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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. 
Энтеробактерии рода Kiebsiella в последние годы привлекают внимание исследователей, так как, обладая выраженной биологической и эко​логической пластичностью, они могут приобретать возможность к дли​тельному существованию в организме человека, животных и широкому распространению во внешней среде (И.Б.Куваева, 1976; Б.А.Курбатова с соавт., 1984; В.А.Зюзин с соавт., 1988; А.П.Ковалева с соавт., 1989; 1993; А.В.Бойко, 1990; Н.Л.Ткаченко, 1990;  А.А.Туратбекова, 1992; Ю.В.Вертиев, 1996; С.Д.Митрохин с соавт., 1997; С.В.Прозоровский с соавт., 1998; Н.Л.Титова, 2001; M.W.Casewel et al., 1978; E.Riser et al., 1980; M.A.Gaston et al., 1987; P.R.Kothari et al., 2003; Z.Xiong, 2004).

Информация о заболеваниях, в этиологии которых принимают участие клебсиеллы, постоянно растет. Эти микроорганизмы могут играть этиологическую роль при возникновении пнев​моний, инфекций мочеполовой системы, глазных болезней, полиарт​ритов (О.П.Сельникова, 1982; 1992; В.М. Бондаренко с соавт., 1986, 1987; 2000; Г.М. Газиев с соавт., 1986; В.М. Сорокин, 1991; Я.С. Усаева, 1995; О.П.Кузнецова с соавт., 1997; А.П.Титов, 2001; M.W.Casewel et al., 1972; 1975; A.J.Eidelman et al., 1978; H.Milch et al., 1981; N.J.Zegakis et al., 1995; T.Kiwamoto et al., 2004).
Клебсиеллезные инфекции имеют склонность к затяжному течению, патогенетической основой которых является персистенция возбудителя в организме хозяина (Ж.Г.Шабан с соавт., 1999; О.В.Бухарин, 2000; О.Н.Лопаткин с соавт., 2000;  O.Flidel-Rimon et al., 2003).
Колонизация клебсиеллами различных экологических ниш организма является фактором риска развития инфекции у бактерио​носителей и играет существенную роль в эпидемиологии нозокомиальных и внебольничных инфекционных заболеваний (Л.Д. Мартыненко, 1996; C.Richard, 1973; 1982; C.C.Lin et al., 2005). До настоящего времени остается практически неизученными вопросы частоты колонизации и персистенции клебсиелл у человека, живущего в условиях экологического прессинга крупного промышленного города. Многие ас​пекты изучения причинно-следственных связей условий среды обитания и биологии клебсиелл остаются нерешенными. За последние годы, несмотря на то, что появились работы, посвященные распространенности этого микроорганизма на биотических и абиотических объектах, сведения о причинах этого феномена в различных экосистемах макроорганизма в зависимости от эколого-климатических условий отсутствуют (M.Koster et al., 2000; L.H.Su et al., 2001; A.R.Mavziutov et al., 2002; V.Yadav et al., 2003; W.Cko et al., 2005).
В связи с изложенным целью работы явилось определение особенно​стей колонизации клебсиеллами различных экологических ниш, выяснение  взаимосвязи между биологическими свойствами бактерий и происхожде​нием штаммов.
Для достижения указанной цели представлялось необходимым реше​ние следующих задач:
1.  Провести анализ многолетних данных территориального рас​пространения клебсиелл и установить особенности сукцессии в различных экологических нишах.
2.  Определить частоту встречаемости этого микроорганизма в био​ценозах людей, проживающих в неравнозначных по уровню техногенной нагрузки условиях.
3.  Обосновать значение климатических факторов, влияющих на се​зонность колонизации биоценозов клебсиеллами.
4.  Выявить основные биологические свойства микробов, колонизи​рующих различные экосистемы.
5.  Провести скрининг штаммов клебсиелл  на наличие плазмидной ДНК.
6.  Разработать математическую модель, дающую основание прогно​зировать динамику нарушения микроэкологии при участии  в биоценозе клебсиелл.
Научная новизна. Впервые изучена распространенность клебсиелл в различных экологических нишах.
Впервые выявлено наличие персистентных признаков у клебсиелл, частота встречаемости средних и высоких значений которых убывает в ряду южного и северного топодемов города, что подтверждает глубокие нарушения микрофлоры кишечника и кожи у жителей этих районов г. Волгограда.
Установлены различия в популяционной структуре штаммов, выделен​ных у здоровых, больных хирургических, терапевтических стациоанров и внешней среды.

