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Введение. Проблема распро-

странения антибиотикорезистент-

ных микроорганизмов в окружа-

ющей среде, в том числе в сферах 

животноводства и птицеводства, 

представляет всевозрастающую 

угрозу здоровью как самих жи-

вотных, так и человека в связи 

со снижением эффективности ле-

карственных антибактериальных 

средств. На сегодняшний день ре-

зистентные бактерии были обнару-

жены во всей экосистеме сельско-

го хозяйства, в том числе в орга-

низмах животных, отходах их жиз-

недеятельности, непосредственно 

на территории предприятий и во-

круг них. Более того, неправильно 

подобранная терапия и нарушения 

санитарно- гигиенических условий 

даже на одной небольшой фер-

ме способны привести к вспыш-

ке распространения детерминант 

устойчивости в микробиоме окру-

жающей среды. При этом птице-

водческая отрасль является одним 

из главных потребителей антибак-

териальных препаратов и, следо-

вательно, одним из основных ре-

зервуаров устойчивых к данным 

препаратам бактерий [1].

Поскольку отрасль активно 

движется в сторону интенсифика-

ции производства, перед предпри-

ятиями стоит глобальная задача, 

требующая повышения продук-

тивности при минимизации ис-

пользования антибактериальных 

препаратов. В условиях растущей 

угрозы, исходящей от устойчи-

вых к антибиотикам патогенов, 

человеческая цивилизация стол-

кнулась со сложной, многогран-

ной проблемой, представляющей 

опасность для его будущего. Дей-

ствия по смягчению устойчивости 

к противомикробным препаратам 

необходимы во всех секторах об-

щества на уровне человека, живот-

ных и окружающей среды. Целью 

нашего исследования было изуче-

ние взаимосвязи между примене-

нием антибактериальных препа-

ратов и уровнем резистентности 
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в 2,8 раза относительно контроль-

ной группы. Через трое суток при-

менения препарата выявлено по-

вышение уровня генов bla_SHV 

в 2,5 раза. Также отмечено увели-

чение концентрации генов устой-

чивости parC в 1,2 раза, strA в 4,6 

раза и ampC в 6,9 раза по сравне-

нию с контролем (рис. 1Б).

Обсуждение результатов 

исследований. Наше исследо-

вание продемонстрировало, что 

внесение в рацион птицы одного 

антимикробного агента повысило 

число детерминант устойчивости 

к другим антимикробным агентам. 

В частности, в результате приме-

нения препарата коликвинол от-

мечено повышение детерминант 

устойчивости к тетрациклинам, 

хинолонам, эритромицинам, ам-

пициллинам, сульфаметаксазо-

лам по сравнению с контрольной 

группой. Отмечено также повы-

шение детерминант устойчиво-

сти бактерий к β-лактамным анти-

биотикам, включая пенициллины 

и цефалоспорины. Однако ко-

ликвинол можно считать слож-

нокомпонентным препаратом, 

поскольку он состоит из смеси 

линкомицина, колистина, суль-

фаметаксазола и триметоприма. 

Предположение, что антибиотик 

маркеров устойчивости была подо-

брана широкая панель генов, от-

ветственных за устойчивость к раз-

нообразным антибактериальным 

 веществам, в том числе из других 

групп антибиотиков, которые пти-

це не применяли (табл. 1).

Результаты исследований. 

Исследование показало повы-

шение уровня широкого спектра 

генов антибиотикорезистентности 

в обеих опытных группах. В опыт-

ной группе 1 через сутки после 

начала применения коликвинола 

отмечено увеличение количества 

генов устойчивости tetA в 5,65 раза 

относительно контрольной группы; 

также отмечено увеличение коли-

чества генов устойчивости parC 

в 1,5 раза и parE в 1,4 раза. Через 

3 суток применения коликвинола 

в опытной группе 1 отмечено по-

вышение уровня генов ermA в 34,3 

раза и ermB в 630,3 раза. Также 

отмечено повышение уровня гена 

ampC в 6,9 раза и гена bla_SHV 

в 2,0 раза относительно контроль-

ной группы. Уровень гена sul1 уве-

личился в 1,3 раза (рис. 1А).

