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Молекулярно-генетические особенности и распространенность генов 
резистентности Salmonella enterica к тетрациклину

Решетнева И.Т., Рукосуева Т.В., Перьянова О.В.
ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» Минздрава России, Красноярск, Россия

Цель. Изучить распространенность генетических детерминант резистентности к тетрациклинам 
(tetА, tetB, tetC) у сальмонелл в Красноярском крае и определить эпидемиологически наиболее зна-
чимые детерминанты tet-генов.
Материалы и методы. Изучены культуры сальмонелл, выделенные на территории Красноярского 
края при диагностике острых кишечных инфекций, проведении профилактических медицинских ос-
мотров, санитарно-эпидемиологических исследований. Идентификацию проводили с учетом мор-
фо-тинкториальных, культуральных, биохимических, антигенных свойств, фаголизабельности. 
Чувствительность к антимикробным препаратам определяли диско-диффузионным методом. Для 
определения tetА, tetВ и tetС генов использовали полимеразную цепную реакцию с последующей де-
текцией продуктов амплификации с помощью электрофореза в агарозном геле.
Результаты. Изучено 67 штаммов, отнесенных при фенотипическом исследовании к категории ре-
зистентных к тетрациклину и с промежуточной чувствительностью. Установлено, что у 76,1 ± 6,9% 
сальмонелл имеется одна или несколько детерминант резистентности. Распространенность гена 
tetА составила 70,2 ± 5,2%; tеtB – 7,8 ± 3,4%; tеtС – 8,3 ± 4,0%. У 3,1 ± 5,0% изолятов обнару-
жено одновременное наличие tеtА и tеtB локусов; у 6,3 ± 7,4% – tеtА и tеtС. Все штаммы, имеющие 
по 2 локуса, фенотипически проявили резистентность к тетрациклинам.
Выводы. Наиболее часто встречавшейся детерминантой, обуславливающей резистентность к те-
трациклину у сальмонелл, является tеtА ген, который выявлен у 70,2 ± 5,6% изолятов. Гены tеtB и 
tеtC встречаются значительно реже – 7,8 ± 3,4% и 8,3 ± 4,0% соответственно. Так как детерми-
нанты tеtА, tеtB и tеtC связаны с мобильными генетическими элементами, их горизонтальный пере-
нос другим видам микроорганизмов высоко вероятен. 

Molecular genetic features and prevalence of tetracycline resistance genes 
in Salmonella enterica

Reshetneva I.T., Rukosueva T.V., Peryanova O.V.
Prof. V.F. Voino-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russia

Objective. To assess prevalence of genetic determinants of tetracycline resistance (tetA, tetB, tetC) in 
Salmonella in the Krasnoyarsk Territory and to identify the most epidemiologically significant tet genes.
Materials and methods. The study included Salmonella cultures isolated in the Krasnoyarsk Territory during 
the diagnosis of acute intestinal infections, occupational health examinations, and sanitary-epidemiological 
investigations. Identification was based on morphological and staining characteristics, as well as cultural, 
biochemical, antigenic properties and phage lysis. Antimicrobial susceptibility was determined using the 
disk diffusion method. The presence of tetA, tetB, and tetC genes was determined by polymerase chain 
reaction (PCR), followed by electrophoretic detection of amplification products in agarose gel.
Results. A total of 67 strains classified as resistant or moderately sensitive to tetracycline based on 
phenotypic testing were examined. Resistance determinants were detected in 76,1 ± 6,9% of isolates. The 
prevalence of the tetA gene was 70,1 ± 5,2%, tetB – 7,8 ± 3,4%, and tetC – 8,3 ± 4,0%. Simultaneous 
presence of tetA and tetB was found in 3,1 ± 5,0% of isolates; tetA and tetC – in 6,3 ± 7,4%. All strains 
carrying two loci exhibited phenotypic resistance.
Conclusions. The tetA gene was the main determinant of tetracycline resistance in Salmonella, detected 
in 70,2 ± 5,6% of isolates. The tetB and tetC genes were significantly less common — 7,8 ± 3,4% and 
8,3 ± 4,0%, respectively. Given that tetA, tetB, and tetC are associated with mobile genetic elements, 
their horizontal transfer to other microorganisms is highly likely and of epidemiological concern.
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Введение

