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РЕФЕРАТ 
Рост и развитие сельскохозяйственного производства сдерживают 
инфекционные болезни и как следствие связанные с ними экономиче-
ские убытки. Для предотвращения возникновения инфекционных за-
болеваний широко используют антибиотики. Их бесконтрольное при-
менение влечет за собой появление новых антибиотикорезистентных 
штаммов бактерий.  Определяющим фактором резистентности бакте-

рий к макролидной группе антибиотиков является ген макролид фосфорилазы 
(MphA). Он встречается в составе генома бактерий семейства Enterobacteri-
aceae. Наличие в продуктах питания гена MphA в долгосрочной перспективе 
может отрицательно сказаться на здоровье нации в связи с выработкой у людей 
устойчивости к макролидным антибиотикам. В связи с этим, современное сель-
скохозяйственное производство нуждается в простых и массовых методах опре-
деления антибиотикорезистентности микроорганизмов. В связи с этим целью 
исследования являлась разработка полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени (ПЦР-РВ) для возможности монитроинга гена MphA в кишеч-
ном содержимом свиней и птицы. 

Материалом для исследования послужили пробы фекалий (80 образцов) от 
поросят в возрасте 40-50 дней. Выделение ДНК традиционным силико-
сорбционным методом. Подбор олигонуклеотидных праймеров проводили при 
помощи программы IDT Oligo Analyzer. Постановку ПЦР-РВ проводили на ам-
плификаторе BioRad CFX96 Real-Time PCR-System.  В результате проведенных 
исследований было выявлено 30% положительных проб. При этом, пороговый 
цикл реакции варьировал от 36 Сt до 42Сt. Этот факт доказывает высокое рас-
пространение  гена макролид фосфорилазы в кишечном содержимом у свиней и 
птицы  на сельскохозяйственных предприятиях РФ. Однако копийность иско-
мого гена, по нашим данным, оказалась весьма не высокой.  

Исходя из полученных данных и анализа литературы мы считаем, что про-
блему антибиотикорезистентности необходимо решать комплексно путем спе-
цифической и неспецифической профилактики инфекционных болезней. К спе-
цифической профилактике относится широкое применение бактериофагов и 
аутогенных вакцин. К неспецифической профилактике относится применение 
пребиотиков, пробиотиков, серебросодержащих препаратов.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Возможности развития современного 

сельскохозяйственного производства, а 
именно свиноводства, существенно сдер-
живают бактериальные инфекции. Ин-
фекционные заболевания наносят значи-
тельный экономический ущерб и являют-
ся серьезной проблемой ветеринарной 
практики. Цикличность сельскохозяй-
ственного производства приводит к пер-
систенции бактерий и появлению инфек-
ций, устойчивых к химиотерапевтиче-
ским препаратам.  Антибиотикорези-
стентность  порождает проблему выбора 
эффективного и безопасного препарата 
для фармакопрофилактики инфекцион-
ных болезней животных [1].  

Проблему антибиотикорезистентности 
усугубляет  недостаточный контроль за 
использованием антимикробных препара-
тов в ветеринарии. Применение антибио-
тиков в свиноводстве в качестве добавки 
в корм, а так же в профилактических це-
лях является общепринятой практикой в 
нашей стране и, как известно, приводит к 
повышению уровня резистентности мик-
роорганизмов [5].  В настоящее время во 
всем мире идет поиск альтернативных 
подходов к терапии инфекционных забо-
леваний. Из этой проблемы вытекает во-
прос о безопасности продукции свино-
водства которую необходимо рассматри-
вать в контексте наличия мобильных ге-
нетических детерминант антибиотикоре-
зистентности в составе пищевых продук-
тов. Одной из таких генетических детер-
минант является ген макролид фосфори-
лазы (MphA). Он встречается в составе 
генома бактерий семейства Enterobacteri-
aceae и обеспечивает устойчивость к ан-
тибиотикам макролидного ряда, путем их 
ферментативной модификации [2]. Сель-
скохозяйственные животные, в частности 
свиньи, являются резервуаром антибиоти-
корезистентных бактерий таких как  Sal-
monella spp., Campylobacter spp., Esche-
richia coli, Clostridium difficile, Staphylo-
coccus aureus (MRSA), Enterococcus faeci-
um (VRE) и др [3]. Данные бактерии име-
ют способность к горизонтальной переда-
че генов антибиотикорезистентности, в 

