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Аннотация. Постановление Правительства Российской Федерации от 25 августа 

2017 г. № 996 «Об утверждении Федеральной научно-технической программы развития 

сельского хозяйства на 2017–2025 годы» обуславливает проведение научно-

исследовательской работы СГЦ «СКЗОСП», направленной на профилактику и борьбу с 

инфекционными бактериальными заболеваниями птиц, наносящими огромный эконо-

мический ущерб отрасли. Эта работа соответствует поставленным задачам комплекс-

ной целевой программы Российской Федерации по приоритетному направлению «Пти-

цеводство». Создание отечественных конкурентоспособных линий и кроссов индеек 

предполагает надежную систему защиты поголовья, которая может быть основана на 

применении современных молекулярно-генетических методов, включающих генотипи-

рование и ПЦР-тесты на антибиотикорезистентность патогенных микроорганизмов. 

Исследования основаны на использовании метода генотипирования патогенных микро-

организмов в области бактериологии, использующего ПЦР для выявления наличия ге-

нов, определяющих антибиотикорезистентность у микроорганизмов. Применение со-

временных методов генотипирования позволяет решить вопросы эпизоотологического 

плана. На производственной базе СГЦ «СКЗОСП» в 2022 году были отобраны пробы из 

падежа индеек для RAPD-PCRгенотипирования– быстрого метода, основанного на ис-

пользовании случайных коротких праймеров ERIC1, 2и М13. Получены культуры бак-

териальных изолятов в дифференциально-диагностических средах для подтверждения 

видовой принадлежности. Выделена геномная ДНК от бактерий вида 

Escherichiacoli.Проведен поиск генов антибиотикорезистентности у данного вида пато-

генов индеек. Установлен факт широкого распространения антибиотикорезистентности 

в изучаемой группе бактериальных изолятов. Данный метод позволил скорректировать 

схему ветеринарной профилактики для индеек и рекомендован к использованию в ин-

дейководческих хозяйствах.  

Ключевые слова: индейки, пробы и бактериальные изоляты, метод RAPD-PCR, 
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Abstract. Decree of the Government of the Russian Federation dated 25 August, 2017 

No. 996 “On approval of the Federal scientific and technical program for the development of 

agriculture for 2017-2025” determines the research of the SGC “North Caucasus ZESP”, 

which was aimed at preventing and control of infectious bacterial diseases of birds, which 

cause huge economic damage to the industry. This study corresponds to the tasks, which were 

set by the Integrated Target Program of the Russian Federation in the priority area “Poultry 

farming”. The creation of domestic competitive lines and crosses of turkeys requires a reliable 

system of livestock protection, which can be based on the use of modern molecular and genet-

ic techniques, including genotyping and PCR tests for antibiotic resistance of pathogenic mi-

croorganisms. The studies are based on the use of the genotyping method of pathogenic mi-

croorganisms in bacteriology, using PCR to detect the presence of genes that determine anti-

biotic resistance in microorganisms. The use of modern techniques of genotyping makes it 

possible to solve epizootological issues. In 2022, at the production base of the SGC “North 

Caucasus ZESP”, samples were taken from the mortality of turkeys for RAPD-PCR genotyp-

ing – a fast technique based on the use of random short primers ERIC 1, 2 and M13. Cultures 

of bacterial isolates were obtained in differential diagnostic media to confirm the species iden-

tity. Genomic DNA was isolated from bacteria of the species Escherichia coli. A search for 

antibiotic resistance genes in this type of turkey pathogen was carried out. The fact of wide-

spread antibiotic resistance in the studied group of bacterial isolates was established. This 

technique made it possible to correct the scheme of veterinary preventive measures for tur-

keys and is recommended for use in turkey farms. 

Key words: turkeys, samples and bacterial isolates, RAPD-PCR technique, primers, 

vet scheme 
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Введение. Актуальность исследований определяется необходимостью быстро 

выявлять источники инфекции [1, 2] и идентифицировать штаммы микроорганизмов-

патогенов индеек. В птицеводстве инфекционные заболевания, прежде всего колибак-

териоз, несут особую угрозу. Проблема антибиотикорезистентности микроорганизмов 

наиболее актуальна для отрасли птицеводства. Снижение данной проблемы достига-

лось как контролируемым применением антибиотиков, так и использованием геноти-

пирования в профилактических целях [3, 4, 5]. Необходимы систематический монито-

ринг за антимикробной резистентностью и регулярное проведение генотипирования 

циркулирующих в индейководстве микроорганизмов. Одним из путей решения данной 

проблемы является разработка системы контроля бактериальных болезней в условиях 

сельскохозяйственного производства с использованием быстрой диагностической про-

цедуры на основе RAPD-PCR.  