Использование антибактериальных препаратов в 
медицинской практике позволяет существенно улуч-
шить результат терапии инфекционных заболеваний, 
предотвратить осложнения инвазивных и других лечеб-
ных манипуляций. Вместе с тем эффективность терапии 
снижается вследствие приобретения микроорганиз-
мами резистентности. Одной из причин возникнове-
ния приобретенной устойчивости к антибактериальным 
препаратам является их широкое применение в сель-
ском хозяйстве, особенно в птицеводстве и животно-
водстве, где антибиотики используют не только для ле-
чения заболеваний, но и в качестве профилактических 
средств, а также средств, стимулирующих рост жи-
вотных, а в пищевой промышленности в качестве кон-
сервантов [1]. По данным ВОЗ сельскохозяйственные 
животные получают антибиотиков больше, чем исполь-
зуется в медицине для лечения человека. Согласно дан-
ным Управления по контролю за продовольствием и ме-
дикаментами США (U.S. Food and Drug Administration) 
около 80% антибактериальных препаратов, произ-
веденных и купленных внутри страны, используется в 
животноводстве [2], и, по прогнозам, использование 
антибиотиков в животноводстве в ближайшее десяти-
летие не имеет тенденции к снижению [1]. С этой це-
лью применяют лекарственные средства не только ис-
ключительно ветеринарного направления, но и такие, 
которые используются для лечения инфекционных за-
болеваний у людей. К таким актуальным препаратам, 
широко используемым и в сельском хозяйстве, и в ме-
дицине, относятся тетрациклины. Применение антибио-
тиков способствует формированию устойчивых штам-
мов сальмонелл. Особую опасность представляет 
горизонтальный перенос генов резистентности от бак-
терий животных к бактериям человека. Попадание ми-
кроорганизмов и их ДНК в продукты питания приводит 
к распространению детерминант устойчивости, в т.ч. к 
препаратам последних поколений. В большинстве ис-
следований отмечено значение быстрого распростра-
нения конъюгативных плазмид в формировании рези-
стентности к антибиотикам [3, 4].

Заболеваемость сальмонеллезом в промышленно 
развитых странах не имеет тенденции к снижению. 
Часто такие заболевания имеют зоонозное происхож-
дение. Основным фактором передачи сальмонеллез-
ной инфекции являются контаминированные продукты 
питания животного происхождения. Возбудители при-
обретают устойчивость у животного-хозяина с после-
дующей передачей человеку по пищевой цепочке. В 
настоящее время широко распространены штаммы 
Salmonella spp. с устойчивостью к противомикробным 
препаратам [5–8].

Цель исследования – изучить распространенность 
генетических детерминант резистентности к тетра-
циклинам (tetА, tetB, tetC) у сальмонелл на территории 
Красноярского края и определить эпидемиологически 
наиболее значимые детерминанты tet-генов.

Материалы и методы

Проведено исследование изолятов Salmonella ente­
rica, выделенных на территории Красноярского края 
при диагностике острых кишечных инфекций, прове-
дении профилактических обследований, санитарно-
эпидемиологических исследований.

Идентификацию микроорганизмов проводили по об-
щепринятой методике с учетом морфо-тинкториальных, 
культуральных, биохимических, антигенных свойств, 
чувствительности к диагностическому сальмонеллез-
ному бактериофагу [9]. Чувствительность к антимикроб-
ным препаратам определяли диско-диффузионным мето-
дом [10] на среде Мюллера-Хинтон (HiMedia, Индия) с 
применением стандартных дисков (BD BBL, США). Для 
тестирования антибиотикочувствительности микроор-
ганизмов готовили стандартную суспензию из суточ-
ной культуры в концентрации 1,5 × 108 КОЕ/мл, соот-
ветствующей стандарту мутности 0,5 по МакФарланду. 
Инкубацию проводили в течение 20–24 ч. при темпе-
ратуре 35°С. Контроль качества определения чувстви-
тельности сальмонелл к антибактериальным препаратам 
проводили при каждом исследовании с использованием 
референс-штамма E. сoli АТСС 25922 в соответствии 
с рекомендациями Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI).

