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циклов ПЦР провести при температуре 50 ºС. Понижение температуры отжига праймеров в 
начальных циклах позволит увеличить выход продукта в ПЦР до количеств, достаточных для про-
ведения прямого секвенирования ПЦР-продукта. Кроме того, для работы с образцами тлей приня-
то решение использовать праймеры LepF/LepR (таблица 3).  

 
Таблица 3. − Праймеры, использованные для получения целевого фрагмента 
 

Праймер Последовательность, 5'–3' Ta ° Размер получаемого  
фрагмента, п.н. 

LepR 
LepF 

ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 45 721 

HCO2198 
LCO1490 

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 50 1100 

Примечание − Ta– температура отжига праймера 
 
Таким образом, отработано протокол выделения ДНК из пула тлей, а также подобраны прайме-

ры и модифицирован протокол для получения целевого фрагмента гена субъединицы 1 цитохром-
с-оксидазы (COI).  

 
Исследования выполнены при финансовой поддержке Белорусского республиканского фонда 

фундаментальных исследований (договор № Б22МВ-013).  
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Бесконтрольное применение различных групп антибиотиков привело к появлению антибиоти-

корезистентных штаммов бактерий, в том числе и среди представителей семейства 
Enterobacteriaceae.  

Согласно литературным данным резист характерен как для патогенных, так и непатогенных 
бактерий. В связи с этим необходимо проводить мониторинг антибиотикорезистентности для по-
лучения полной картины антибиотикорезистентности.  

Серьезную проблему представляет распространение Enterobacteriaceae с продукцией бета-
лактамаз расширенного спектра (ESBL) [1]. Среди всех грамотрицательных бактерий по ESBL 
свойством, особое место занимают Escherichia coli, что и определяет актуальность их использова-
ния при изучении антибиотикорезистентности [2].   

Согласно литературным данным, бета-лактамные антибиотики являются наиболее часто при-
меняемыми препаратами для лечения бактериальных инфекций, однако, как показывают результа-
ты исследований, большинство представителей Enterobacteriaceae демонстрируют резистентность 
и к этой группе антибиотиков [3].  

В рамках настоящей работы использовали быстрый, простой и дешевый модифицированные 
тест Carba NP для выявления устойчивость к бета-лактамным антибиотикам среди бактерий се-
мейства Enterobacteriaceae. В качестве дополнительно метода, позволяющего определить устой-
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чивость непатогенных микроорганизмов к разным группам антибиотиков, в нашем случае и к бе-
та-лактамными, использовали не референтные методы, поскольку они трудоемкие и затратные, а 
коммерческие тест-системы, в частности диско-диффузионный метод [4]. Наличие готовых дисков 
с антибиотиками позволяет использовать данный метод для оценки резистентности непатогенных 
микроорганизмов, выделенных из окружающей среды, к антибиотикам в условиях студенческой 
научно-исследовательской лаборатории. 

Цель работы – выявить способность у штаммов микроорганизмов, выделенных из окружающей 
среды, продуцировать бета-лактмазы, модифицированным тестом Carba NP, а также определить 
чувствительность этих штаммов бактерий к разным группам антибиотиков, в том числе к бета-
лактамным, диско-диффузионным методом.  

Выделили три штамма E. coli из почвы рынка Кирова и воды фонтана возле магазина Копеечки 
и из реки Пины, и один штамм R. ornithinolytica из почвы рынка Кирова. Идентификацию этих 
штаммов осуществляли по определителю Берджи, основанном на морфологически-
тинкториальных, культуральных, биохимических свойствах микроорганизмов и ПЦР-теста на базе 
Пинского зонального центра гигиены и эпидемиологии.  

После корректной идентификации выделенных штаммов бактерий. Устанавливали на чувстви-
тельность к бета-лактамным антибиотикам выделенных штаммов бактерий с помощью модифици-
рованного теста Carba NP в пробирках и на планшетах для ИФА. Для модифицированного теста 
Carba NP в пробирках было использовано 5 бета-лактамных антибиотиков: амоксициллин, 
амоклав, цефтриаксон, цефепим и мегасеф. Для модифицированного теста Carba NP в планшете 
для ИФА было использовано 8 бета-лактамных антибиотиков: амоксициллин, амоклав, амоксикар, 
аугометин мегасеф, цефтазидим цефтриаксон, цефепим. 

Для подтверждения или опровержения результатов модифицированного теста Carba NP в про-
бирках и на планшетах для ИФА проводили диско-диффузионный метод, учитывая стандарт, 
представленный Европейским комитетом. ДДМ было взято 13 антибиотиков: цефтриаксон, цефе-
пим, цефексим, цефтазидим, цефотаксим, тикарциллин + клавулановая к-та, мерепенем, ципро-
флоксацин, норфлоксацин, моксифлоксацин, перфлоксацин, амикацин, бацитрацин.  

Согласно результатам идентификации по определителю Берджи выделенные бактерии по мор-
фологическим, тинкториальным, культуральным и биохимическим свойствам и ПЦР-тесту иден-
тифицированы как E. coli и R. ornithinolytica (таблица 1). 