Тестирование микроорганизмов на чувствительность к антибиотикам как тради-

ционным методом индикаторных дисков, так и с использованием ПЦР-тестирования 

позволяет получить достоверные данные не только по наличию факторов резистентно-

сти микроорганизмов, но и по ее генетической природе [6, 7, 8, 9].  

Определение чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам 

занимает 5-6 суток, начиная от первичного посева биоматериала, заканчивая получени-

ем результатов исследований – информации о том, к каким антибактериальным препа-

ратам чувствителен данный микроорганизм/ассоциация микроорганизмов. При возник-

новении эпизоотической вспышки очень важно как можно быстрее определить, какие 

препараты будут терапевтически и экономически эффективны в каждом конкретном 

случае. Поэтому разработка экспресс-метода определения чувствительности микроор-

ганизмов к антибактериальным препаратам – одна из первоочередных задач не только в 

индейководстве, но и в других отраслях птицеводства.  

Использование современных методов генотипирования позволяет ответить на 

вопросы эпизоотологического плана. Эти сведения необходимы для предотвращения 

новых вспышек заболевания и считаются важной частью системы ветеринарно-

санитарных мероприятий.  

Цель и задачи исследований. Определение антибиотикорезистентности пато-

гена E.coli, выделяемой у индеек стада СГЦ «СКЗОСП», с помощью полимеразной 

цепной реакции со специфическими праймерами с выявлением генетических детерми-

нант устойчивости и составление схем ветпрофилактики и биозащиты, подбор условий 

для выявления методом RAPD-PCR генетических вариантов патогенных штаммов 

E.coli– актуального патогена птиц промышленных пород. В рамках достижения цели 

было выделение геномной ДНК микроорганизмов из биоматериала, полученного от 

индеек. Также впервые апробирован новый метод на группах бактериальных изолятов. 

Проведено определение резистентности с использованием индикаторных дисков, со-

зданы схемы ветеринарной профилактики и биозащиты для индеек двух племенных 

статусов СГЦ «СКЗОСП» – филиала ФНЦ «ВНИТИП» РАН. 

Материал и методы исследований. Исследования проводились в 2022 году на 

производственной базе СГЦ «СКЗОСП» – филиала ФНЦ «ВНИТИП» РАН. Совместно 

с исполнителями темы от ВНИВИП – филиала ФНЦ «ВНИТИП» РАН проведено кли-

ническое обследование всего птицепоголовья индеек, проанализированы меры биобез-

опасности в хозяйстве, исследована схема профилактических и противоэпизоотических 

мероприятий на 2022 год, осуществлено патологоанатомическое вскрытие трупов ин-
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дюшат 31-дневного возраста, отобран патологический материал для дальнейшего бак-

териологического исследования. Для бактериологических исследований были взяты 

пробы внутренних органов в транспортную среду Кэри-Блэйра: печени, почки, легкого, 

селезенки, тонкого кишечника, слепых отростков толстого отдела кишечника. 

После транспортировки все пробы были пересеяны на питательную среду для 

культивирования аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов – мясопеп-

тонный бульон для дальнейшего термостатировния при температуре 37,0 °С. 

Через 24 часа сделали пересевы на дифференциально-диагностические среды. 

Выделенные на дифференциально-диагностических средах культуры в дальнейшем 

подвергались культурально-биохимическим исследованиям и определению чувстви-

тельности к антибактериальным препаратам диско-диффузионным методом на среде 

Мюллера-Хинтона. Объектом исследования являлись изоляты бактерии Escherichiacoli, 

выделенные из органов индеек. Далее в рамках выполнения темы госзадания в 2022 го-

ду были изучены генетические варианты кишечной палочки из различных органов ин-

деек стада СГЦ «СКЗОСП». Постоянно проводится работа по разработке методов гено-

типирования на основе использования полимеразной цепной реакции. К числу таких 

быстрых методов генотипирования относят RAPD-PCR, основанный на использовании 

случайных коротких праймеров.  

Новизна исследований, проведенных в 2022 году, определялась постановкой ак-

туальной задачи в современной превентивной ветеринарии, а именно: подобрать 

наиболее информативные праймеры для RAPD-PCR, которые разрешат эффективно 

проводить генотипирование штаммов кишечной палочки. Исследования позволили 

проводить генотипирование микроорганизмов без использования дорогостоящих тех-

нологий секвенирования геномов и проведения ПЦР в реальном времени. Был проведен 

литературный поиск оптимальных праймеров, проанализированы данные генотипиро-

вания, дискриминационная способность, количество и качество амплифицируемых 

фрагментов ДНК. В результате поиска определены прямой и обратный праймеры ERIC, 

использующиеся для амплификации консервативного участка генома энтеробактерий 

разных видов (ERIC1 и ERIC2), а также праймер М13, выявляющий минисателлитную 

ДНК у бактерий и животных. 

