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РЕФЕРАТ 
С помощью полимеразной цепной реакции с детекцией продуктов ампли-
фикации в режиме «реального времени» (ПЦР-PВ) было исследовано 263 
образца из окружающей среды, отобранных на объектах содержания жи-
вотных и птицы, а также фекалий с целью определения генетических де-
терминант резистентности к пяти классам противомикробных препаратов, 
таких как тетрациклины (tetA, tetO, tetM) фторхинолоны (qnrS, qnrB) цефа-

лоспорины, пенициллины (СТХ-М-1, СТХ-М-9, CMY), полимиксины (mcr-1). 95% об-
разцов, протестированных на наличие АМР, показали наличие генов резистентности, 
связанных с устойчивостью по меньшей мере к двум классам этих антибиотиков ши-
рокого спектра действия. Уровень обнаружения маркеров резистентности к тетрацик-
линам и фторхинолонам было самым высоким. Выявление генетических макркеров 
резистентности к большинству противомикробных препаратов имеет следующий по-
рядок возрастания: овца→лошадь→коза→ крупный рогатый скот→свинья→птица. 
Наши исследования коррелируют с тенденцией к тому, что противомикробные препа-
раты используются в большей степени для лечения свиней и птицы, чем для крупного 
рогатого скота. В образцах из объектов внешней среды идентификация генетических 
детерминант резистентности была сопоставимой с выявлением в образцах от живот-
ных только в птичниках. В образцах фекалий гены резистентности выявляли в два-три 
раза чаще, чем в образцах из окружающей среды. Исследование показало, какие мар-
керы резистентности распространены в образцах от животных и окружающей среды, а 
относительное количество и частота обнаружения данных маркеров могут служить 
параметром оценки риска дальнейшего распространения антибиотикорезистентности.  
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ВВЕДЕНИЕ/INTRODUCTION 
По данным Европейского центра 

профилактики и контроля болезней, 
источником и резервуаром большин-
ства штаммов, вызывающих болезни 
людей на территории Евросоюза, явля-
ются продуктивные животные [1]. Пе-
редача микроорганизмов человеку про-
исходит при непосредственном контак-
те с животными, через пищевые про-
дукты и объекты внешней среды [2]. 
Интенсивность этой передачи, вероят-
но, может варьировать в зависимости 
от вида микроорганизма. Распростра-
нение генетических детерминант рези-
стентности является другой потенци-
альной опасностью, добавляющей 
сложности данной проблеме [3-5]. 
Устойчивые штаммы микроорганиз-
мов, контаминирующие пищевые про-
дукты, являются резервуаром генов 
резистентности и могут передавать их 
представителям нормальной микро-
флоры или другим патогенным бакте-
риям при попадании в организм чело-
века [6]. Воздействие на окружающую 
среду в свою очередь, в основном свя-
зано с неправильным обращением с 
экскрементами животных, что приво-
дит к загрязнению поверхностных вод, 
грунтовых вод и почв питательными 
веществами, органическими вещества-
ми и тяжелыми металлами. [7].  

Озабоченность вызывает растущая 
устойчивость микроорганизмов к 
фторхинолонам и цефалоспоринам, так 
как эти две группы препаратов входят 
в составленный Всемирной организа-
цией здравоохранения список антибио-
тиков, критически важных для медици-
ны. В современных условиях глобали-
зации экономики географические гра-
ницы не препятствуют распростране-
нию резистентных к антибиотикам 
микроорганизмов, поэтому увеличение 
количества устойчивых штаммов, вы-
деляемых от животных и из продукции 
животноводства, отмечается повсе-
местно, в том числе и в нашей стране. 
Следовательно, контроль за распро-
странением резистентных штаммов 

микроорганизмов требует комплексного 
подхода. Он должен включать монито-
ринг чувствительности и изучение меха-
низмов резистентности к антимикроб-
ным препаратам микроорганизмов, выде-
ляемых от животных, для разработки 
системы мероприятий по снижению ре-
зистентности как в масштабах отдельно-
го хозяйства, так и на региональном 
уровне [8-10].  