частности гена MphA, что является серь-
езной проблемой в борьбе с распростра-
нением антибиотикоустойчивых штаммов 
бактерий [4]. Наличие в продуктах пита-
ния гена MphA в долгосрочной перспек-
тиве может отрицательно сказаться на 
здоровье нации в связи с выработкой у 
людей устойчивости к макролидным ан-
тибиотикам. В настоящее время тесты на 
выявленпия гена макролидфосфорилазы 
не разработаны. В связи с этим, современ-
ное сельскохозяйственное производство 
нуждается в простых и массовых методах 
определения антибиотикорезистентности 
микроорганизмов. Массовое использова-
ние таких тестов поможет в короткие сро-
ки выявлять  

Цель исследования: Выявление и про-
филактика заноса гена макролидфосфори-
лазы в кишечном содержимом свиней при 
помощи  полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ) 

Задачи исследования: 
Разработка полимеразной цепной ре-

акции в режиме реального времени (ПЦР-
РВ) для детекции гена  MphA в кишечном 
содержимом свиней  

Определение распространения гена 
макролидфосфорилазы в популяции сви-
ней 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Материалом для исследования послу-
жили пробы фекалий (80 образцов) от 
поросят в возрасте 40-50 дней  из двух 
хозяйств промышленного содержания. 
Пробы отбирали от поросят в период раз-
вития послеотъемного диарейного син-
дрома, разделяли на две группы в соот-
ветствии с их клиническим статусом – 
больные и здоровые. Пробы консервиро-
вали добавлением пяти объемов 96% эти-
лового спирта и доставляли в лаборато-
рию при температуре 0ºС. Для выделения 
ДНК использовали по 100 мкг каждого 
образца. 

Выделение ДНК производили тради-
ционным силико-сорбционным методом с 
использованием коммерческого набора 
«ДНК-сорб» производства ФГУН 
«Центральный НИИ эпидемиологии» Ро-
спотребнадзора.  
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Подбор олигонуклеотидных прайме-
ров проводили при помощи программы 
IDT Oligo Analyzer. 

Реакцию ПЦР-РВ проводили на ам-
плификаторе BioRad CFX96 Real-Time 
PCR-System.  
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И 
ОБСУЖДЕНИЕ 

Для проведения реакции нами были 
разработаны олигонуклеотидные прай-
меры со следующей структурой: P1 - `5-
aatgctcaagaatcgcctgc-3`, P2 - 5`-
aaatctggccacgacgaatc-3, а также Taqman-
зонд со структурой: Fam-
cgttgcctatcccatgctcgaaga-bhq1. Используе-
мые праймеры обладают специфично-
стью и чувствительностью 10 копий 
ДНК гена макролидфосфорилазы на ре-
акцию. 

Таблица 1 
Программа реакции  

Этап Температура, °C Число циклов Время, с 

1 95 1 Пауза 

2 95 45 15 

65,5 45 25 

72 45 25 

Рис.1. Кривые роста флюоресценции в ПЦР-РВ на наличие гена MphA в кишечном со-
держимом свиней 

Состав реакционной смеси: 60 mM 
Tris-HCl (pH 8.5 при 25°C); 1,5 mM 
MgCl2; 25 mM KCl; 10 mM 2-
меркаптоэтанол; 0,1% Тритон X-100, 0,3 
мкМ праймеров, 0,1 мкМ концентрация 
Taqman зонда, 1 ед HS-Taq-ДНК полиме-
раза (Биолабмикс), 0.2 мМ dNTP. 

Реакцию проводили в объеме 25 мкл 
по программе указанную в таблице 1. 

Реакцию ПЦР-РВ проводили на ам-
плификаторе BioRad CFX96 Real-Time 
PCR-System. Детектирование сигнала 
производили на канале Hex. Результаты 
исследований  иллюстрирует рис.1.  

При тестировании проб кишечного 
содержимого методом ПЦР-РВ было 
выявлено, что 30% являются положи-
тельными. При этом, пороговый цикл 
реакции варьировал от 36 Сt до 42Сt. 
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Этот факт доказывает высокое распро-
странение  гена макролид фосфорилазы в 
кишечном содержимом у свиней и птицы  
на сельскохозяйственных предприятиях 
РФ. Однако копийность искомого гена, 
по нашим данным, оказалась весьма не 
высокой. 
ВЫВОДЫ 

1. Разработана (ПЦР-РВ) для детекции 
гена  MphA в кишечном содержимом сви-
ней;  

2. В результате исследований выявле-
но, что 30%  исследованной популяции 
свиней имеют ген MphA. 