Механизм обнаружения вариабельности геномной ДНК методом ПЦР с ERIC-

праймерами заключался в амплификации участка ДНК, имевшего разную длину у от-

дельных штаммов бактерий. RAPD-праймеры раскрывали различия в ДНК на уровне 

видов, иногда штаммов лактобактерий. Механизм детекции различий заключался в 

разных местах связывания праймеров у разных видов и штаммов, что приводило к ам-

плификации фрагментов ДНК разной длины. Такой же механизм имелся и в работе 

универсального праймера М13. 

Все отобранные праймеры были протестированы, чтобы исключить ошибки в 

последовательности нуклеотидов, затем проверены по базе данных NCBI для подтвер-

ждения их специфичности в отношении штаммов кишечной палочки и дополнительно-

го контроля последовательности нуклеотидов. 

Условия ПЦР для праймеров ERIC и М13: 95°С – 3 мин, потом 45 циклов: 95°С 

– 15 сек., 37°С – 15 сек., 72°С – 60 сек., в конце 72°С – 3 мин. 

После завершения ПЦР образцы переносили в лунки 1,5%-ногоагарозного геля и 

проводили электрофорез в течение 3 часов при напряжении 100 В (примерно 5 В/см). В 

гель предварительно вносили бромид  этидия для визуализации полос свечения ДНК. В 

качестве маркера длин фрагментов ДНК использовали GeneRuler (ThermoFisher™).  
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В процессе выполнения исследования нами учитывались следующие показатели: 

число выращенных бактериальных культур (изолятов), число выявленных видов пато-

генных и условно-патогенных микроорганизмов, выявление генетических детерминант 

устойчивости микрофлоры индеек с использованием праймеров. Оценивалось распро-

страненность антибиотикорезистентных штаммов, созданы ветеринарно-

профилактические и противоэпизоотические схемы для индеек двух племенных стату-

сов СГЦ «СКЗОСП» – филиала ФНЦ «ВНИТИП» РАН. 

Результаты исследований и их обсуждение. В образцах из печени, почки, лег-

кого, селезенки, кишечника были выделены культуры E.coli (фото 1, 2). 

 
Фото 1. Рост культур Escherichia coli на агаре Эндо 

c выраженным металлическим блеском 

 
Фото 2. Микроскопия мазка. Культура Escherichia coli, выделенная из печени индейки 
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Фото 3. Определение чувствительности культуры E.coli методом дисков 

на среде Мюллера-Хинтона (флорфеникол, энрофлоксацин, амоксициллин, колистин, 

котримоксазол, доксициклин гидрохлорид) 

 
Фото 4. Определение чувствительности культуры E.coli методом дисков 

на среде Мюллера-Хинтона (гентамицин, доксициклин, меропенем,  

амоксициллин/клавулановая кислота, нолидиксовая кислота) 
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Все выделенные культуры E.coli в количестве 10 парных образцов были переда-

ны для дальнейшего генотипирования в лабораторию молекулярной генетики (таблица 

1). 

Таблица 1 

Бактериальные изоляты и органы индеек,  

от которых были выращены культуры E.coli 

№ п/п № индейки Орган Патоген 

1 1 печень E.coli 

2 1 почка E.coli 

3 1 легкое E.coli 

4 1 селезенка E.coli 

5 1 кишечник E.coli 

6 2 печень E.coli 

7 2 почка E.coli 

8 2 легкое E.coli 

9 2 селезенка E.coli 

10 2 кишечник E.coli 

 

Результаты исследований по определению чувствительности выделенных куль-

тур E.coli из различных органов индеек к антибактериальным препаратам показали, что 

культуры чувствительны к колистину, флорфениколу, доксициклину, амоксицил-

лин/клавулановой кислоте, гентамицину, меропенему, фосфомицину; резистентны к 

котримазолу, налидиксовой кислоте, тетрациклину, пефлоксацину, ципрофлоксацину, 

левофлоксацину; пограничны к энрофлоксацину, амоксициллину. 

Были испытаны шесть праймеров RAPD-PCR на предмет пригодности для выяв-

ления полиморфизма по числу и распределению амплифицированной ДНК. Отдельные 

праймеры не приводили к амплификации, другие амплифицированные фрагменты не 

отличались между бактериальными изолятами, то есть генетический полиморфизм 

между штаммами отсутствовал. Только праймеры (прямой и обратный) для выявления 

полиморфизма в участке ERIC1, 2 показали выраженный полиморфизм. Кроме этого, 

универсальный праймер М13 также приводил к формированию полиморфных генети-

ческих профилей в геномах кишечной палочки. При рекомендованной в литературе 

температуре отжига праймеров – 52°С– накопления амплификата не происходило, и это 

потребовало снижения температуры до 37°С. Оптимизированные условия проведения 

реакции представлены в таблице 2. До первого цикла ПЦР проводили продолжитель-

ную первичную денатурацию при 95°С3 мин., а после амплификации продолжитель-

ный этап элонгации – при 72°С – 3 мин. 