 
Таблица 1. – Биохимические свойства выделенных бактерий 
 

Биохимические свойства E. coli 
1 

E. coli 
2 

E. coli 
3 

E. coli 
по  

Берджи 

R. 
ornithinolytica 

R. ornithi-
nolytica по 

Берджи 
По сахаролитической  
активности: + + + + + + 

глюкоза + + + + + + 
сахароза + + + +/- - +/- 
мальтоза + + + + + + 
маннит + + + + + + 
сорбит + + + + + + 
По способности 
расщепления лактозы + + + +  - 

По сульфитредуцирующей 
способности - - - - + + 

Восстановление нитраты в 
нитриты + + + + + + 

По способности  
использовать цитрат + + + + + +/- 

По способности 
ацетат натрия + + + + - - 

По каталазоположительности + + + + + + 
Индолообразование + + + + - - 

Примечание – E. coli 1, выделенная из почвы; E. coli 2, выделенная из воды фонтана;  
E. coli 3, выделенная воды реки Пины; R ornithinolytica (предположительно), выделенная из почвы. 
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После выделения и корректной идентификации бактерий семейства Enterobacteriaceae и уста-
новки степени патогенности провели модифицированный тест Carba NP в пробирках и планшете 
для ИФА.  

Модифицированный тест Carba NP в пробирках показал, что после 18–24 часов инкубации 
штаммы бактерий E. coli, выделенные из воды и почвы, демонстрируют устойчивость к амокси-
циллину, амоклаву, цефтриаксону, цефепиму и мегасефу. Также штаммы бактерий E. coli являют-
ся продуцентами бета-лактамаз, на это указывало изменение окраски с малинового цвета пита-
тельной среды на оранжевый.  

Штамм R. оrnithinolytica демонстрирует устойчивость ко всем исследуемым бета-лактамным 
антибиотикам, на это указывало наличие осадка на дне пробирки; но не обладает бета-
лактамазной активность, так как не наблюдалось изменение цвета среды (рисунок 1).  

 

 
а – амоксициллин, б – амоклав, в – цефтриаксон, г – цефепим, д – мегасеф; 

1– контроль, 2‒4 – E. coli; 5 – R. ornithinolytica 
Рисунок 1. – Модифицированный тест Carba NP в пробирках 

 
Модифицированный тест Carba NP в планшете для ИФА показал, что после инкубации менее 2-

х часов штаммы бактерий E. coli, выделенные из воды и почвы, демонстрируют устойчивость к 
амоксициллину, амоклаву, амоксикару, аугометину. мегасефу, цефтазидиму цефтриаксону, цефе-
пиму. Также штаммы бактерий E. coli являются продуцентами бета-лактамаз, на это указывало 
изменение окраски раствора с малинового цвета на оранжевый.  

Штамм R. оrnithinolytica не является продуцентом бета-лактамаз, так не наблюдалось измене-
ние цвета раствора (рисунок 2).  

 

 
2, 4, 6 – штаммы бактерий E. coli, 8 – штамм бактерий R. оrnithinolytica, 

1, 3, 5,7– контроль 
Рисунок 2. – Модифицированный тест Carba NP в планшете для ИФА 

 
В ходе проведения модифицированного Carba NP теста, было установлено, что не все штаммы 

семейства Enterobacteriaceae обладают бета-лактамазной активностью. Поэтому диско-
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диффузионный метод использовали в качестве дополнительного метода при определении чувстви-
тельности к разным группам антибиотиков, в том числе и к бета-лактамным. 

Результаты диско-диффузионного метода на определение чувствительности штаммов бактерий 
E. coli и R. оrnithinolytica, выделенных из почвы и воды, к различным классам антибиотиков пред-
ставлены в таблице 2.  

 
Таблица 2. – Результаты определения чувствительности к различным классам антибиотиков 

штаммов E. coli и R. Ornithinolytica 
 
Название антибиотика E. coli 1 E. coli 2 E. coli 3 R. оrnithinolytica 

Бета-лактамные антибиотики 
Цефтриаксон R R R R 
Цефепим R R R R 
Цефексим R S S R 
Цефтазидим R S S S 
Цефотаксим R R R S 
Тикарциллин 
+ 
клавулановая к-та 

R R R R 

Мерепенем S S S S 
Фторхинолоны 

Ципрофлоксацин S R R S 
Норфлоксацин S S S S 
Моксифлоксацин S S S S 
Перфлоксацин R R R R 

Аминогликозиды 
Амикацин R R R S 

Полипептидный антибиотик 
Бацитрацин R R R R 

Примечание – E. coli 1, выделенная из почвы; E. coli 2, выделенная из воды фонтана; E. coli 3, 
выделенная воды реки Пины; R. ornithinolytica, выделенная из почвы; R – резистентный микроор-
ганизм к исследуемому антибиотику; S – чувствительный микроорганизм к исследуемому анти-
биотику 

 
Установлено, что исследуемые штаммы бактерий E. coli демонстрируют абсолютную рези-

стентность амикацину, бацитрацину, перфлоксацину, тикарциллину+клавулановой к-те, цефотак-
симу, цефепиму и цефтриаксону, однако, штаммы E. coli, выделенные из почвы, оказались чув-
ствительными к мерепенему, ципрофлоксацину, норфлоксацину и моксифлоксацину, а штаммы, 
выделенные из воды, ‒ к цефексиму, цефтазидиму, мерепенему, норфлоксацину и моксифлокса-
цину. Следовательно исследуемые штаммы E. coli обладают множественной лекарственной устой-
чивостью, что необходимо учитывать при подборе лекарственного препарата.  

