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Аrсцlальпость темы исследованпя

К настоящему времени за рубежом и в Российской Федерации

проведены многочисленные исследов€lния в области

антибиотикорезистентности возбудителей инфекuий, связанЕых с окд}анием

медицинской помощи (ИСМП). В тоже время в Российской Федерации

недостаточно освещена проблема резистентности возбудителей инфекций,

общих для человека и животных, к которым относятся сaUIьмонеллы.

Несмо,тря на то, что большинство лабораторий используют в работе

актуальные версии российских кJIинических рекомендаций <Определение

чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам> 2015

года, не отменены методические указания МУК 4.2.1890-04, в которых

категорически устарели критерии интерпретации результатов

чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам. Критерии

оценки для многих комбинаций микроорганизйантибиотик многократно

менялись в последние годы, это коснулось в том числе и тестированиrl

препаратов, использующихся дJIя лечения сЕlльмонеллезов. Большинство

российских исследований выполнены диско-диффузионным методом, что не

позволяет количественно охарактеризовать уровни минимальных

подавляющих концентраций (МПК) антимикробных препаратов в отношении

штаммов сальмонелл. Практически не из)пiены МПК многих антибиотиков,

традиционЕо использ},ющихся для лечения сalльмонеллезньп< инфекций

(нитрофураны, цефалоспорины, хинолоны) или введенных в протоколы

лечения относительно недавно (азитромицин). В условиях растущей

резистентности микроорганизмов к антибиотикам, вкJIючzUl сzlльмонеллы,
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которые сегодЕя внесены ВОЗ в список ((приоритетных патогенов)),

представJIяет интерес оценка чувствительности полирезистентньrх штаммов

к антибиотикам, которые в критической ситуации могут оказаться

(препаратами последнего выбора> - карбапенемам, колистину, тигецикJIину.

Все вышесказаЕЕое значительно затрудЕяет проведение мониторинга

чувствительности к аЕтибиотикам с Iьмонелл, выделенных на различных

территориях Российской Федерации, а также не позволяет сравнивать

данные, поJDленные в разные годы российскими и зарубежными

исследователями. Очевидно, что в настоящее время мониторинг

чувствительности возбудителей инфекционных заболеваний, в том числе и

ИСМП, должен проводиться надежными стандартизированными методами

микробиологической и молекулярЕо-генетической диагностики кJIинически

значимых механизмов резистентности, опирмсь на единые подходы к

тестированию и интерпретации. В этих условиях актуальной задачей является

разработка и внедрение в практику coBpeMeHHbD( российских рекомендаций

по определению чувствительности микроорганизмов к антимикробным

препаратам. В связи с чем диссертационн:rя работа Егоровой Светланы

Александровны, направлеIlнtш на решение акryальной наlчной и

практической задачи по совершенствомнию мониторинга чувствительности

сalльмонелл к антибиотикам, опираrIсь на стандартизованные референтные

методы тестирования, гармонизированные критерии оценки, молекулярно-

генетические методы детекции механизмов резистентности, является

акryмьной и своевременной.

Степень новпзны, обоснованности научных положепий, выводов и

рекомендацпй, сформулпрованных в диссертации

Научная новизна диссертационной работы закJIючается в том, что в

результате исследования большого числа штаммов автором пол}п{ены новые

обширные сведения об активности современных антибиотиков в отношении

кJIинических штаммов с€шьмонелл, выделенных в Российской Федерации.

Использование разработанных автором ЕIлгоритмов комплексной
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лабораторноЙ диагIlостики антибиотикорезистентности и экспертноЙ оценки

поlýлаемьж результатов позволило установить высокий уровень

устоЙчивости к хинолонЕIм, а также выявить его значительныЙ рост у
возбудителей сatльмонеллезов и брюшного тифа в последние годы в

Российской Федерации. Впервые оценен уровень чувствительности

сЕrльмонелл к препарат€ll\,r резерва - карбапенемам, колистину и тигецикJIину,

в настоящее время активно используемым дJIя лечениrI ИСМП, которые моryт

быть востребованы для лечениJ{ генерЕLпизованных саJIьмоЕеллезЕьIх

инфекций, вызванных полирезистентными штамма},rи возбудителя. Поrцrqgнб

свидетельство о регистрации базы данных <<Salmoпella-Museum:

антибиотикочувствительность и механизмы резистентности) (Nэ 201 9622278).

