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Введение. Колибактериоз 

в птицеводстве занимает ведущее 

место в инфекционной патологии. 

Особенно актуальной проблема 

становится в случае ослабленной 

иммунной системы. Падеж пти-

цы от колибактериоза составля-

ет до 70% от всей птицы, павшей 

от зарегистрированных заболева-

ний [1]. Эпизоотологические ис-

следования предполагают регуляр-

ное обследование поголовья птиц 

на наличие возбудителей инфек-

ционных заболеваний [2]. Помимо 

видовой идентификации, необхо-

димо проводить мониторинг цир-

кулирующих бактериальных и ви-

русных генотипов на подвидовом 

уровне. Такой мониторинг позво-

ляет своевременно выявить штам-

мы с эпизоотологическим потенци-

алом. Если один и тот же генотип 

возбудителя начинает выявляться 

у разных особей, контактирую-

щих друг с другом, можно сделать 

вывод о начале эпизоотии и не-

обходимости срочного принятия 

ветеринарно- профилактических 

мер на данном сельскохозяйствен-

ном предприятии. Наряду с потен-

циально опасными штаммами, ге-

нотипирование часто выявляет эн-

демичные штаммы, т.е. бактерии, 

которые колонизируют отдельные 

особи и не способны к быстрому 

и широкому распространению 

в популяции птиц. Такие штаммы 

при генотипировании показывают 

различные генотипы.

Скученное содержание птицы, 

несбалансированность рационов 

питания, стресс- факторы приво-

дят к снижению иммунитета, что 

иногда проявляется в виде за-

болеваний, вызванных условно- 

патогенной микрофлорой. Ти-

пичным представителем послед-

ней является кишечная палочка 

(Escherichia coli), эндогенные штам-

мы которой при приобретении ге-

нов вирулентности могут вызывать 

у птиц эшерихиозы, проявляющи-

еся в виде поражения различных 

внутренних органов [3]. Часто ко-
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После проведения амплифи-

кации продукты реакции анализи-

ровали с помощью электрофореза 

в 1,5% агарозном геле с бромидом 

этидия в буфере 1ХTAE. Устанавли-

вали напряжение в 120 В, разде-

ление фрагментов ДНК проводили 

в течение 2 ч. По окончании элек-

трофореза гель помещали в систе-

му гель-документации и произво-

дили фиксацию результатов.

Результаты исследований 

и их обсуждение. Генотипиро-

вание изолятов E. coli методом 

RAPD-PCR привело к формиро-

ванию четко различимых фраг-

ментов ДНК, число и распреде-

ление которых является характе-

ристикой бактериальных штаммов 

(рис. 1). Праймер 1254 приводил 

к появлению большего числа 

фрагментов ДНК; кроме того, этот 

праймер выявил большее число 

полиморфизмов.

При анализе картины распре-

деления фрагментов ДНК в груп-

пе изолятов, выделенных из кло-

аки здоровых индеек отцовской 

линии (дорожки 1-10), обращает 

на себя внимание идентичность 

профилей, за исключением изо-

лятов №№3 и 10, которые замет-

но отличались как друг от друга, 

так и от остальных 8 идентичных 

изолятов (праймер 1254). Из этого 

можно сделать вывод, что у птиц 

отцовской линии доминирует 

один эндогенный штамм, присут-

ствующий в желудочно- кишечном 

тракте и выделяемый с пометом. 

Использование праймера OPL-12 

дает отличающуюся картину для 

изолятов №№4 и 10, в то время 

E. coli. Объектом исследования слу-

жили образцы геномной ДНК, выде-

ленные из чистых культур изолятов 

E. coli, культивированных на мясо-

пептонном бульоне.

Предварительно клетки бульон-

ной культуры E. coli осаждали цен-

тифугированием при 3000g в ми-

кроцентрифуге, осадок суспендиро-

вали в буфере TES (50 мМ Трис- HCL, 

20 мМ ЭДТА, 10 мМ NaCL; pH 8,0). 

Суспензия инкубировалась в те-

чение 30 мин после внесения ли-

зоцима (конечная концентрация 

2 мг/мл) при 370С. Затем клетки 

лизировали путем добавления 

в смесь додецилсульфата натрия 

до конечной концентрации 1%. 

Геномную ДНК E. coli выделяли 

с использованием фенольно- 

хлороформенного метода. Коли-

чество и качество выделяемой ДНК 

оценивали в спектрофотометре 

NanoDrop 2000™.

Генотипирование проводили 

с помощью метода RAPD-PCR с ис-

пользованием ДНК-полимеразы 

Hot Start и двух праймеров – 1254 

и OPL-12. Последовательности 

праймеров и условия амплифика-

ции представлены в табл. 1. Уста-

навливали количество циклов – 

40, начальная денатурация ДНК 

и активация полимеразы – 950С 

в течение 5 мин, затем на каж-

дом цикле продолжительность 

денатурации была 15 сек при 

этой же температуре. Отжиг прай-

меров проводили также в течение 

15 сек. По завершении всех ци-

клов амплификации проводили 

инкубацию при температуре 720С 

в течение 3 мин.

либактериоз является секундарной 

инфекцией, иногда клиническое 

течение заболевания осложняется 

ко-инфекцией [4,5]. Имеются дан-

ные, что штаммы E. coli, выделен-

ные от клинически здоровых птиц, 

могут нести гены вирулентности 

и представлять угрозу как живот-

ным, так и человеку [6]. Патогенез 

колибактериоза до конца не изучен 

в силу многочисленности факторов 

вирулентности у E. coli [7].