Определение плазмидного профиля признаков патогенности показало большую генетическую гетерогенность у штаммов, выделенных в районе наибольшего экологического неблагополучия (Южный топодем).

Практическая ценность исследований. Полученные в работе данные расширяют теоретические представле​ния о роли клебсиелл в формировании нарушений микрофлоры открытых экосистем макроорганизма.
Результаты проведенных исследований дали основание определить распространенность клебсиелл в зависимости от эколого-климатических условий региона обследования.

Положения, выносимые на защиту:
1. Обоснована возможность использования математической модели позволяющей с высокой степенью достоверности отличить клинические штаммы клебсиелл от культур полученных с объектов абиотической природы.

2. В популяции людей, проживающих в районах с интенсивной тех​ногенной нагрузкой, частота микроэкологических нарушений в кишечнике и коже высока и достигает 50%, что способствует колонизации УПЭБ. в том числе и в 9,5% клебсиеллами.
3.  Аутофлора кожи и кишечника больных, проживающих в регионах экологического   прессинга  (южный   и   северный   топодемы),  отличается большой частотой «агрессивных» патоворов.
Апробация работы. Материалы исследования доложены и обсуждены на конференциях молодых ученых (2002, 2003, 2004, 2005), а также на научных сессиях Волго​градского государственного медицинского университета в 2002 - 2005 го​ды.
Основные положения диссертации опубликованы в 5-ти печатных работах.

Структура и объем работы. Диссертационная работа состоит из введения, обзора литературы, 5 глав собственных исследований, обсуждения и выводов, указателя литера​туры, включающего 201 источник, в том числе 151 - отечественный и 50 - за​рубежных. Работа изложена на 110 страницах машинописного текста, ил​люстрирована 7 рисунками и 25 таблицами.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для решения поставленных задач нами проанализированы многолетние данные колонизации условно-патогенными энтеробактериями, в том числе клебсиеллами открытых экосистем различных групп здоровых и больных людей.  Подвергнуты анализу данные 8861 обследованных различных экониш г. Волгограда.

Микрофлора была изучена у 5801  человека, из которых 4045 были больны кишечным дисбактериозом, 460 - практически здоровые люди, 400 - больные, находящиеся на лечении в хирургических стационарах и терапевтических стационарах, 3000 - внешней среды.

При этом   идентифицировано 2532 штаммов бактерий, обнаружено 752 культуры клебсиелл, что в среднем составило 4,8%.

Микрофлора кишечника и кожи изучалась по методу Haenel (1973) с оценкой биоценоза по М.Э.Микельсаар (1988).

Качественный и количественный состав клебсиелл, колонизирующих полость рта и кожу оценивали по микрофлоре, изучая биоценоз 11 биотопов (зубной налет, поверхность языка, слизистая оболочка щеки, неба, а также лоб, грудь, межпальцевые промежутки правой и левой рук, нижняя треть обеих конечностей, промежность).

Культуры, выросшие на питательных средах при посеве из наибольших разведений (1:10
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) подвергали групповой, родовой идентификации. Учитывая многочисленность видового состава семейства Enterobacteriaceae, «пестроту» и непостоянство их биохимических характеристик, точная биохимическая идентификация клебсиелл была проведена с использованием специальной автоматизированной системы «ЭнтроИД, YDENT».

Оценка микрофлоры и степень тяжести дисбактериоза осуществлялась по Отраслевому стандарту «Протокол ведения больных с дисбактериозом кишечника» (2003).

При бактериологическом обследовании объектов окружающей среды микрофлору изучали в соответствии с приказом Министерства здравоохранения РФ №215 от 14.04.79г., при этом учитывали общее микробное число, количество энтеробактерий в единице субстрата или см
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  площади, в дальнейшем проводили выделение чистой культуры и ее идентификацию до вида (Kl. pneumoniae).