Аналогично при применении 

тилмикозина (опытная группа 2) 

спустя сутки было отмечено увели-

чение концентрации генов bla_SHV 

в 2,5 раза, strA в 5,3 раза и ermB 

микробного сообщества в кишеч-

нике птицы.

Материал и методика ис-

следований. В условиях вива-

рия поставили опыт на цыплятах- 

бройлерах с применением анти-

бактериальных препаратов. Цы-

плята были разделены на группы 

по 45 голов в каждой: контроль-

ная, опытная 1 и опытная 2. Пти-

цу контрольной группы кормили 

основным рационом без добавок. 

В опытной группе 1 в кормлении 

использовали антибактериальный 

препарат коликвинол, состоящий 

из смеси линкомицина, колистина, 

сульфаметоксазола, триметопри-

ма. В опытной группе 2 использо-

вали антибактериальный препарат 

тилмикозин, относящийся к группе 

макролидов. В ходе эксперимен-

та у птиц собирали пробы помета 

(по 3 пробы от каждой группы) че-

рез 1 и 3 суток после начала при-

менения антибиотиков. Наличие 

резистентных бактерий в микро-

биоте определяли по наличию ге-

нов резистентности в микробио-

ме. Бактериальную ДНК выделя-

ли с использованием набора для 

очистки геномной ДНК (Fermentas, 

Inc., Литва) в соответствии с реко-

мендациями производителя. Для 

анализа детерминант устойчивости 

подобрали праймеры генов устой-

чивости как относящиеся к вы-

бранному препарату, так и к анти-

биотикам других групп. Постанов-

ку ПЦР выполняли с применением 

набора “5X qPCRmix- HS SYBR” (Ев-

роген, Россия) на амплификато-

ре “ДТлайт 4” (ДНК-Технология, 

Россия). Таргетный анализ генов 

устойчивости к антибиотикам про-

водили с помощью количествен-

ной ПЦР из расчета по отноше-

нию к копии контрольного гена. 

За основу расчетов был взят метод 

Ливака и Шмитгена [2]. В качестве 

Таблица 1. Список наблюдаемых генов

Имя гена Функция

Eub 338/518 Контрольный праймер ДНК бактерий

bla_shv
Резистентность к бета-лактамам, включая широкую устойчивость 
к пенициллинам и цефалоспоринам

ampC Устойчивость к ампициллину

mecA Резистентность к β-лактамным антибиотикам, метициллину

vanA Устойчивость к ванкомицину, гликопептидам

parC
parE

Устойчивость к хинолонам

tetA
tetO

Устойчивость к тетрациклинам

StrA Устойчивость к стрептомицинам

Sul1 Устойчивость к сульфаниламидам

ermA
ermB

Устойчивость к эритромицинам

Ndm-1 в-лактамные антибиотики, карбапенемы
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пример, гена устойчивости к ампи-

циллину AmpC. β-лактамазы AmpC 

являются клинически важными це-

фалоспориназами, кодируемыми 

на хромосомах многих представи-

телей семейства Enterobacteriaceae 

животными и растительными бак-

териями [5].

Представляет интерес повыше-

ние детерминант резистентности 

к различным антибиотикам только 

на третий день эксперимента, на-

со столь широким охватом лечеб-

ных групп может охватывать мно-

жество детерминант устойчивости, 

представляется логичным. Однако 

аналогичный эффект имело и при-

менение препарата тилмикозин: 

было выявлено повышение от-

носительного числа детерминант 

устойчивости к β-лактамным анти-

биотикам, в том числе пеницил-

линам и цефалоспоринам. Также 

было обнаружено увеличение от-

носительного количества детерми-

нант устойчивости к стрептомици-

нам, эритромицинам и ампицил-

линам. Вероятно, в микробиоме 

желудочно- кишечного тракта цы-

плят антибиотики оказали эффект 

естественного отбора бактерий 

со свой ствами устойчивости. Вме-

сте с тем, можно предполагать при-

сутствие горизонтальной передачи 

генов устойчивости.

Применение обоих препаратов 

приводило к увеличению детер-

минант резистентности bla_SHV. 

Этот ген представляет серьезную 

проблему, так как часто встреча-

ется в птицеводстве [3]. Бета-лак-

тамазы SHV преобладают у Грам-

отрицательных бактерий [4]. SHV-1 

может гидролизовать пенициллин 

и цефалоспорины, но не антибио-

тики расширенного спектра дей-

ствия, такие как оксииминоцефа-

лоспорины и монобактамы.