Для молекулярно-генетических исследований ото-
брали изоляты фенотипически резистентные и с про-
межуточной чувствительностью к тетрациклину. Опре
деляли наличие у сальмонелл локусов tetА, tetВ и tetС, 
ответственных за резистентность к тетрациклину. Для 
проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) изо-
ляты сальмонелл культивировали на плотном питатель-
ном агаре (HiMedia, Индия) при температуре 35–37°C 
в течение 18–24 ч. Для экстракции ДНК использо-
вали коммерческий комплект реагентов «АмплиПРАЙМ 
ДНК-сорб-АМ» (НекстБио, Россия).

Количество исследованных изолятов и праймеры для 
идентификации генов резистентности указаны в Таб
лице 1. Праймеры изготовлены ЗАО «Евроген» (Россия); 
реактивы для ПЦР – Thermo Fisher Scientific (США). 
Режимы проведения ПЦР приведены в Таблице 2.

Детекцию продуктов амплификации ПЦР проводили 
с помощью электрофореза в 1,5% агарозном геле с ис-
пользованием бромистого этидия. В качестве контроля 
молекулярной массы использовали молекулярный мар-
кер с шагом 100 п.н. (Sigma-Aldrich, Япония).

Для статистической обработки результатов использо-
вали IBM SPSS Statistics (SPSS, версия 22.0; IBM, США). 
Для анализа качественных данных рассчитывали долю 
(%) с 95% доверительным интервалом (ДИ). Результаты 
представлены в формате «%  ±  ДИ». Для оценки стати-
стической значимости различий между группами исполь-
зовали критерий Пирсона χ2. Статистически значимыми 
считались различия при p < 0,05.
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Результаты 

Исследовали изоляты S. enterica, выделенные из раз-
личных объектов на территории Красноярского края 
(от больных людей, бактерионосителей, из пищевых 
продуктов, мяса кур, сточных вод). Из фекалий чело-
века выделено 95% изолятов; 5% – из других объек-
тов. Среди выделенных культур преобладал серовар 
Salmonella Enteritidis (81,3 ± 5,6%). Для фенотипиче-
ского определения чувствительности к антибиотикам 
использовали диски с антибиотиками, рекомендован-
ные ВОЗ для мониторинга за чувствительностью саль-
монелл (амикацин, гентамицин, ампициллин, амок-
сициллин-клавуланат, цефтриаксон, хлорамфеникол, 
ципрофлоксацин, имипенем, офлоксацин, тетрациклин, 
ко-тримоксазол). Результаты исследования показали, 
что чувствительность изолятов к протестированным ан-
тимикробным препаратам составила от 73,6 ± 7,3% до 
99,2 ± 1,6% за исключением тетрациклина. Доля чув-
ствительных к тетрациклину штаммов не превысила 
трети (22,1 ± 6,9%).

Из 170 исследованных культур для молекулярно-ге-
нетических исследований отобрано 67, отнесенных при 
фенотипическом исследовании к категории «резистент-
ных» и с «промежуточной чувствительностью» к те-
трациклину. Из них с «промежуточной чувствительно-
стью» 33 изолята (49,2 ± 6,1%); 34 – «резистентных» 
(50,8 ± 6,1%). В нашем исследовании у штаммов, от-
несенных к резистентным, отмечена либо полная за-
держка роста вокруг диска («нулевая зона задержки 
роста»), либо зона задержки в диапазоне от 10 до 14 
мм («ненулевая зона задержки роста»). Подавляющее 
большинство резистентных сальмонелл оказались штам-
мами с полностью отсутствующей зоной задержки ро-

ста вокруг диска с тетрациклином – 27 изолятов 
(79,4 ± 6,9%). Резистентных изолятов с ненулевой зо-
ной было 7 (20,6 ± 6,9%) (Рисунок 1).

У штаммов с различной степенью резистентности 
определяли наличие tetА, tetВ и tetС генов. Установлено, 
что у 76,1 ± 5,2% исследованных изолятов сальмонелл 
был выявлен один или несколько генов резистентности 
к тетрациклину. 