Азтор впервые количественно, с оценкой значений МПК, оценил

ztктивность ((традиционньDо) и coBpeMeHHbD( антибиотиков, используюuцfiся дIя

лечения брюшного тифа и оценил филогенетическуто струкryру

репрезеIrтативной выборrш rrlтчlп4мов возбудителя, завезенньD( за последние 15

лет на территорию Российской Федерации. Поrггrены свидетельстм о

регистации двух баз дЕlIIньж <S.Typhi-Museum: биологические свойства

возбудителя брюшного тифu (Ns 2019621507) и <S. Typhi-Museum:

молекулярные детерминанты резистентности)) (J\Ъ 2020б20406).

В ходе работы получены новые данные о хромосомных и плЕц}мидных

механизмах устойчивости смьмонелл к бета-лактамам и хинолон€li\,r: вьuIвлена

продукция бета-лактамаз расширенного спектра (генетических семейств ТЕМ,

СТХ-М) и цефатrоспориназ молекуJuIрного кJIасса С (CMY-2);

охарактеризованы мутации в хромосомЕых генах grA и parC,,

обуславливающие устойчивость к хинолонам. На два шт амма Sаlmопеl/а Typhi,

охарактеризованньIх фенотипическими и молекулярно-генетиrIескими

методами, обладающих одноц.кJIеотидными зilмеЕап{и Sеr83Рhе, Sеr83Туr и

Asp87Asn в гене g.,rA, ранее не описанными в Российской Федерации,

поJI)4Iены патенты на изобретение РФ (Лb 2707548,2707925).

Трилчать ти штЕtп{ма Sаlmопеllа с рЕtзJIиrIньми механизмЕlми

резистеIттности депониров€!ны в Государственной коJIлекции патогенных
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микроорганизмов и кJIеточньD( кульцФ <ГКПМ-Оболенсю) кЕж контрольные

штаммы для проведения фенотипических и молекуJIярно-генетических

исследований устойчивости к антимикробным препаратам @-7744, В-8314, В-

8452, в-8453, в-8463, в-84б4, в-8б54, в-8655, в-8861-в8868, в-9042-9058). в
международном баrrке д€lнньD( GenBank депониров{lны семь кукJIеотидньж

последокtтельностей reHoB glrA, pat{ и grВ rrrTaMMoB ýalrz опеllа с рa[зJIичными

хромосомными Ntугациями, буславливЕlющими устойчивость к препарат€rп4

выбора при лечении сЕtльмонеллезов (Accession пчmЬеr: KT9550l7, МG596ЗOЗ,

мк1 12505 - MKl12509).

Автором впервые на территории Российской Федерации выявлены

штаммы с€lльмонелл, принадлежащие к международrым кJIонам высокого

риска с множественной резистентностью к антибиотикам.

Следует отметить, что работа проведена с использованием

международных стандартизированных методов и критериев оценки

результатов, что позволяет провести адекватное сравнение полr{енных

автором данных с официа.ltьными данными ведущих международных систем

надзора за антибиотикорезистентностью возбудителей инфекционных

заболеваний: Европейского агентства по пищевой безопасности (EFSA) и

Европейского центра по контолю заболеваемости (ECDC), национальной

системы мониторинга за антибиотикорезистентностью CIIIA (NARMS),

Интегративной программы надзора за антибиотикорезистентностью

саJIьмонелл Канады (CIPARS).