Факторы, способствующие персистенции, оценивались по антилизоцимной  (О.В.Бухарина, 1984) и антиинтерфероновой активности  (В.Ю.Соколов, 1990). Изучение адгезивной активности бактерий проводили по методике В.И.Брилис с соавт. (1983) с использованием формализированных эритроцитов человека 0 (I) группы Rh (+).  
Скрининг штаммов K.pneumoniae на наличие плазмидной ДНК проводили, используя общепринятые методики (Маниатис) с незначительными модификациями. Хромосомную ДНК выделяли модифицированным методом, предложенным J.Marmur. 


Распространенность клебсиелл в различных экологических нишах изучали по основным критериям М.Э.Микельсаар (1986): количественная оценка распространенности клебсиелл в районах с различной экологической нагрузкой; анализ данных уровня и структуры клебсиеллеза.
Анализ сезонности и ее сравнительную оценку проводили на основании качественных и количественных показателей. 

Статистическую обработку данных проводили, используя стандартные программы "Mathcad 6,0 plus" MS Excel в среде Windows 2000 для ЭВМ "Pentium'' в автоматическом режиме и режиме программирования (С.Л.Ахназарова, В.В.Кафаров, 1985; Г.Г.Автандилов, 1990; Ю.И.Иванов, О.Н.Погарелюк, 1990).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выполняя поставленные задачи, обследована микрофлора 8710 экониш (больные, здоровые, внешняя среда), клебсиеллы в среднем обнаружены в 11,8% наблюдений.

Наибольшее количество штаммов и наивысший процент выявления зарегистрировано у больных с нарушениями аутофлоры кишечника (33,7%) и при внекишечном клебсиеллезе (пневмония, заболевания мочевыводящих путей) – 19,8% (табл.1). В биоценозе кишечника здоровых людей клебсиеллы встречались в 6,5% наблюдений. Среди бактерионосителей разных категорий этот микроорганизм регистрировался от 7,0 до 10,8% наблюдений, что касаемо внешней среды, то наиболее часто эти микроорганизмы находили в больницах (4,4%).

Таблица 1

Встречаемость клебсиелл в различных эконишах региона обследования

	
	Группы
	Всего
	Частота встречаемости клебсиелл

	
	
	
	абс.
	%

	Бактерионосители
	Практически здоровые
	460
	30
	6,5

	
	Пациенты стационаров
	400
	28
	7,0

	
	Медицинский персонал
	212
	23
	10,8

	Больные
	ОКИ
	552
	186
	33,7

	
	Внекишечный клебсиеллёз
	192
	38
	19,8

	
	Дисбактериоз
	4045
	360
	8,9

	Внешняя среда
	Больницы
	1800
	43
	4,4

	
	Жилища и рынок
	1200
	44
	3,7

	      Итого
	8861
	752
	11,8


Анализ полученных данных показал, что на территории Волгограда циркулирует значительное количество клебсиелл. Удельная значимость их постоянно растет. Так, в сумме заболеваний ОКИ в 2000 году этот микроб вызвал клебсиеллез у 26,5% больных, в 2001 – 28,4, 2002 – 32,2, 2004 – 40,3%, 2005 – 40,0%.

Помесячная оценка состава микрофлоры у жителей Волгограда позволила определить типичную динамику сезонности высева клебсиелл для этой территории (табл. 2). Установлено, что в первые три месяца года обнаружение клебсиелл регистрируется почти на одном уровне (5,8; 5,8%; 6,8% соответственно). Рост обсемененности наблюдается с апреля месяца, а в августе превышает среднегодовые показатели на 40%, при этом остается на цифрах 12,7% в октябре месяце, снижаясь в ноябре, декабре месяце (8,1; 8,9 и 8,8 соответственно).

Таблица 2
Среднемесячная встречаемость клебсиелл в микрофлоре жителей Волгограда (2000 – 2005)

	Месяцы

Показатель
	

	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII
	IX
	X
	XI
	XII
	М

	%
	5,8
	5,8
	6,8
	8,1
	6,3
	8,6
	9,3
	12,0
	11,7
	12,7
	8,1
	10,6
	8,8


Известно, что на развитие эпидемического процесса при клебсиеллезе может влиять множество факторов, не исключена возможность связи их с климатогеографическими влияниями.