Распространенность гена tetА у 67 протестиро-
ванных изолятов S. enterica составила 70,2 ± 5,6%. 
Наличие гена tеtB изучено у 64 изолятов, встречаемость 
tеtB гена составила 7,8 ± 3,4%. Ген tеtС определяли у 
48 штаммов, частота этого гена составила 8,3 ± 4,0% 
(Рисунок 2).

У некоторых исследованных культур S. enterica было 
обнаружено одновременное присутствие нескольких де-
терминант резистентности к тетрациклину. Сочетание 
генов выявлено у 5 штаммов, что составило 7,5 ± 3,2%. 
Из 64 изолятов, исследованных на наличие tеtА и tеtB 
локусов, одновременное наличие обоих генов обна-
ружено у 2 штаммов, что составило 3,1 ± 4,9%. Оба 
эти штамма фенотипически имели нулевую зону за-
держки роста. Присутствие двух генов резистентности 
к тетрациклину tеtА и tеtС установлено у 3 из 48 изо-
лятов (6,3 ± 7,4%), все 3 штамма фенотипически пока-
зали резистентность к тетрациклину; у двух из них зона 
задержки роста полностью отсутствовала. Штаммы, 
имеющие в своем составе одновременно tеtB и tеtС, а 
также все три определяемые детерминанты резистент-
ности (tеtА, tеtB и tеtС) в нашем исследовании не были 
выявлены.

Один из исследованных изолятов имел только tеtС 
локус, фенотипически он отнесен к штаммам с промежу-
точной чувствительностью.

Таблица 1.	Последовательности праймеров, используемые для амплификации генов устойчивости к тетрациклину 

Гены Количество исследованных 
изолятов Праймер Размер (п.н.) Источник

tetА 67 5'-GTAATTCTGAGCACTGTCGC-3' 950 [11]

5'-CTGCCTGGACAACATTGCTT-3'

tetВ 64 5'-CTCAGTATTCCAAGCCTTTG-3' 430 [12]

5’-ACTCCCCTGAGCTTGAGGGG-3’

tetС 48 5’-GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC-3’ 505 [12]

5’-CCTCTTGCGGGATATCGTCC-3’

Таблица 2.	Режимы ПЦР

Гены
Режим ПЦР

ИсточникПредварительная 
денатурация Денатурация Отжиг Элонгация Количество 

циклов

tеtА 94°C, 3 мин. 95°C, 15 сек. 57°C, 30 сек. 72°C, 1 мин. 30 [11]

tеtB 94°C, 3 мин. 94°C, 1 мин. 52°C, 1 мин. 72°C, 1 мин. 30 [12]

tеtС 94°C, 3 мин. 94°C, 1 мин. 65°C, 1 мин. 72°C, 1 мин. 30 [12]

Заключительный этап каждой программы: 72°C 10 мин.; затем образцы выдерживались при температуре 4°C до проведения анализа.
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с тем, что в соответствии с клиническими рекоменда-
циями тетрациклин не входит в список рекомендован-
ных антибиотиков согласно протоколам лечения сальмо-
неллезов у человека [13]. Российские рекомендации по 
определению резистентности [10] и EUCAST (European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) не со-
держат критериев для интерпретации результатов те-
стирования чувствительности к тетрациклину у сальмо-
нелл, так как он считается клинически неэффективным. 
Однако в животноводстве и птицеводстве продолжа-
ется активное использование антибиотиков не только 
для профилактики и лечения, но и в качестве стимуля-
тора роста. Одними из актуальных препаратов для этого 
являются тетрациклины [14, 15]. Вероятно, резистент-
ность к тетрациклину сальмонеллы приобретают не в че-
ловеческой популяции, а преимущественно в популяции 
животных [15]. В то же время американский стандарт 
CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) сохраняет 
пограничные значения определения чувствительности к 
тетрациклину, что является важным для научных иссле-
дований, например, по отслеживанию путей передачи 
генов резистентности от изолятов из популяции живот-
ных к человеческой популяции.

Для изучения молекулярно-генетических механиз-
мов резистентности к тетрациклину у сальмонеллы 
было исследовано наличие трех генов: tеtА, tеtB и 
tеtC. Для тестирования были выбраны штаммы, фено-
типически резистентные к тетрациклину и с промежу-
точной чувствительностью. В нашем исследовании у 
76,1 ± 5,2% изолятов обнаружено наличие этих генов, 
что сопоставимо с данными, полученными в других ре-
гионах [16], однако в некоторых работах отмечен бо-
лее низкий уровень выявляемости данных локусов у 
сальмонелл [17–19].