Науlные положения, выносимые автором на защиту, четко

сформулированы, вытекают из содержания работы и отраж€tют суть

проведенной работы, полностью обоснованы наиболее значимыми

результатами, ПОл}п{енными в ходе исследования. Сформулиров€lннЕIя цель

исследованиrI достигrгута решением поставJIеЕньIх задач, что

арryментировано в выводах диссертации. Практические рекомендации

логически следlют из поJDленных автором результатов и выводов.
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Теоретическая п практпческая значпмость работы

Теоретическая значимость работы закJIючается в том, что автор

дополнила имеющиеся сведения о биологических свойствах с€tльмонелл,

оценив с одной стороны активность антибиотиков различньж кJIассов в

отношении этого возбудителя, а с другой стороны - ответц/ю реакцию

микроорганизма посредством приобретения хромосомньж и плазмидных

механизмов резистентности, что способствует более полному пониманию

взаимоотношений <возбудитель/антимикробный препарат).

Автором проведена оценка хромосомных и плазмидных механизмов

резистентности и их фенотипического проявлеЕиJI: установлено нарастание

уровня резистентности к хинолонtl}r при накоплении числа хромосомЕых

мутачий или приобретениrI одновременно нескольких механизмов.

Автором доказана необходимость вкJIючения в мониторинг

сЕUIьмонеллезных инфекций молекуJIярно-генетических методов,

позволяющих выяRIIять детерминанты резистентности и устанавJIивать

принадлежность штаммов возбудителя к междуЕародным кJIонам высокого

риска, что позволяет значительно расширить знания о глобально циркуляции

полирезистентных генетических линий сЕIльмонелл.

Используя методы биоинформатического Еtнчtлиза, автор доказаJI, что

эволюция <<российской> субпогrуляции Sаlmопеllа Typhi слелуег глбшtьным

тенденциям рЕrзвития возбудитеrrя брюrшною тифа как в отношении

формирования устойчивости к аrrпrбиотикап.{, TalK и в отношении эволюции

филогенсгической струкryры: ycTElHoBJIeHo, что большинство заболеваний на

территории няlrlей страНы вызв:lны штalJчlмЕlI\,tи междлародного кJIона высокого

риска Sa l mопе l l а Трhi субкпады 4.3. l с устойчивостью к фторхинолонам.

Полl.ченные автором данные о том, что большая часть штаммов

счшьмонелл, выделенных в Российской Федерации в последние годы,

устойчивы к фторхинолонам, препаратЕlм выбора, имеют большую

практическую значимость, так как позволяют прогнозировать их

неэффективность, в эмпирической терапии сaлJIьмонеллезных инфекций,

прежде всего брюшного тифа, в нашей стране.
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Предложенные автором наriно обоснованные Еrлгоритмы детекции

устойчивости к цефалоспоринам и хинолонаI\{ повышают эффективность и

достоверность рутиЕного определения чувствительЕости сilльмонелл в

бактериологическrо< лабораториях, что позволяет повысить эффективность

антимикробной терапии и снизить риски формирования и распространения

резистентных штаммов. Эти методические подходы внедрены в рабоry

бактериологических лабораторий инфекционных стационаров дJlя взрослых и

детеЙ в городе Санкт-Петербурге: ГБУЗ <<Клиническая инфекционная

больница имени С.П. Боткина>, ГБУЗ <.ЩетскаrI городская кJIиническzuI

больница Ns 5 им. Н. Ф. Филатовa>, ГБУЗ <.Щетскм городская больница Ns l7

Святителя Николая Чудотворцu.

,,Щостоверность и апробация результатов ясспедования,

в том чпсле публикации в рецензпруемых изданиях

!остоверность результатов исследования обеспечена достаточным

рaвмерами выборки и большим объемом исследования, адекватностью

выбранных современных культураJIьных и молекулярно-генетических

методов, использованием современного сертифицированного оборудования и

матери{Iлов. Ана.ltиз данных молекулярно-генетических исследований

проводился с использованием адекватного программЕого обеспечения и

международньrх биоинформатических веб-платформ, с привлечением при

необходимости соответствующих специ€lлистов. Методы статистического

анаJIиза соответствовали дизайну исследования. Поrq.чgннrra автором данные

согласуютсЯ с совремеIlнЫми научныМи представлениJIми по исследуемой

теме. Результаты диссертационного исследования представлены в виде

докJIадов на l l конгрессах и конференциях международного, всероссийского

и регион€tльного уровней. основное содерr(ание работы отражено в 45

печатных работах, в том числе в 14 статьях в рецензируемых изданиях.