В связи с этим возникла необходимость выделить из суммы метеорологических составляющих климата те конкретные ситуации, которые при определенных обстоятельствах способны вызвать у предрасположенных к развитию нарушений микроэкологии той или иной экониши колонизацию биоценоза этими микроорганизмами и вызвать клебсиеллез.

Климатическая ситуация в период исследования по характеристике конкретных факторов проявлялась резкой континентальностью и создавала хорошие модельные условия для изучения вопросов, связанных с влиянием факторов внешней среды.

Сводный дисперсионный анализ регрессии влияния метеорологических факторов на некоторые изучаемые слагаемые климата позволил выявить наличие сезонности для всех составляющих. Полученные данные свидетельствуют, что в зимние месяцы с преобладанием отрицательных температур воздуха распространенность клебсиелл падает. Максимальная корреляция при этом отмечается в летне-осенний сезон, для которого характерен наибольший коэффициент влияния (r= - 0,78).

Используя математическую модель, показано значение отдельных факторов метеокомплекса  на распространенность клебсиелл в регионе обследования. Проведенные расчеты позволили установить, что погодные ситуации, связанные с температурой 170С, способствуют значительному уменьшению, а ниже 100С почти полному прекращению влияния температурных факторов на распространенность клебсиелл.

Выявлено, что клебсиеллы в микропейзаже здорового человека встречаются редко (6,5%) в невысоком титре lg 1,34±0,08 КОЕ/ед.суб., при этом наибольшая колонизация регистрировалась на коже промежности (4,2%), наименее заселенной этими микроорганизмами была грудь, живот и лоб (соответственно 1,2; 1,7 и 1,4%). Наибольшая интенсивность обсеменения обнаружена на коже промежности lg 1,4±0,18 КОЕ/ед.суб. В минимальных количествах обсеменялась спина (lg 0,54±0,18 КОЕ/см
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). Среднеарифметическая величина микробной колонизации кожи здоровых людей составила  lg 1,23±0,07 КОЕ/ см
[image: image4.wmf]2

.

Анализ представленных сведений показал, что часто клебсиеллы высевались у лиц с дисбактериозом кишечника. При этом микроорганизмы обнаруживались не только в кишечнике, но также в полости рта. Обращает на себя внимание увеличение частоты и плотности их колонизации кожи, которая была заселена у 47,5% обследуемых со средней величиной обсемененности равной lg 3,28±0,10 КОЕ/см
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, что достоверно было выше, чем в группе здоровых людей. Часто клебсиеллы вегетировали на коже промежности (33,7%), где отмечена максимальная плотность их колонизации lg 8,30±0,08 КОЕ/см
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. Эти микроорганизмы определялись также на коже правой руки (10,4%), спины (8,3%) и груди (8,3%). Наименее заселенными микроорганизмами были правая голень и лоб (2,1 и 3,8% соответственно). Величина колонизации данными бактериями всех биотопов была высока и колебалась от  lg 2,28±0,18 – на коже правой до  lg 3,38±0,24 КОЕ/см
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– левой голени. 

Таблица 3

Частота встречаемости и плотность колонизации клебсиеллами

 больных обследуемых групп

(%, М(m lg КОЕ/ед.суб.)

	Биотопы
	Группы

	
	1
	2
	3
	Р

	
	%
	М(m 
	%
	М(m 
	%
	М(m 
	

	Лоб
	-
	-
	2,7( 0,1
	1,78( 0,12
	3,4( 0,2
	2,67( 0,22
	(0,05

	Грудь
	2,1( 0,1
	1,18( 0,04
	3,4( 0,1
	2,23( 0,08
	6,8( 0,4
	2,91( 0,14
	(0,05

	Спина
	4,7( 0,2
	1,32( 0,21
	6,8( 0,2
	2,44( 0,04
	8,8( 0,3
	3,21( 0,08
	(0,05

	Межпальцевые промежутки правой руки
	7,5( 0,2
	1,52( 0,23
	10,2( 0,3
	3,02( 0,23
	10,9( 0,2
	3,72( 0,07
	(0,05