Из трех определяемых генов наибольшее значение 
в формировании резистентности сальмонелл к тетра-
циклину имеет высокая распространенность у бактерий 

Рисунок 1.	Спектр резистентности к тетрациклину 
у исследованных изолятов (абсолютные значения)

Рисунок 2.	Частота встречаемости генов tetА, tetВ, tetС 
у штаммов S. enterica, отнесенных к категории 
резистентных и промежуточно чувствительных 
к тетрациклину

Обращает на себя внимание тот факт, что с умень-
шением фенотипически проявляемой чувствительности 
увеличивалась частота наличия tetА гена. Так, у изоля-
тов, отнесенных к категории микроорганизмов c проме-
жуточной чувствительностью, tetА локус был обнаружен 
в 54,6 ± 8,7%, у изолятов, относящихся к категории 
резистентных с ненулевой зоной задержки роста  – 
71,4% ± 17,1%. У резистентных изолятов с полным от-
сутствием зоны задержки роста выявляемость tetА гена 
составила 88,9 ± 6,1% (р < 0,05) (Рисунок 3).

Обсуждение

Изучение чувствительности к антибактериальным 
препаратам сальмонелл, выделенных на территории 
Красноярского края, выявило высокую резистентность 
нетифоидных сероваров S. enterica к тетрациклину. На 
первый взгляд это может показаться нелогичным в связи 

Рисунок 3.	Частота встречаемости tet генов у изолятов 
с различным уровнем резистентности
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S. enterica tetА гена, который встречается у 70,2 ± 5,6% 
изученных штаммов. Эти показатели также близки к 
данным, полученным другими авторами [16, 20, 21]. Ряд 
авторов показывают более низкую распространенность 
этого гена [18, 22], тем не менее, во всех исследова-
ниях среди генов резистентности к тетрациклину пре-
валирует именно tetА [7, 23–25]. Кроме того, в нашем 
исследовании установлено, что с уменьшением феноти-
пически проявляемой чувствительности увеличивается 
частота встречаемости tetА гена. Ген tetA достоверно 
чаще встречается у резистентных, чем у изолятов с про-
межуточной чувствительностью (р < 0,05); у резистент-
ных изолятов tetA преобладает в группе с нулевой зоной 
(88,9 ± 6,1%, р < 0,05). Это позволяет предположить, 
что штаммы, фенотипически расцененные как изоляты с 
промежуточной чувствительностью, имеют высокий по-
тенциал к развитию резистентности, что может говорить 
о «скрытом» генетическом резерве устойчивости, не 
проявляющемся фенотипически полностью. Отсутствие 
зоны задержки роста может сигнализировать о том, что 
бактерии обладают механизмом инактивации препа-
рата, который разрушает антибиотик быстрее, чем он 
диффундирует в агар. Несмотря на то, что в рекоменда-
циях по определению чувствительности такая категория 
как «нулевая зона» или полное отсутствие зоны инги-
биции не используется, мы посчитали, что в совокупно-
сти с другими показателями это может оказаться инте-
ресным.

Распространенность tеtB и tеtС генов оказалась 
значительно ниже: 7,8 ± 3,4% и 8,3 ± 4,0% соответ-
ственно, что согласуется с другими исследованиями ре-
зистентности к тетрациклину у сальмонелл, выделенных 
из различных объектов (человека, кур, свиней и т.д.) [7, 
18, 26, 27]. Таким образом, tеtB и tеtС-гены не являются 
основными в обеспечении резистентности сальмонелл к 
тетрациклину.

В нашем исследовании у большинства сальмо-
нелл обнаружена только одна генетическая детерми-
нанта резистентности к тетрациклинам, но у 5 изолятов 
(7,5 ± 3,2% от всех исследованных штаммов), выяв-
лено наличие двух локусов резистентности: tеtА и tеtB 
или tеtА и tеtC. Полученные данные согласуются с ре-
зультатами других авторов о распространенности одно-
временно нескольких детерминант резистентности к те-
трациклину у сальмонелл и других грамотрицательных 
микроорганизмов [28, 29]. Кроме того, все штаммы, у 
которых обнаружено одновременное присутствие не-
скольких генов резистентности, проявили устойчивость 
к тетрациклину, среди них не выявлено изолятов с про-
межуточной чувствительностью.