Автором полr{ены два патента на штаммы и созданы три базы данных,

содержащие результаты исследования. Материалы диссертации )лтены при

разработке трех методИческиХ и клиничесКих рекоменДаuиЙ, 1,.rебно_
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Оценка содержанпя, завершенности п оформленпя дпссертации

,Щиссертационнzц работа Егоровой Светланы Александровны написана

по традиционному плану, вкJIючает введение, обзор литературы, семь глав

собственных исследований, обсуждение результатов, выводы, практические

рекомендации, перспективы да.пьнейшей разработки темы, список

сокращений, список литературы и приложения. Работа изложена на 292

страницах, содержит 33 таблицы и 54 рисунка, вкJIюча;I приJIоженшI. Список

литературы вкJIючает З48 источников, из которых 7l отечественньlй u 277

иносlранных. Более половины источников огryбликованы в последние 5 лет.

В разлеле <<Введение>> автор обосновЕrл актуальность исследования и

степень разработанности темы, поставил цель и задачи исследования,

представил научную новизну, обосновал теоретическуIо и практическую

значимость работы, представил положения, выносимые на защиту, ука:}Еrл

личный вкJIад в выполнение исследования, подтвердил достоверность

результатов. Раздел вкJIючает подробное описание использованных в работе

бактериологических, молекулярно-генетическrх, биоинформатических и

статистических методов. В сводной табличе представлен объем исследований,

выполненных на разJIичных этапах работы.

В <Обзоре литературы> представлены результаты анЕциза на}п{ньrх

rryбликаций в области изr{ения с:lпьмонеллезньп< инфекций, устойчивости к

антибиотикам и молекуJIярньD( механизмов резистентности. Обзор легко

читается, особый интерес представJIяет црведенное автором ср€tвнение

российских данных по частоте вьцеления устойчивьп< штаммов с€шьмонелл с

данными ведущих мировьIх центров надзора за шlтибиотикорезистентностью

микроорганизмов. Следуег отметить, тго обзор вшIючает сводные таблицы и

рисунки, что значительно облегчаgг восприJIтие материала.

Во второй главе подробно охарактеризованы штЕlммы с:UIьмонелл (не-

тифоидныю> сероваров, выделенные в Санкт-Петербурге в период с 2014 по
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20l9 год, проведена оценка чувствительности штаммов различньж сероваров

к 12 классам антибиотиков. Следует особо отметить, что автор изrrила
количествеIlные уровни чувствительности с€шьмонелл к кJIиниIIески

значимым препаратам, выявила ведущие фенотипы множественной

устойчивости, характерные для различных сероваров, а также оценила

динамику показателей устойчивости по сравнению с 2002-2005 годами.

Третья глава вкJIючает характеристику погryляции возбудителя

брюшного тифа, вьцелеflного в Российской Федерации с 2005 по 2019 годы по

уровням чувствительности к кJIинически значимым антибиотикам. Также

представлена структура изr{енной коллекции штаммов S. Typhi по фенотипам

резистентности. Следует отметить, что автор оценила чувствительность

возбудителя практиЕIески ко всем антибиотикам, использовавшимся ранее и

использующимся сегодкя для лечения брюшного тифа.