Целью данной работы является 
идентификация генов резистентности в 
рамках ветеринарного мониторинга. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ/ MA-
TERIALS AND METHOD 

В рамках проведенного исследования 
в период 2021-2022г было проанализиро-
вано на наличие генов резистентности 
263 образца от клинически здоровых 
животных (помет, фекалии, смывы с вы-
мени) и на объектах их содержания. Про-
бы были отобраны на животноводческих 
и птицеводческих комплексах в шести 
федеральных округах РФ: Северо-
Кавказском, Дальневосточном, Сибир-
ском, Северо-Западном, Приволжском, 
Уральском и Центральном (табл.1). 

Для постановки ПЦР-РВ использова-
ли собственные методики, разработан-
ные для выявления 9 генов, связанных с 
5 различными классами распространен-
ных в ветеринарии антибиотиков, таких 
как тетрациклины (tetA, tetO, tetM) 
фторхинолоны (qnrS, qnrB) цефалоспо-
рины, пенициллины (СТХ-М-1, СТХ-М-9, 
CMY), полимиксины (mcr-1). Присут-
ствие этих генетических детерминант 
было дополнительно подтверждено се-
квенированием по Сенгеру. 

Для выделения ДНК сорбционным 
методом использовали коммерческий 
набор реагентов «АмплиПрайм ДНК-
сорб-В» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). Для 
амплификации ДНК использовали Syn-
Taq ДНК-полимеразу (Синтол), 10х ПЦР
-Буфер-Б (Синтол), реагент «MgCl2» с 
концентрацией 25 ммоль/дм3(Синтол), 
смесь дНТФ 25мМ (Синтол), растворы 
олигонуклеотидных праймеров и зондов, 
меченых флуоресцентными красителями. 
Постановку ПЦР-РВ осуществляли с 
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КРС лошадь птица свинья овцы козы

Центральный 21 57% 33% 10%

Уральский 12 100%

Приволжский 75 40% 21% 25% 13%

Северо-Западный 11 36% 64%

Сибирский 11 45% 55%

Дальневосточный 28 36% 29% 36%

Северо-Кавказский 20 30% 30% 40%

итого 178 35% 13% 25% 11% 10% 6%

Центральный 17 53% 47%

Приволжский 21 86% 5% 10%

Северо-Западный 3 33% 67%

Сибирский 3 100%

Дальневосточный 30 33% 33% 33%

Северо-Кавказский 11 73% 27%

итого 85 45% 13% 27% 15%

Вид животного 

Образцы объектов внешней 

среды 

Материал от животных

Вид материала Федеральный округ

Кол-во 

протестирован-

ных проб

Таблица 1 
Список образцов по регионам 

использованием амплификаторов Rotor-
Gene Q (Qiagen, Германия) и Rotor-Gene 
6000 (Corbet Research, Австралия). 

Статистическая обработка цифрового 
материала была проведена с использова-
нием программы Microsoft Excel. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ/ 

RESULTS AND DISCUSSION  
Исследовано 178 образцов биоматери-

ала от животных – КРС (n=62), птица 
(n=44), лошадь (n=24), свинья (n=20), ов-
ца (n=18) и коза (n=10). Образцы объек-
тов внешней среды (n=85) отбирали на 
коровниках (n=38), птичниках (n=23), 
овчарнях (n=13) конюшнях (n=11) 
(рисунок 1). 

Результаты показали наличие детерми-
нант антимикробной резистентности к 
основным классам антибиотиков в полу-
ченных образцах ДНК. 

95% образцов (n=249), протестирован-
ных на наличие генетических маркеров 
резистентности, показали наличие генов, 
связанных с устойчивостью по меньшей 
мере к двум классам этих антибиотиков 
широкого спектра действия.  

Чаще всего выявляли: в 60% образцов 
– tetА (n=158), в 52% - tetМ (n=138), 48% 
– tetO (n=127). Плазмидно-
опосредованные гены устойчивости к 

фторхинолонам: qnrB - обнаружен в 42% 
(n=111), а qnrS – в 35% (n=92) образцов. 
Маркеры устойчивости к цефалоспори-
нам, пенициллинам и колистину выявля-
ли реже: СТХ-М-1 – в 22% (n=58), СТХ-
М-9 – в 13% (n=34), CMY – в 24% (n=63), 
mcr-1 – в 19% (n=50) образцов. 