Также применение обоих пре-

паратов привело к увеличению де-

терминант strA, которые кодируют 

ферменты, инактивирующие стреп-

томицин. Они распространены 

по всему миру и придают устойчи-

вость к стрептомицину как мини-

мум 17 родам Грам-отрицательных 

бактерий. Ранее предполагалось, 

что широкое распространение ге-

нов strA-strB в окружающей среде 

свидетельствует о случаях перено-

са генов между человеческими, 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Day 3

Day 1

ermB ermA Sul1 StrA tetO tetA parE

parC vanA mecA ampC bla_shv Control

0 1 2 3 4 5 6 7

Day 3

Day 1

ermB ermA Sul1 StrA tetO tetA parE

parC vanA mecA ampC bla_shv Control

Рис. 1. Динамика детерминант резистентности при применении: 
А - коликвинола; Б - тилмикозина

А)

Б)
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шечном микробиоме при контро-

ле вспышек инфекционных забо-

леваний [13]. Основной эффект 

сокращения устойчивых штаммов 

бактерий под действием пробио-

тических штаммов лежит в кон-

курентном замещении, а также 

в прямом бактерицидном дей-

ствии против патогенных бактерий 

со свой ствами устойчивости.

Недавнее отечественное ис-

следование воздействия пробио-

тического штамма Bacillus subtilis 

продемонстрировало более бы-

строе формирование кишечной 

микрофлоры с первого дня жизни 

бройлеров по сравнению с вари-

антами без добавок или введением 

антибиотика на основе вирджи-

ниамицина. При этом также было 

отмечено снижение содержания 

в ней микроорганизмов семейства 

Campylobacteriaceae [14]. Анало-

гичное исследование, проведенное 

на курах- несушках с использова-

нием штамма Bacillus subtilis, по-

казало снижение общей численно-

сти патогенных микроорганизмов 

в различных внутренних органах 

на 19% [15]. Другое недавнее ис-

следование продемонстрировало 

положительное влияние совмест-

ного применения пробиотических 

штаммов Bacillus megaterium 

и Enterococcus faecium на микро-

биоту кишечника кур-несушек, 

в том числе увеличение количе-

ства бифидобактерий и целлюло-

золитических бактерий и снижение 

доли патогенной и нежелательной 

микрофлоры на 25-50% [16].

Выводы. Наше исследование 

продемонстрировало, что внесение 

в рацион питания птицы одного 

антимикробного агента повысило 

число детерминант устойчивости 

к другим антимикробным агентам. 

В частности, в результате примене-

ния препарата коликвинол было 

возбудителей инфекционных за-

болеваний. Смещение баланса 

микробиоты может привести как 

к вспышкам инфекционных забо-

леваний на целом предприятии, 

так и к менее экстремальным ре-

зультатам, таким как потеря про-

дуктивности [10]. Чаще всего, эти 

проблемы в производственных ус-

ловиях решаются применением 

антибиотиков, в том числе и в пре-

вентивных целях. Однако противо-

микробные агенты могут убивать 

или ингибировать рост восприим-

чивых бактерий, позволяя рези-

стентным штаммам размножаться 

и колонизировать кишечник [11]. 

Таким образом, устойчивые к про-

тивомикробным препаратам па-

тогены потенциально могут вызы-

вать трудноизлечимые заболева-

ния, повышать уровень смертно-

сти и экономических потерь. Про-

блема усложняется способностью 

микроорганизмов обмениваться 

генетической информацией, даже 

между разными таксономически-

ми группами бактерий. Данный об-

мен информацией также включает 

в себя гены устойчивости к антими-

кробным соединениям. Изучение 

спектров генов устойчивости при-

вело к появлению термина «рези-

стом», означающего совокупность 

всех известных и неизвестных ге-

нов устойчивости ко всем откры-

тым и еще не открытым группам 

антибиотиков, а также их генов- 

предшественников, которые могут 

эволюционировать в эффективные 

гены устойчивости [12].