	Межпальцевые промежутки левой руки
	2,1( 0,1
	2,40( 0,12
	4,1( 0,2
	3,36( 0,19
	4,7( 0,2
	3,64( 0,13
	(0,05

	Нижняя треть правой голени
	-
	-
	1,4( 0,0
	1,52( 0,21
	2,1( 0,2
	2,28( 0,06
	(0,05

	Нижняя треть левой голени
	2,1( 0,1
	1,74( 0,11
	3,3( 0,1
	3,28( 0,27
	4,7( 0,1
	3,98( 0,24
	(0,05

	Промежность
	8,2( 0,3
	2,52( 0,08
	12,3( 0,8
	3,25( 0,04
	5,4( 0,3
	4,06( 0,08
	(0,05

	Кишечник
	12,3( 2,4
	4,96( 0,08
	28,6( 3,3
	7,30( 0,07
	33,3( 1,2
	8,30( 0,08
	(0,05

	Зубной налет 
	-
	-
	-
	-
	4,7( 0,8
	3,21( 0,04
	-

	Щека
	-
	-
	-
	-
	1,3( 0,4
	2,85( 0,12
	-

	Язык
	-
	-
	-
	-
	2,7( 0,2
	3,08( 0,06
	-

	Небо
	-
	-
	-
	-
	0,7( 0,1
	2,62( 0,12
	-


Изучение микрофлоры полости рта при декомпенсированном дисбактериозе кишечника показало, что в этой экосистеме колонизация клебсиелл достигала 9,5% с плотностью микробной обсемененности равной lg 2,94±0,26 КОЕ/ед.суб., чаще всего клебсиеллы высевались в зубном налете – 4,2% (lg 3,21±0,04 КОЕ/ед.суб.).

Анализ сочетанности колонизации клебсиеллами исследуемых биотопов установил, что изучаемые микроорганизмы иногда вегетируют как на коже, так и в кишечнике (76,6%), при этом у 14,4% обследуемых они заселяли все биотопы.

Проведенные  исследования показали, что частота  встречаемости клебсиелл в микрофлоре кожи и кишечника практически здоровых людей, живущих в южных районах города (16,7±2,3 %) превышала среднеарифметическую величину колонизации, характерную для всей изучаемой популяции – 6,4±1,4 (р(0,05). При этом нарастание значений величины обсемененности микроорганизмами установлено в ряду центральный (lg 0,86±0,18 КОЕ/ед.суб.) – северный (lg 1,28±0,12 КОЕ/ед.суб.) – южный топодем           города (lg 1,64±0,06 КОЕ/ед.суб.).

Аналогичные результаты зарегистрированы и при анализе колонизации клебсиеллами исследуемых биотопов у больных дисбактериозом  кишечника                 (lg 2,56±0,24 – 3,08±0,14 – 3,48±0,09 КОЕ/ед.суб. соответственно).

Высеваемость клебсиелл на объектах внешней среды увеличивалась  в ряду: центр (12,4±1,3 %) – север (15,5±2,1 %) – юг (16,8±1,2 %). Наряду с этим максимальное значение плотности данных бактерий отмечалось также в южном топодеме, составив lg 1,28±0,16 КОЕ/ед.суб. (рис. 1). 
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Рис. 1. Частота встречаемости клебсиелл

в микрофлоре лиц обследуемых групп и на объектах внешней среды

в зависимости от региона города
 Анализ полученных данных свидетельствует о зависимости микробиоценоза у лиц обследуемых групп от экологических условий проживания. Установлено, что у жителей южного топодема клебсиеллы в микрофлоре за счет высокой плотности колонизации и частоты встречаемости переходят из транзиторных в разряд доминирующих видов.

Учитывая, что в последние годы появились сообщения о возрастающей роли клебсиелл при внутрибольничных и других обусловленных этими микроорганизмами инфекциях представляло интерес изучение колонизации  Kl.pneumoniae медицинского персонала и внешней среды больниц. Выявлено, что в биоценозе медицинского персонала весьма часто встречаются энтеробактерии (28,8%), при этом наименьшая колонизация зарегистрирована у врачей (11,4%0, наибольшая – у вспомогательного персонала (40,0%), при этом доля клебсиелл составила 4,6%, 10,3% и 14,0% соответственно. 