В настоящее время применяется 

много методов для генотипирова-

ния микроорганизмов; тем не ме-

нее, продолжается поиск новых, 

более эффективных методов [8]. 

Одним из простых и быстрых мето-

дов идентификации штаммов E. coli 

является метод с применением ПЦР 

со случайными праймерами (RAPD-

PCR) [9,10].

Цель исследований – генотипи-

ровать 30 изолятов E. coli, выделен-

ных от индеек, разделенных на три 

группы, и сравнить их генетические 

профили методом RAPD-PCR.

Материал и методика иссле-

дований. Бактериологические ис-

следования биологического матери-

ала проводили в отделе микробио-

логии ВНИВИП. Из смывов с клоаки 

35-дневных индюшат создаваемо-

го среднего кросса (отцовская ли-

ния – образцы 1-10, материнская 

линия – образцы 11-20), а также 

из различных внутренних органов 

трех павших индюшат (образцы 21-

30) на среде Эндо были получены 

бактериальные изоляты, которые 

по морфологическим, тинкториаль-

ным, культуральным и фермента-

тивным свой ствам соответствовали 

Таблица 1. Последовательность нуклеотидов праймеров и условия проведения ПЦР

Наименование 
праймера

Последовательность 
нуклеотидов

Температура 
и время отжига

Температура и время 
элонгации

1254 CCG CAG CCA A 370С, 15 сек 720С, 120 сек

OPL-12 GGG CGG TAC T 370С, 15 сек 720С, 120 сек
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Заключение. Таким образом, 

если изученные штаммы были при-

чиной колибактериоза у индеек, 

то можно сделать вывод, что за-

болевание определяется разны-

ми штаммами, и перезаражения 

между особями носят единичный 

характер, т.е. эпизоотический про-

цесс не наблюдается. Случаи забо-

левания колибактериозом, в основ-

ном, определяются эндогенными 

штаммами бактерий. У заболев-

ших индеек в разных органах мо-

гут присутствовать отличающиеся 

бактериальные штаммы.

Работа поддержана бюд-

жетным финансировани-

ем, номер госрегистрации 

121021600202-7.

ный костный мозг этой особи был 

колонизирован другим уникаль-

ным штаммом (№28). Идентичность 

штаммов №№28 и 30, выделенных 

от разных индеек, свидетельствует 

о возможной передаче возбудителя 

от одной особи другой.

В ряде случаев отмечается иден-

тичность штаммов, выделенных 

из клоаки здоровых индеек (до-

рожки 1-20) и органов заболевших 

особей (дорожки 21-30). Особен-

но наглядно это видно на приме-

ре группы идентичных штаммов 

из клоаки индеек отцовской ли-

нии (все кроме №№3 и 10, прай-

мер 1254) и штаммов в дорожках 

№№23 и 24 (из сердца и печени 

заболевшей индейки).

как остальные 8 были одинако-

выми.

Несколько другая картина на-

блюдалась у материнской линии, 

где у бактерий четко прослеживает-

ся более выраженное генетическое 

разнообразие. Например, одинако-

выми были пары изолятов №№2 и 3, 

11 и 18, 14 и 16. Остальные изоляты 

были уникальными, т.е. отличались 

по распределению амплифициро-

ванных фрагментов ДНК (праймер 

1254). Праймер OPL-12 снова дал 

менее полиморфную картину, наи-

более отличался от всех остальных 

изолят №17, что также было харак-

терным для этой бактерии и при ис-

пользовании праймера 1254.

В группе изолятов, выделенных 

из биоматериала павших индеек 

(дорожки 21-30), обращает на себя 

внимание четкая кластеризация, 

проявляющаяся в виде неболь-

ших групп идентичных штаммов. 

Например, один кластер включал 

изоляты в дорожках №№23 и 24, 

другой – 25, 26 и 27, третий – 28 

и 30. Выявились также и уникаль-

ные штаммы – №№21, 22 и 29.

Интересно, что из почки и легких 

одной и той же больной индейки 

выделялись разные штаммы кишеч-

ной палочки (дорожки №№21 и 22), 

а штаммы из сердца и печени этой 

особи (№№23 и 24) были идентич-

ными, что свидетельствует о частич-

ной генерализации инфекционно-

го процесса. В случае другой особи 

из почки, легких и сердца (№№25, 

26 и 27 соответственно) выделялся 

один бактериальный штамм (гене-

рализация), в то время как крас-

Рис. 1. Генетические профили 30 изолятов E. coli. Сверху (А) – праймер 1254, 
снизу (Б) – праймер OPL-12. Дорожки 1-10 – отцовская линия; дорожки 11-20 – 

материнская линия; дорожки 21-30 – патологический материал из павших индеек.
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Abstract. The aim of the work was to identify 30 E. coli strains isolates obtained from three groups of turkeys 
(from paternal and maternal lines of the newly created middleweight cross, and from pathological materials 
of 3 dead individuals). The identification of genetic profiles of individual isolates was performed by RAPD-PCR 
genotyping method with the use of two primers. Primer 1254 revealed a more polymorphic pattern in the num-
ber and distribution of amplified DNA fragments as compared to primer OPL-12. In the group of individuals of 
the maternal line (10 isolates) the greater interindividual diversity of the pathogen was found as compared to 
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the group of the individuals from paternal line (10 isolates) with both primers used. In some cases the identity 
of strains isolated from the cloaca of healthy turkeys, primarily of the paternal line, and from different organs 
of dead individuals was noted. It was concluded that the RAPD-PCR method allows for the identification of the 

specific features of the genetic profiles of the amplified DNA fragments in three compared groups of turkeys.
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