Возможным решением может 

быть применение симбиотических 

организму птицы бактерий с анта-

гонистическими свой ствами в от-

ношении возбудителей инфекци-

онных заболеваний, что могло бы 

сдерживать уровень детерминант 

антибиотикорезистентности в ки-

и некоторых других организмов, 

где они опосредуют устойчивость 

к цефалотину, цефазолину, цефок-

ситину, большинству пеницилли-

нов и комбинациям ингибитора 

β-лактамазы и β-лактама. Сверх-

экспрессия придает устойчивость 

к цефалоспоринам широкого спек-

тра действия, включая цефотаксим, 

цефтазидим и цефтриаксон [6].

Также на третий день приме-

нения обоих препаратов увеличи-

лось относительное содержание 

гена ermB. При этом применение 

препарата коликвинол также уве-

личило содержания детерминант 

и гена ermA. Данные гены отвеча-

ют за устойчивость к эритромици-

ну, при этом ermB располагается 

на плазмиде, а ermA находится 

на хромосоме [7].

Применение препарата коликви-

нол также влияло на число детерми-

нант tetA, ответственных за устойчи-

вость к тетрациклину. Он кодирует 

функциональный белок оттока, свя-

занный с геном tetB, который, по-

видимому, кодирует белок защиты 

рибосомы, при этом tetA является 

функциональным при отделении 

от tetB [8].

Также применение препарата 

коликвинол привело к более вы-

раженному повышению детерми-

нант резистентности к хинолонам 

(parC, parE).

Применение препарата колик-

винол также привело к увеличе-

нию относительного числа детерми-

нант устойчивости sul1. Этот ген об-

наруживается почти исключительно 

на больших конъюгативных плаз-

мидах и интегронах класса 1 [9].

Микробиота слепой кишки 

птиц является ключевым звеном 

как в переваривании сложных 

компонентов растительных кор-

мов, так и в защите организма пти-

цы от разрушительной активности 
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при помощи применения пробио-

тических штаммов бактерий.

Исследование выполне-

но за счет гранта Россий-

ского научного фонда №22-

76- 00053, https://rscf/pro-

ject/22-76- 00053/.

бактерий к β-лактамным антибио-

тикам, в том числе пенициллинам 

и цефалоспоринам. Дальнейшие 

исследования будут нацелены 

на поиски способов контроля де-

терминант антибиотикоустойчиво-

сти в организме птицы, в том числе 

отмечено увеличение детерминант 

устойчивости к тетрациклинам, хи-

нолонам, эритромицинам, ампи-

циллинам, сульфаметаксазолам 

в сравнении с контрольной груп-

пой. Также было отмечено увели-

чение детерминант устойчивости 
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The Hazard of Bacterial Antibiotic Resistance: 

Each Preparation Can Contribute to the Overall Effect

Andrey V. Dubrovin1,2, Larisa A. Ilyina1,2, Ekaterina S. Ponomareva2,3, Ksenia A. Kalitkina1,2, Darya G. Tiurina2, 
Elena A. Yildyrym1,2, Vera A. Filippova1,2, Alisa S. Dubrovina2,4

1St. Petersburg State Agrarian University; 2BIOTROF+, Ltd, St. Petersburg; 3Volgograd State Agrarian University; 
4All-Russian Research Veterinary Institute of Poultry Science - branch of the Federal Scientific Center “All-Russian 

Research and Technological Institute of Poultry” of Russian Academy of Sciences

Abstract. The bacterial resistance to antimicrobials is considered an expanding global problem for both pub-

lic health and agriculture. The vast spectrum of antibiotics accumulated to date has formed an appropriate 

fund of antibiotic resistance genes in bacteria. The reduction of the development of bacterial drug resistance 

is an important task for medicine and veterinary, as well as for agricultural production where the main goal is 

to find the effective alternative(s) to in-feed antibiotics for growing poultry (broilers). The purpose of our study 

on broiler chicks was to confirm the possibility of the emergence of multi-drug resistant intestinal microbiota 

after the application to broilers of a single antimicrobial preparation (a combined preparation containing sev-

eral different antibiotics or a single-agent macrolide antibiotic). The expression of a panel of genes related to 

resistance to antibiotics of different classes in the broilers’ fecal microbiota was analyzed. It was found that 

both antimicrobials applied to broilers significantly enhanced the expression of studied genetic determinants 

of drug resistance in the broilers’ microbiota including resistance to antibiotics of the classes which were not 

presented in the preparations applied.
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