В материале от свиней, коз, птицы и 
КРС чаще всего идентифицировали целе-
вые гены резистентности к тетрацикли-
нам, более чем в 87%, 83%, 82% и 81% 
образцов фекалий, к фторхинолонам – в 
75%, 100%, 82% и 81%, реже выявляли 
ген резистентности к колистину –в 15%, 
0%, 50% и 15% образцов соответственно. 
В образцах от лошадей мы идентифици-
ровали минимальное разнообразие генов 
резистентности, в отличие от образцов из 
конюшен, где превалировало выявление 
генов резистентности к пенициллинам, 
фторхинолонам и тетрациклинам. При 
исследовании материала от овец выявля-
ли гены резистентности к пенициллинам, 
колистину, фторхинолонам и тетрацикли-
нам, однако в образцах, отобранных в 
овчарнях, не выявили генов резистентно-
сти. (таблица 2). 
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Выявление генетических детерминант 
к большинству противомикробных препа-
ратов имеет следующий порядок возрас-
тания: овца→лошадь→коза→ крупный 
рогатый скот→свинья→птица. Наши ис-
следования коррелируют с данными, по-
лученными ранее в Российской Федера-
ции [11, 12] и при исследовании Boeckel, 
2015 с тенденцией к тому, что противо-
микробные препараты используются в 
большей степени для лечения свиней и 
птицы, чем для крупного рогатого скота. 
В целом, тетрациклины оставались наибо-
лее используемыми противомикробными 

35% 13% 25% 10%

45% 13% 27% 15%

КРС лошадь птица овца

биоматериал 178 объекты внешней среды  85

Рис. 1 Структура образцов по видам животных 

Таблица 2 
Идентификация генетических детерминант резистентности по видам образцов  

Вид материала

Вид 

животно

го

Кол-во 

протести

рован-

ных 

проб

MCR CMY CTX-M-1 CTX-M-9 qnrS qnrB tetA tetO tetM

100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

КРС 62 15% 29% 24% 6% 23% 26% 81% 79% 84%

свинья 20 15% 5% 60% 15% 80% 70% 90% 100% 70%

овца 18 39% 44% 0 0 11% 17% 28% 0 11%

коза 10 0 50% 90% 90% 100% 100% 90% 90% 70%

лошадь 24 17% 0 4% 8% 13% 21% 21% 46% 13%

птица 44 50% 32% 25% 5% 64% 80% 84% 75% 86%

итого 178

коровник 38 3% 11% 16% 16% 16% 21% 32% 0 21%

овчарня 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0

конюшня 11 0 55% 0 0 45% 73% 91% 0 18%

птичник 23 22% 26% 17% 30% 30% 52% 52% 22% 52%

итого 85

всего 263

Материал от животных 

Образцы объектов внешней среды

препаратами в ветеринарии во всем мире 
(40,5% от общего количества) [13]. 

Высокое разнообразие генов антибио-
тикорезистентности в образцах предпола-
гает, что может быть несколько источни-
ков резистентных бактерий или возмож-
ный обмен штаммами или поток генов 
между различными штаммами из-за пере-
носа мобильными генетическими элемен-
тами. [14]. 

Из 178 образцов, отобранных от жи-
вотных, выявление генетических марке-
ров устойчивости к противомикробным 
препаратам имеет следующий порядок 
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возрастания: полимиксины → пеницилли-
ны → цефалоспорины → фторхинолоны 
→ тетрациклины. Из 85 образцов внеш-
ней среды корреляция сопоставима с ис-
следованиями образцов от животных, од-
нако маркеров к цефалоспоринам выявля-
ли меньше, чем к пенициллинам. 
(рисунок 2). 

Результаты показали обильное наличие 
детерминант антимикробной резистентно-
сти к основным классам антибиотиков в 
образцах фекальной ДНК. Исследование 
показало наличие генов резистентности в 
образцах от клинически здоровых живот-
ных и на объектах их содержания.  