Длительное переживание возбудителя в организме хозяина является бесспорно целесообразностью для клебсиелл. Наиболее оптимальным вариантом жизнедеятельности бактерий в этом случае следует признать устойчивое сосуществование с хозяином, что возможно при наличии определенных свойств микроорганизмов.

В связи с поставленной задачей представлял интерес анализ биологических свойств клебсиелл, колонизирующих различные экологические ниши. Анализу подвергнуто 662 штамма, из которых 394 были выделены у больных, 58 – у бактерионосителей, 23 – у медицинского персонала и 87 – из внешней среды.

Биохимическая идентификация, проводимая по 24 признакам, показала, что в основном штаммы имели однотипную ферментативную активность. Отклонения по некоторым признакам наблюдались у отдельных культур и касались реакций на среде Симмонса (69,4%), малоната натрия (70,3%), лизиндекарбоксилазы (70,3%), ферментация маннита (99,0%), лактозы (96,1%). Более вариабельное поведение культур наблюдалось при ферментации дульцита (66,9%), адонита (71,9%), сорбита (48,3%).

Атипичные характеристики отмечены у штаммов, выделенных из различных источников. Так, культуры, ферментирующие глюкозу, без газа выделялись из мокроты (3), раны (5), замедленно ферментирующие лактозу – из мочи (3), салицина – из испражнений (10), мочи (3) и крови (2), мокроты (5), раффинозу – из испражнений (5) и мочи (6), адонит – из мочи (6) и с кожи (5).

Не ферментирующие адонит культуры выделялись в основном из внешней среды (5), замедленно утилизировали цитрат в среде Симмонса, штаммы из послеоперационной раны (10), мокроты (5), имели лизиндекарбоксилазу культуры, выделенные из испражнений (5), крови (10).

Анализ биохимической активности выделенных клебсиелл позволил установить, что техногенное воздействие в Южном топодеме города вместе с количественными и качественными изменениями в биоценозе изменяет уровень ферментативной активности штаммов.

Полученные данные позволили выделить 6 вариантов клебсиелл, циркулирующих в различных экологических нишах города. К I биовару отнесены 29,9% культур, ко II – 24,9%, III – 23,9%, IV – 6,8%, V – 12,9% и к VI – 2,3%. Проведенный анализ биохимических свойств дал основание заключить, что на территории Волгограда циркулируют клебсиеллы I, II и Ш биологических вариантов.
У выделенных штаммов клебсиелл проведено изучение вирулентности, при этом рассматривались свойства, относящиеся к 3-м различным группам: адгезивность, персистенция и токсинемия.

Определение адгезивности микроорганизмов на эритроцитах человека показало, что активными было 75,8% культур, выделенных у бактерионосителей при этом они были обнаружены преимущественно в низкой (33,5%) и средней (20,03%) активности. Установлено, что среди микроорганизмов, колонизирующих больных, живущих в разных регионах города, отмечены колебания значений этого показателя. Так, в группе микроорганизмов северного и южного топодемов адгезивно-активными были 82 и 90% штаммов соответственно. Тогда как у больных, госпитализированных в стационары Центрального района, клебсиеллы были адгезивно-активными в 60% случаев. При этом у бактерий, колонизирующих больных Центрального района в 2,5 раза чаще встречались штаммы, обладающие низкими знячениями показателя.

Выявлено, что 59% штаммов из коллекции клинических изолятов Klebsiella pneumoniae и 40% из неклинических соответствующих штаммов обладали маннозочувствительными гемагглютинами (МSHA) (37,7%). Среди клебсиелл встречались также маннозорезистентные (MRHA) и смешанные типы гемагглютининов (22,3 и 32,0% соответственно). Гемагглютинины смешанного типа чаще встречались у клинических штаммов (31,4(4,5), чем у клебсиелл, выделенных от здоровых людей и внешней среды (18,2(2,3 и 12,4(1,5).

Среди культур, высеянных от бактерионосителей, выявлено почти в 6 раз больше негемагглютинирующих штаммов, чем среди клинических изолятов.

Установлено, что клебсиеллы, выделенные из внешней среды, в 48% из них были маннозочувствительными. В составе штаммов, колонизирующих внешнюю среду больниц, регистрировались гемагглютинирующие варианты микробов (50,0%).