В четвертой главе описаны методы и результаты оценки устойчивости
сЕtльмонелл к бета-лактамам: приведены результаты фенотипической

детекции устойчивости к цефалоспоринам расширенного спектра с

использованием оптимизированного автором алгоритма дя дифференrцааrцrи

(кпасси.IескI'(>> бgга-лакгамаз расцп.rренною спекгра и АmрС-чефапоспориназ,

вкIIючающегО оцредеJIение ч}ъствl.л.геJIьНости к иtlд,каторЕым цефапоспоринам

(цефтазидиму, цефсrгаксшrrу, цефокситину, цефепиму) и тесты с инrибlтгорами

бgrа-лакгамаз. Представлены результаты молекуJIярно-генетическLD(

исследований: описаны выявJIенные гены бета-лактамаз и оцеЕено

соответствие фенотипа молекулярному механизму резистентности. В главе

охарактеризован полирезистентный штамм Sаlmопеllа Newport MDR-AmpC,
относящийсЯ к междунаРодномУ клонУ высокогО риска. Оценена

чувствительность штаммов сaчIьмонелл, устойчивьIх к цефалоспоринам

расширенного спекта, к другим Еrльтернативным антибиотикам.

В пятой главе автором проведеЕо сравнение методических подходов к
вьUIвлению резистеЕтности к хинолонам у саJIьмонелл, особенно

устойчивости низкого уровня, вьUIвление которой наиболее проблематично в

бактериологических лабораториях, использующих диско-диффузионный
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метод и один индикаторный препарат пефлоксацин. В данной главе автор

на}чно обосновал предложенный им алгоритм выявления устойчивости к этой

группе препаратов, включающий скрининг диско-диффузионным методом с

двумя индикаторными препаратами - пефлоксаuином и на.лидиксовой

кислотой, и определение МПК ципрофлоксацина. Данный раздел имеет

большое практическое значение дJIя совершенствования лабораторной

диzгностики устойчивости к хинолонам в рутинной практике.

Шестая глава вкJIючает результаты изrlения механизмов

резистентности сЕUIьмонелл к хинолонам, полr{енные молекуJIярно-

генетическими методами - секвенирование по Сенгеру и полногеномное

секвенирование. Описаны варианты сочетания однонукJIеотидньIх замен в

хромосомных rенах glrA и parC, выявленные автором, оценено их

соответствие разли.Iным уровнJIм устойчивости штаммов сtUIьмонелл, дана

детirльн€ш характеристика штамма Sаlmопеllа Kentucky ST198,

принадлежащего к международному кJIону высокого риска с высокоуровневой

устойчивостью к фторхинолонам.

В седьмой главе охарактеризованы молекулярные механизмы

множественной устойчивости, выявленные автором у штаммов возбудителя

брюшного тифа: описаны варианты и сочетания хромосомных мутаций и

плазмидЕьrх генов. В этом рЕвделе автор обоснов€ш перечень индикаторных

антибиотиков, необходимый для осущестыIениJI адекватного и достоверного

мониторинга чувствительности саJIьмонелл, включающий не только

антибиотики выбора и альтернативные, использ).ющиеся для лечениrI

сальмонеллезных инфекций (аминопенициллины, цефалоспорины,

фторхинолоны, :витромицин, хJIорамфеникол, триметоприй

сульфаметоксазол, нитрофураны), но также критически важные для медицины

(карбапенемы), позволяющие выявить важный механизм резистентности
(налидиксовая кислота, пефлоксацин, чефокситин), перспективные дul
лечения инфекций, вызванных полирезистентными штаммами (колистин,

тигециклин), антибиотики-маркеры эпидемическю( междлародньD( кJIонов

возбудитетrя (аминогликозиды, тетрацишrин).
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В восьмой главе приведены результаты молекулярно-генетического

типирования штаммов возбудителя брюшного тифа методами пульс-гель-

электрофореза, мультилокусного сиквенс-типирования (MLST) и SNP-

типирования. Результаты молекуJIярно-генетического типирования,

поJryченные различными методами, представлены в виде сводной таблицы,

что дает возможность сравнительной оценки их эпидемиологической

информативности. В главе представлено филогенетическое дерево,

построенное автором по результатам SNР-типирования, где российские

штаммы представлены в структуре мировой погIуJIяции возбудителя.

В главе <Обсуяцение результатов)> автор обобщила пол)rченные

результаты и проанализировЕrла ситуацию, сложивIIIуIося в Российской

Федерации, в сравнении с имеющимися научными отечественными и

зарубежными данными.