Тетрациклины – это антибактериальные средства 
широкого спектра действия, механизм действия кото-
рых направлен на обратимое связывание с малой 30S 
субъединицей бактериальной рибосомы, что приводит 
к блокированию синтеза белка. Выделяют два основ-
ных механизма резистентности к тетрациклинам: эф-
флюкс-помпы цитоплазматической мембраны и защита 
мишени [16, 30]. Резистентность сальмонелл к тетра-

циклину чаще достигается за счет механизма эффлюкса, 
детерминированного tеtА, tеtB, tеtC и другими генами. 
Эффлюкс-насосы характерны не только для сальмонелл, 
их обнаруживают у многих грамотрицательных бакте-
рий [31]. Гены tеtА, tеtB, tеtC могут быть локализованы 
на транспозоне Tn10, передаваемом между микроорга-
низмами конъюгативными плазмидами [32]. IS-элементы 
транспозонов обеспечивают их включение в негомоло-
гичный геном. Механизмы резистентности, кодируемые 
генами, расположенными в мобильных генетических 
элементах, имеют особое эпидемиологическое значе-
ние. Было показано, что передача генов антибиотико-
резистентности возможна не только внутри штаммов 
одного вида, но и между микроорганизмами разных ви-
дов [33]. В настоящее время выделяют два варианта 
по скорости формирования приобретенной резистент-
ности: хромосомный (медленный тип) и плазмидный или 
транспозонный (быстрый тип). Распространение хромо-
сомного типа резистентности может занять примерно 
5–10 лет при условии постоянного использования од-
ной и той же группы препаратов. Быстрая плазмидная 
или транспозонная резистентность развивается в тече-
ние 1–2 лет [34, 35]. На сегодняшний день tеt-гены опи-
саны у Enterobacterales, Pseudomonadaceae, а также у 
Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Treponema и Vibrio 
[36]. Таким образом, расположение генов антибиотико-
резистентности на мобильных генетических элементах 
способствует их быстрому внутри- и межвидовому рас-
пространению у бактерий, которые находятся как в ор-
ганизме человека и животных, так и на объектах окру-
жающей среды.

В настоящее время тетрациклины широко исполь-
зуются для терапии инфекций, вызванных аэробными 
и анаэробными микроорганизмами, грамотрицатель-
ными и грамположительными бактериями, в том числе 
внутриклеточными возбудителями и бактериями, ли-
шенными клеточной стенки [31, 37–39]. В связи с воз-
можной передачей генов резистентности другим видам 
бактерий, проблема резистентности сальмонелл к те-
трациклину имеет большое эпидемиологическое зна-
чение и выходит за пределы терапии сальмонеллезных 
инфекций. 

Выводы

Резистентность нетифоидных сероваров S. enterica к 
тетрациклину в Красноярском крае высокая.

Исследованные изоляты сальмонелл в 76,1 ± 5,2% 
оказались носителями tеtА, tеtB и tеtC детерминант.

Среди сальмонелл фенотипически резистентных к 
тетрациклину и с промежуточной чувствительностью, 
наиболее часто встречающейся детерминантой, обу-
славливающей резистентность к тетрациклину, явля-
ется tеtА ген, выявленный у 70,2 ± 5,6% культур. Гены 
tеtB и tеtC встречаются значительно реже (7,8 ± 3,4% и 
8,3 ± 4,0% соответственно).

В заключении следует отметить, что так как tеt гены 
часто связаны с мобильными генетическими элемен-
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тами, значимость их горизонтального переноса другим 
видам микроорганизмов высоко вероятна, что может 
снижать эффективность использования препаратов те-
трациклинового ряда для лечения инфекций человека. 

Таким образом, эпидемиологический контроль и изуче-
ние распространенности генов резистентности у сальмо-
нелл необходимы для мониторинга состояния резистент-
ности к тетрациклину в ветеринарии и медицине.
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