В качестве факторов, способствующих персистенции клебсиелл, была оценена их антилизоцимная, каталазная и антиинтерфероновая активность.

Полученные данные показали, что антилизоцимной активностью обладала 381 культура, из больничной коллекции. При этом анализ распространения антилизоцимной активности внутри популяции клебсиелл показал неоднородность последней как по частоте встречаемости, так и по интенсивности выраженности.

Штаммы, полученные из объектов внешней среды, обладали в 24,9% случаев антилизоцимной активностью, при этом уровень ее был весьма низким и колебался от 1 до 2 мкг. Все культуры клебсиелл, высеянные у пациентов хирургического и терапевтического стационаров, обладали равной степенью АЛА (60,0%), а штаммы от больных с клебсиеллезным дисбактериозом значительно более высокими показателями (100% равнозначно).

При рассмотрении данных распространенности антиинтерфероновой активности выявлено, что штаммы, имеющие этот признак, выделенные из абиотической среды, встречались весьма редко (11,1%), в то время как у медицинского персонала величина признака была выше и колебалась от 21,4 до 23,9%, а клебсиеллы, выделенные у пациентов хирургического и терапевтического стационаров 22,9% и 18,1% штаммов обладали антиинтерфероновой активностью.

После анализа данных по наличию факторов, способствующих персистенции, встал вопрос, как соотносятся эти свойства бактерий с известными факторами патогенности микроорганизмов. 

Наличие факторов патогенности у клебсиелл было неодинаковым. При этом токсигенность, адгезия и гемолитическая активность наиболее часто встречались у людей с клиническими проявлениями клебсиеллеза.  В то время как при дисбактериозе кишечника без клинической симптоматики эта способность зарегистрирована лишь в 13,0% наблюдений, способность к адгезии обнаружена у 78,3% штаммов клебсиелл клинического происхождения, тогда как у культур, высеянных при дисбактериозе, этот признак определен в 47,8%, а у бактерионосителей лишь в 21,0% наблюдений.

Сводный дисперсионный анализ регрессии признаков вирулентности позволил выявить у клебсиелл, высеянных от больных 5 основных признаков патогенности - ДНК-азную, РНК-азную, лецитиназную гемагглютинирующую активность, сопряженных с высокой антилизоцимной активностью.

На основании показателей множественной регрессии была построена математическая модель вирулентности клебсиелл.

В расчетной формуле для штаммов, высеянных от здоровых людей, значимым оказался показатель гемагглютинации (r=0,71). 

Максимальные коэффициенты корреляции у культур, обнаруженных у больных, оказались у антилизоцимной, антиинтерфероновой активностей, лецитиназы, ДНК-азы и РНК-зы.

У клебсиелл, выделенных из внешней среды, коэффициенты корреляции у ферментов агрессии и токсинов были в количествах достоверно невысоких, не имеющих диагностических целей.

По результатам многофакторного анализа была проведена дифференциация клебсиелл на 5 патоваров: высоковирулентные (6 признаков), средне-вирулентные (5 – 4 признака), вирулентные (3 признака), слабовирулентные (2 признака) и вирулентные (1 признак).

Самым информативным признаком вирулентности у клебсиелл являлась антилизоцимная активность, присутствие которой было обязательным у всех клинических штаммов.

Полученные данные свидетельствуют, что ни одни из изученных нами факторов патогенности клебсиелл не может быть достоверно связан ни с одной из форм нарушения микроэкологии, обусловленной данным микроорганизмом.

Установленная разнородность штаммов клебсиелл по наличию отдельных факторов патогенности позволяет их использовать как маркеры патогенности.

При проведении плазмидного скрининга культур K.pneumoniaе, выделенных из различных источников двух географических регионов, в 22 из анализируемых штаммов этого вида микроорганизма обнаружены плазмидные ДНК различного размера. Причем, у большинства культур выявлены плазмидные ДНК относительно большого размера 70 – 87 т.п.н. (тысяч пар нуклеотидов). Клебсиеллы, экологически связанные с Южным топодемом, были более «богаты» внехромосомными репликонами, при этом в штаммах K.pneumoniaе выявлено 6 типов различных плазмид (от 3,8 до 87 т.п.н.).