,Щиссертацию завершЕtют восемь выводов, основанных на полr{енных

результатах, которые соответствуют поставJIенным цели и задачам и

отажают содержание всех этапов диссертационной работы.

В разделе <<Праrсгические рекомендацпп) дано семь предложений

относительно совершенствования различньD( этапов мониторинга

устойчивости к антибиотикам у штаммов с€uIьмонелл, касающиеся выбора

индикаторных препаратов, €шгоритмов тестирования и оценки результатов.

Таким образом, диссертационнаlI работа Егоровой Светланы

Александровны явJulется завершенным на}чным исследованием, обладающим

науlной новизной, теоретической и пракгической значимостью.

Соответствпе спецпальЕости

По направленности исследов€lния и использовЕlнным в работе методtlп4,

представленным положениям и выводаN! диссертационная работа Егоровой

Светланы Александровны соответствует паспорц/ специzlльности наrlных

работников 03.02.0З - микробиология (медицинские наlки) и области

исследованиrl: гIункгы 1 - <Проблемы эвоJIюции микроорrанизмов,

устЕlновление их филогенетического положения>, 2 - <<Выделение,
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культивирование, идеrгп,rфикация Iч{IпФоорганизмов), З - <Морфология

физиология, биоюшия и генетика микрооргrlнизмов> и 4 - <Исследование

микроорганизмов на погryJUIционном уровне).

В тексте диссертации имеются стилистические и грамматические

ошибки. Имеющиеся замечания не носят принципиального харакгера, не

влияют на обrrlуо положительную оценку диссертационной работы.

В ходе подробного изr{ения работы возникJIи вопросы:

l. По результатам исследования выявил ли автор отличия в механизмЕlх

резистентности к бета-лаюамам, характерные для штаммов сtulьмонелл,

отличающие их от штаммов других энтеробактерий?

2. Выявлены ли в ходе диссертационного исследования значительные отличия

в механизмах резистентности среди погryляции российских и зарубежньrх

штаммов сальмонелл?

3. Насколько значимы для кJIинической практики высокие пока}атели

резистентности сЕUIьмонелл к нитрофуранам и колистину, выявленные

автором? Какими молекуJIярными механизмами обусловrrена устойчивость к

этим препаратам?

закlrюченне

,Щиссертационная работа Светланы Александровны Егоровой на тему

<<мониторинг чувствительности бактерий рода sаlпопеllа к антибиотикам с

rreToM молекулярных механизмов резистентности)> явJLяется законченным

наr{ным трудом, в котором на основании выполненных автором

исследований решена проблема совершенствованиrI микробиологического

мониторинга сальмонеллезов, связаннuЦ с риском возникновениJI И

распространения устойчивых к антибиотикам штаммов, имеющzrя важное

значение для медицинской микробиологии.

,Щиссертационная работа Светланы Александровны Егоровой

<мониторинг чувствительности бактерий рода sаlmопеllа к антибиотикам с

г{етом молекуJlярньIх механизмов

соискание у^rеной степени доктора

резистентности)), представJIеннаrI на

медицинских на}к по специrшьности
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03.02.03 - микробиология по актуальности, на)rчной новизне и практической

значимости результатов, объему проведенных исследований соответствует

требованиям пункта 9 <Положения о присуждении r{еньж степеней>>,

утвержденного постановJIением Правительства Российской Федерации от

24.09.2О|З Ns 842 (с изменениями в редакции постановлений Правительства

Российской Федерации от 21.04.201б Nч ЗЗ5, от 02.08.2016 Nq 748, от

29.05.20l7 Ns б50, от 28.08.2017 JФ 1024, от 01.10.2018 Ns 1168),

предъявJIяемым к диссертациям на соиск€lние rrеной степени доктора

медицинских наук, а ее автор Светлана Александровна Егорова заслуживает

присуждения уrеной степени доктора медицинских наук по специ€lпьности

0З.02.03 - микробиология.
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