Таблица 2  

Праймеры и условия проведения ПЦР-генотипирования 

Наименование 

праймера 

Последовательность 

нуклеотидов 

Т денатура-

ции, ºС 
Т отжига,ºС 

Т элонга-

ции,ºС 

ERIC1 
ATGTAAGCTCCTGGG 

GATTCAC 
95°С–15 сек. 37°С – 15 сек. 72°С – 60 сек. 

ERIC2 
AAGTAAGTGACTGGG 

GTGAGCG 
95°С – 15 сек 37°С – 15 сек. 72°С – 60 сек. 

M13 GAGGGTGGCGGTTCT 95°С –15 сек. 37°С – 15 сек. 72°С – 60 сек. 
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Было изучено 10 парных изолятов E.coli, выделенных от павших индеек. На ри-

сунках 1 и 2 показаны результаты генотипирования этих изолятов, проявивших поли-

морфизм с праймерами ERIC1, 2 (дорожки 1–10 вверху, рисунок 1) и праймером М13 

(дорожки 1–10 внизу, рисунок 1). Размер амплифицированных фрагментов ДНК варьи-

ровал от 100 до 1500 пар оснований ДНК. Дорожки 1–5 содержали изоляты индейки 

№1. Генотипы E.coliиз печени №1 и почки №2 существенно отличались друг от друга. 

Генетические варианты патогена, выделенные из легкого и селезенки индейки №1, бы-

ли идентичны по обоим праймерам ERIC и M13 (электрофоретические дорожки 3 и 4), 

что свидетельствовало о циркулировании одного штамма в пределах одной особи.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1. Результаты генотипирования 10 изолятов E.coli методом RAPD-PCR 

с праймерами ERIC (вверху) и М13 (внизу) 

 

Распределение фрагментов ДНК в дорожке 5 кишечника индейки №1 незначи-

тельно отличалось от профиля в дорожках 3 и 4. Интересно, что генотип патогена в до-

рожке 5 был идентичен генотипу в дорожке 6, фрагменты ДНК в которой формирова-

лись из образца от индейки №2. Данное наблюдение подтвердилось и с использованием 

праймера М13, что означало передачу инфекции между этими двумя особями. Нужно 

отметить, что генетические профили в дорожках 7, 8, 9 и 10 существенно отличались 

друг от друга, несмотря на то, что изоляты происходили от одной особи – индейки №2.  
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Результаты генотипирования методом RAPD проводились дважды, и в обоих 

случаях результаты оказались одинаковыми, что говорит о воспроизводимости подо-

бранных условий проведения реакции амплификации фрагментов ДНК.  

Осуществление генотипирования с помощью универсального праймера М13 не 

привело к формированию различимых фрагментов, поэтому реакция с остальными изо-

лятами не проводилась.   

 
 

Рисунок 2. Результаты повторного генотипирования 8 изолятов E.coli 

методом RAPD-PCR с праймерами ERIC 
 

Заключение. В 2022 году была продолжена работа по генотипированию изоля-

тов E.coli, выделенных из разных органов индеек новым методом RAPD-PCR геноти-

пирования с использованием праймеров ERIC1, 2 и М13. Метод можно эффективно ис-

пользовать для нахождения инфекции. В случае совпадения всех фрагментов в геле 

возможно утверждать о циркуляции возбудителя в группе индеек либо о взятии биома-

териала из разных органов одной особи. Данный метод вправе рекомендовать для прак-

тического применения и для локализации источника патогенов бактериальной приро-

ды. По итогам выполнения НИР была проведена апробация RAPD-PCRметода, пред-

ложенного для практического использования как молекулярно-генетический метода 

выявления генов, определяющих антибиотикорезистентность, основанного на исполь-
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зовании специфических праймеров в ПЦР. По итогам работы над образцами от индеек 

созданы ветеринарно-профилактические и противоэпизоотические схемы для отече-

ственных индеек по двум племенным статусам. Результаты работы, показавшие рас-

пространение антибиотикорезистентности у промышленно используемых и генофонд-

ных индеек ЦКП БРК,опубликованы в двух журналах, индексируемых в базах данных 

РИНЦ и Skopus [10, 11, 12]. 

Благодарности. Работа поддержана бюджетным финансированием по теме под 

номером госрегистрации 121021600202-7. 
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