Практические предложения 
По нашему мнению, борьба с антибио-

тикорезистентностью на крупных сель-
скохозяйственных предприятиях должна 
включать меры по предотвращению и 
накоплению генов антибиотикорезистен-
тости, таких как ген макролид фосфори-
лаза.  Мы считаем, что для профилактики 
и лечения инфекционных болезней жи-
вотных и птицы необходимо широко ис-
пользовать средства специфической про-
филактики, такие как  аутогенные вакци-
ны, бактериофаги. В данной ситуации 
вакцинация может служить инструмен-
том для решения проблемы устойчивости 
к антибиотикам. В отличие от антибиоти-
ков, вакцина создает специфический им-
мунитет. Кроме того, на применение вак-
цины не вырабатывается резистентность. 
Исходя из этого разработка и внедрение в 
производство аутогенных вакцин, по 
нашему мнению, является одной из пер-
спективных задач современной науки. 
Также перспективным направлением в 
борьбе с инфекциями могут служить при-
менение бактериофагов, их компонентов.  

Кроме внедрения в сельскохозяйствен-
ное производство препаратов для специ-
фической профилактики (бактериофаги, 
аутогенные вакцины) для сдерживания 
антибиотикорезистентности, возможно 
применение препаратов для не специфи-
ческой профилактики таких как пребио-
тики, пробиотики, лакто и бифидобакте-
рии, препараты содержащие ионы сереб-
ра. То есть препараты, которые будут 
бороться с патогенной микрофлорой в 

кишечнике, не проникая в кровоток и не 
оказывая системного действия на орга-
низм. 
Detection of the macrolide phosphorylase 
gene in the intestinal contents of pigs. 
Cherepushkina V.S.- Junior Researcher, 
sector of molecular biology , Tolstykh 
N.A. - Senior Researcher, laboratory of 
the disease birds , Aphonushkin V.N.- 
Head of the Molecular Biology Sector, 
sector of molecular biology , Mironova 
T.O.- Junior Researcher, sector of molec-
ular biology  
ABSTRACT 
The growth and development of agricultural 
production is restricted by infectious diseas-
es and, as a consequence, leads to the associ-
ated economic losses. Antibiotics are widely 
used to prevent the occurrence of infectious 
diseases. Their uncontrolled use entails the 
emergence of new antibiotic-resistant bacte-
rial strains. The determining factor of bacte-
rial resistance to the macrolide group of anti-
biotics is the macrolide phosphorylase 
(MphA) gene. It is found in the genome of 
bacteria of the Enterobacteriaceae. 
The presence of the MphA gene in food in 
the long term can adversely affect the health 
of the nation due to the development of re-
sistance to macrolide antibiotics in people. 
In this regard, modern agricultural produc-
tion requires simple and massive methods 
for determining the antibiotic resistance of 
microorganisms. In this regard, the aim of 
the study was to develop a real-time poly-
merase chain reaction (RT-PCR) for the pos-
sibility of monitoring the MphA gene in the 
intestinal contents of pigs and poul-
try.Samples of feces (80 samples) from pigs 
aged 40-50 days served as the material for 
the study. Isolation of DNA by traditional 
silico-sorption method were  used. The se-
lection of oligonucleotide primers was per-
formed using the IDT Oligo Analyzer soft-
ware. RT-PCR was set up on a BioRad 
CFX96 Real-Time PCR-System. As a result 
of the research, 30% of positive samples 
were identified. At the same time, the thresh-
old reaction cycle varied from 36 Сt to 42Сt. 
This fact proves the high distribution of the 
macrolide phosphorylase gene in the intesti-
nal contents of pigs and poultry at agricultur-
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al enterprises in the Russian Federation. 
However, according to our data, the number 
of copies of the desired gene was not very 
high.Based on the data obtained and the 
analysis of the literature, we believe that the 
problem of antibiotic resistance must be 
solved in a complex way through specific 
and non-specific prevention of infectious 
diseases. Specific prophylaxis includes the 
widespread use of bacteriophages and au-
togenous vaccines. Non-specific prophylax-
is includes the use of prebiotics, probiotics, 
and silver-containing preparations. 
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