Необходимо подчеркнуть, что при проведении модифицированного тест Carba NP, штаммы 
E. coli, выделенные из почвы и воды, также демонстрировали устойчивость к цефтриаксону и це-
фепиму.  

Штамм бактерии R. оrnithinolytica оказался резистентным к цефепиму и цефтриаксону, что 
коррелирует с полученными нами данные при проведении модифицированного тест Carba NP. 
Кроме того, данный штамм также демонстрировал устойчивость к цефотаксиму, тикарцилли-
ну+клавулановой кислоте, бацитрацину и перфлоксацину, однако, оказался чувствительным к це-
фтазидиму, цефотаксиму, мерепенему, ципофлоксацину, норфлоксацину, моксифлоксацину и 
амикацину. Исследуемый штамм R. оrnithinolytica также обладает множественной лекарственной 
устойчивость, что необходимо учитывать при подборе лекарственного препарата. 

Учитывая выше представленные данные, можно заключить, что для упрощения и ускорения 
проведение мониторинга эффективно использовать как модифицированные тесты Carba NP, так и 
диско-диффузионный метод, результаты которых легко интерпретировать и использовать для 
дальнейшего прогноза развития резистентности к антибиотикам бактерий семейства 
Enterobacteriaceae. 
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Одним из направлений современной фитобиотехнологии является применение культур тканей 

и клеток высших растений в качестве источников вторичных метаболитов, имеющих фармацевти-
ческое значение, используемых в пищевой промышленности, а также при производстве космети-
ческих средств [1-3]. Возрастающий интерес к биотехнологии лекарственных растений обуслов-
лен, с одной стороны, нарастающим спросом медицины в уникальных по структуре и активности 
природных соединениях, с другой стороны, ограниченностью естественных ресурсов растений-
продуцентов, многие из которых являются редкими и исчезающими видами, а также сокращением 
площадей произрастания интродуцированных видов. К преимуществам культур клеток лекар-
ственных растений относят экологически чистую технологию производства биомассы, гарантиро-
ванное ее получение независимо от сезона и погодных условий, возможность создания клеточных 
линий-сверхпродуцентов, экономию площадей и др. [4-5].  

Алтей лекарственный оказывает противовоспалительное, обволакивающее, противокашлевое 
действие, что обусловлено достаточно высоким содержанием в водных извлечениях из корней 
слизи, в состав которой входит арабиноза, глюкоза, галактоза. Листья и соцветия алтея лекар-
ственного, интродуцированного в условиях Беларуси, являются основными накопителями хлоро-
геновой кислоты, биофлавоноидов и дубильных веществ, в связи с чем весьма перспективны в ка-
честве источников природного сырья для получения лекарственных препаратов Р-витаминного 
действия [6]. Показано, что культуры клеток и тканей Althaea officinalis L. сохраняют способность 
интактных растений к синтезу вторичных метаболитов фенольной природы [7]. Следует отметить, 
что запасы сырья алтея лекарственного в естественных условиях ограничены и недостаточны для 
широкой промышленной заготовки. В связи с этим значительный практический интерес представ-
ляет использование культуры клеток алтея лекарственного в качестве источника биологически 
активных веществ, обладающих противовоспалительным, антиоксидантным действием. При дли-
тельном культивировании растительных клеток в условиях in vitro может возникать специфиче-
ское свойство гормон-независимости, т.е. автономности по отношению к ауксинам и цитокини-
нам. Культуры, которые приобрели свойство автономности от присутствия в среде гормонов, 
называют «привыкшими». Гормон-независимость составляющих их клеток, как правило, связана с 
изменением активности генов, ответственных за синтез ферментов, участвующих в синтезе гор-
монов. С практической точки зрения «привыкшая» культура представляет значительный интерес, 
поскольку рост на безгормональных средах позволяет снизить затраты на производство биомассы, 
а данный тип культур можно рассматривать в качестве перспективного сырья для получения цен-
ных вторичных метаболитов.  

Целью настоящей работы явилось установление различий в степени ауксин- и цитокинин-
независимости каллусных тканей Althaea officinalis L. 

Объектом исследования служила длительно культивируемая (более 300 пассажей) каллусная 
культура алтея лекарственного. Для ее поддержания использовалась питательная среда по прописи 