В образцах из объектов внешней среды 
идентификация генетических детерми-

нант резистентности была сопоставимой 
с выявлением в образцах от животных 
только в птичниках. Нами не обнаружено 
исследуемых генетических маркеров ре-
зистентности из образцов объектов окру-
жающей среды только в образцах из ов-
чарни (Дагестан – 3 образца). При анали-
зе 8 образцов фекалий из того же хозяй-
ства, обнаружен ген устойчивости к 
фторхинолонам qnrS у одного животно-
го. В образцах фекалий гены резистент-
ности выявляли в два-три раза чаще, чем 
в образцах из окружающей среды. Иден-
тификация маркеров резистентности к 
фторхинолонам и тетрациклинам была 
самой высокой. 

25% 26% 27%

11%

41%

47%

70% 69%
65%

7%

19%

12%
15%

21%

33%

40%

6%

26%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

MCR CMY CTX-M-1 CTX-M-9 qnrS qnrB tetA tetO tetM

биоматериал образцы внешней среды

Рис. 2 Идентификация генетических детерминант резистентности  
в образцах 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION  
Данное исследование является 

начальным этапом изучения состава 
резистомы образцов от клинически здо-
ровых животных и объектов их содер-
жания для понимания циркуляции ге-
нов резистентности.  В таких ситуациях 

использование ПЦР-РВ и секвенирова-
ния по Сэнгеру, может служить эффек-
тивным молекулярным инструментом 
изучения генетических маркеров рези-
стентности. 

Исследование позволило нам понять, 
какие маркеры резистентности, связан-
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ные с различными классами антибиоти-
ков, присутствуют в микробиоме образ-
цов от клинически здоровых животных и 
объектах окружающей среды в животно-
водческих и птицеводческих хозяйствах. 
Относительное количество и частота 
встречаемости маркеров резистентности 
исследованных образцов будут служить 
параметрами для понимания и оценки 
риска потенциальной угрозы распростра-
нения резистентности. 

Динамичность ситуации с распростра-
нением резистентности к антимикробным 
препаратам требует постоянного накоп-
ления новых сведений специалистами 
разного ведомственного подчинения с 
целью составления оптимального алго-
ритма действий для преодоления рези-
стентности микроорганизмов к антимик-
робным препаратам, в частности в отно-
шении создания банка резистентных 
штаммов [15]. Осуществление комплекс-
ного ветеринарного мониторинга устой-
чивости к противомикробным препара-
там на территории РФ, в том числе с ис-
пользованием молекулярно-
биологических методов, позволяет оце-
нить возможность применения различ-
ных антибиотиков в хозяйствах разных 
субъектов РФ. 

Исследование финансировалось Феде-
ральной службой по ветеринарному и 
фитосанитарному надзору, научно-
исследовательская работа (БН62 подтема 
52) 1022040700237-0-4.3.1 
««Ветеринарный мониторинг резистент-
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ABSTRACT 

Real-time polymerase chain reaction 

(PCR-PT) was used to examine 263 environ-
mental samples from animal and poultry 
facilities, as well as faeces, to determine the 
genetic determinants of resistance to five 
classes of antimicrobials such as tetracy-
clines (tetA, tetO, tetM) fluoroquinolones 
(qnrS, qnrB) cephalosporins, penicillins 
(CTX-M-1, CTX-M-9, CMY), polymyxins 
(mcr-1). 95% of samples tested for AMR 
showed the presence of resistance genes as-
sociated with resistance to at least two clas-
ses of these broad-spectrum antibiotics. The 
level of detection of resistance markers to 
tetracyclines and fluoroquinolones was the 
highest. The detection of genetic markers of 
resistance to most antimicrobials has the 
following ascending order: sheep → horse 
→ goat → cattle → pig → poultry. Our stud-
ies correlate with a trend towards more anti-
microbial use in pigs and poultry than in 
cattle. 

In samples from environmental objects, 
the identification of genetic determinants of 
resistance was comparable to the detection in 
samples from animals only in poultry hous-
es. In faecal samples, resistance genes were 
detected two to three times more often than 
in environmental samples. 

The study showed which resistance mark-
ers are common in the fecal microbiome and 
environmental samples, and the relative 
amount and frequency of detection of these 
markers can serve as a risk assessment pa-
rameter for the further spread of antibiotic 
resistance. 
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