Наибольшее количество штаммов K.pneumoniaе, содержащих плазмиды, выявлено в микрофлоре объектов внешней среды и в группе больных с дисфункцией кишечника, дисбактериоз которых обусловлен клебсиеллами. Бесплазмидные штаммы встречались во всех географических регионах и во всех исследуемых группах. На основании проведенных исследований было сделано предположение, что обнаруженные плазмиды могут служить эпидемиологическим маркером штаммов этого микроорганизма.

Нумерический анализ электрофореграмм, основанный на реакции амплификации с праймером ПР13 и UPGMA кластеризации позволил разделить сравниваемые K.pneumoniaе на несколько групп, состоящих из двух и более штаммов, в зависимости от уровня сходства. В одну кластерную группу вошли культуры, выделенные от больных и здоровых людей одного географического региона (Центр). Основу второй группы сформировали 3 штамма, выделенные от больных из другого географического региона (Юг). 

В результате исследования выявлено, что в Южном топодеме исследуемые клебсиеллы отличались большей генетической гетерогенностью.

На основании проведенного анализа было заключено, что генотип штаммов, выделенных из объектов окружающей среды, является более вариабельным. Это касается как наличия плазмид, так и RAPD группирования. Причем, ни один генотип, характерный для этих штаммов, не встречался в культурах, выделенных от больных или здоровых. 

Сочетание генотипических методов делает внутривидовую дифференциацию штаммов более эффективной, за счет выявления их «тонких» инфравидовых особенностей. Паспортизация штаммов по плазмидному маркеру и RAPD-типу позволит проводить мониторинг инфекции, правильно оценивать эпидемиологическую ситуацию и рекомендовать адекватные профилактические или лечебные мероприятия.

В Ы В О Д Ы

1. Установлено, что клебсиеллы входят в  состав биоценозов человека, а также в микрофлору внешней среды. Наибольшее количество штаммов и наивысший процент обнаружения регистрируется у больных кишечными инфекциями (33,7%).

2. Проведенные исследования показали, что частота встречаемости клебсиелл в аутофлоре практически здоровых людей в различных районах города была неодинакова. Наибольшая колонизация выявлена у жителей южного района (16,7
[image: image9.wmf]±

2,2%). 
3. При обследовании больниц установлено, что наиболее обсемененными клебсиеллами были учреждения хирургического профиля. При этом вышеуказанные микроорганизмы контаминировали как персонал, так и больных. Наивысший процент колонизации выявлен у вспомогательного персонала (14,7%).

4. При клебсиеллезном дисбактериозе изменениям подвержена энтеробактериальная составляющая нормальной микрофлоры. это проявляется снижением общего количества эшерихий, появлением в составе ассоциаций других условно-патогенных представителей семейства Enterobacteriaceae (протея, энтеробактера и др.).

5. Кластерный анализ, проведенный с учетом всех изученных признаков, подтвердил эмпирический факт близости биопрофилей клебсиелл, обнаруженных во внешней среде c таковыми, входящими в состав биоценозов здорового человека, что свидетельствует о естественных миграционных процессах в системе человек - внешняя среда и существенно отличается от клебсиелл, входящих в состав микрофлоры при дисбактериозе.

6. Частота обнаружения у клебсиелл факторов патогенности тесно связана с напряжением экологической ситуации в исследуемом районе. Наибольшее число факторов и высокая степень их активности выявлены в экологически неблагоприятном Южном топодеме (Красноармейский район). 

7. В штаммах K.pneumoniaе,  выделенных в различных географических  регионах города, содержатся отличающиеся по размеру и рестрикционному профилю плазмиды, которые могут быть использованы в качестве эпидемиологического маркера при внутривидовом типировании штаммов клебсиелл по плазмидному спектру. 

8. Плазмидный профиль и нумерический анализ электрофореграмм, основанный на реакции амплификации с произвольными праймерами и UPGMA кластеризации, показали большую генетическую гетерогенность штаммов, выделенных  в Южном топодеме.  

9. Сравнительный анализ биологических свойств клебсиелл позволил построить математическую модель, дающую основание выявить степень нарушения микроэкологии в экосистеме. 
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