфотрансфера-
зы. Кроме того, данные изоляты были мультирезистентными, помимо гена aph(3), один изолят 
нес гены резистентности к макролидам (ermC), бета-лактамам (BlaZ), а второй изолят еще 
дополнительно гены к тетрациклинам (tetK, tetM) [26]. 

Данные, полученные по результатам исследования, о наличии генов резистентности к ан-
тибактериальным препаратам группы тетрациклинов совпадают с фенотипическими иссле-
дованиями. Ген tetK был обнаружен в 19 образцах ДНК, ген tetM – в 9. В настоящем иссле-
довании ген tetK обнаружен в 29,7 % образцов, а tetM – в 14 %, тогда как, по данным [27], их 
частота составляет 22,73 и 2,27 % соответственно. Относительно высокая распространенность 
генов tetK и tetM указывает на наличие следующих механизмов резистентности в исследуе-
мых стафилококках: насос для оттока тетрациклина и защитный белок рибосом [28].
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Тестирование способности S. aureus к биопленкообразованию. Проблема лечения масти-
тов коров, вызванных антибиотико резистентными штаммами S. aureus, отягчается их спо-
собностью к биопленкообразованию, которое признано важным фактором вирулентности для 
бактерий рода Staphylococcus и серьезной клинической проблемой [34].

Определение способности к образованию биопленок методом окраски на микротитроваль-
ных планшетах является золотым стандартом фенотипического анализа биопленок. В нашем 
исследовании 76,6 % (49/64) изолятов S. aureus обладали способностью к образованию био-
пленок, полученные результаты согласуются с рядом исследований, проведенных в Иране [29], 
Польше [30] и США (штат Колумбия) [31] (табл. 2). Среди биопленкообразующих штаммов 
69,4 % (34/49) были устойчивы как минимум к одному противомикробному препарату.

Таблица 2
Формирование биопленок у изолятов S. aureus

Способность к образованию биопленок Количество изолятов, образующих биопленку
ед. %

Отсутствует 15 23,44
Низкая 18 28,12
Умеренная 31 48,44
Высокая 0 0
Всего 64 100

Наибольшую резистентность биопленкообразующие штаммы проявляли к тетрацикли-
ну – 26/49, ампициллину – 22/49, пенициллину – 22/49, доксициклину – 21/49. Большинство 
изолятов (48,4 %) были классифицированы как умеренные продуценты. Хотя ни один из иссле-
дуемых изолятов не был отнесен к сильным продуцентам, следует отметить потенциальный 
риск для здоровья населения, к тому же, по некоторым данным, биопленки увеличивают веро-
ятность передачи генов антибиотикорезистености [32, 33].

Кроме того, 43,75 % исследованных образцов были одновременно резистентными к од-
ному и более антибактериальному препарату, обладали способностью к биопленкообразова-
нию и несли ген резистентности, что повышает вероятность распространения форм S. aureus 
с множественной лекарственной устойчивостью. При этом 12,5 % изолятов были резистент-
ны и формировали биопленки, а 4,7 % имели ген резистентности и образовывали биопленки, 
и только 10,9 % не формировали биопленки, но были устойчивыми и несли гены резистентно-
сти к антибактериальным препаратам.

Таким образом, анализ антибиотикорезистентности золотистого стафилококка, выделен-
ного при исследовании проб молока от коров с субклинической формой мастита из хозяйств 
Костанайской области за период 2020-2021 гг., и определение способности бактерий к био-
пленкообразованию позволяют сделать следующие выводы.

1. Из 278 образцов коровьего молока, отобранных на стадии субклинического мастита, 
выделено и идентифицировано 64 штамма золотистого стафилококка.

2. Тестирование на антибиотикоустойчивость показало, что 60 (93,7 %) изолятов S. aureus, 
проявляли резистентность к одному и более антимикробным препаратам групп тетрациклинов 
и бета-лактамов, используемых для лечения мастита. При этом наблюдается множественная 
лекарственная устойчивость. Изоляты S. aureus несут несколько генов резистентности, боль-
шинство из которых кодируют устойчивость к бета-лактамам и тетрациклинам.

3. Наличие способности образовывать биопленки повышает вероятность распространения 
полирезистентных штаммов.
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4. Поскольку проблема мастита на молочных фермах актуальна для нашей страны и, в част-
ности, для нашего региона, необходимы дальнейшие всесторонние исследования, направлен-
ные на изучение и поиск путей решения.

Научные исследования выполнены в рамках проекта АР008956574 «Антибиотикорезистенстность штаммов 
Staphylococcus aureus, выделенных из коровьего молока» грантового финансирования Министерства образования 
и науки Республики Казахстан на 2020-2021 гг.
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