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Введение. Периодические 

вспышки инфекционных забо-

леваний как вирусной, так и 

бактериальной природы под-

черкивают актуальность иссле-

дований, направленных на бы-

струю идентификацию патоген-

на, как на видовом, так и на 

штаммовом уровнях. Последняя 

задача решается использовани-

ем методов генотипирования, 

позволяющих выявить тонкие 

генетические различия между 

микроорганизмами на уровне 

последовательностей ДНК в ге-

номе. Идентификация бактери-

альных штаммов позволяет от-

личить эндемические случаи 

инфекционных заболеваний от 

эпидемических вспышек, харак-

теризующихся генетически оди-

наковым штаммом у всех забо-

левших особей. Эти данные так-

же используются для выявле-

ния путей распространения ин-

фекции и определения ее пер-

вичного очага (резервуара) во 

внешней среде [1-3]. Если все 

детектируемые фрагменты ДНК 

на генетических профилях будут 

совпадать, делается заключение 

о перезаражении особей друг от 

друга. Сведения о путях распро-

странения инфекции позволяют 

эффективнее спланировать вете-

ринарно-санитарные мероприя-

тия, направленные на прерыва-

ние эпизоотической цепи.

В настоящее время использу-

ются различные методы генотипи-

рования, имеющие как преиму-

щества, так и недостатки. К таким 

методам можно отнести пульс-

гель электрофорез (ПГЭ), риботи-

пирование, мультилокусное сек-

венирование (MLST) и др. [3-5].

В предыдущие годы нами был 

разработан и валидирован на 

большой выборке изолятов ме-

тод генотипирования, основан-

ный на двойном расщеплении 

и избирательном мечении фраг-

ментов геномной ДНК – ДРИМ. 

В настоящее время метод ис-

пользуется для генотипирова-

ния изолятов нескольких видов 

патогенов бактериальной при-

роды, выращенных из биомате-

риала птиц. Целью настоящего 

исследования был подбор эндо-

нуклеаз рестрикции, валидация 

и практическое использование 

данного метода для генотипиро-
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вания изолятов кишечной палоч-

ки (E. coli), выделенных из био-

материалов от индеек.

Материал и методика иссле-

дований. Биоматериал от инде-

ек был получен из СГЦ «СКЗОСП» 

Таблица 1. Список теоретически возможных эндонуклеаз рестрикции для генотипирования 

методом ДРИМ в качестве второго фермента, образующего либо тупые, либо 3’-выступащие 

концы у фрагментов ДНК

Фермент
Число сайтов в геноме 

E. coli
Оптимальный буфер

Эффективность в буфере 

O (%)

Эффективность 

лигирования (%)

Eco32I 2440 R 50–100 95

Eco47III 902 R 50–100 95

DraI 2017 Tango™ 20–50 95

PvuI 1463 R 50–100 90

PvuII 2087 G 20–50 90

Mph110I 1073 R 20–50 95

PstI 1349 O 100 95

BsuRI 1300 R 100 95

Рисунок 1. Теоретическая картина распределения фрагментов ДНК 

при генотипировании 10 штаммов E. coli методом ДРИМ 

c использованием пары ферментов XbaI/PstI

(Ставропольский край). Выращи-

вание микроорганизмов (всего 22 

изолята) в элективной, селектив-

ной и дифференциально-диагно-

стической средах производили во 

ВНИВИП.

На первом этапе проводили 

подбор эндонуклеаз рестрикции 

для генотипирования. Результа-

том генотипирования методом 

ДРИМ является группа фрагмен-

тов ДНК в виде полос на филь-

тре, число и распределение ко-

торых специфично для каждо-

го штамма. Полученные фраг-

менты ДНК разделяли по разме-

ру электрофорезом в обычном 

0,8% агарозном геле при напря-

жении 60 В в течение 12-16 ч. 

Длительный электрофорез необ-

ходим для точного разделения 

близких по размеру фрагментов 

ДНК. По завершении электрофо-

реза ДНК переносили на нейло-

новый фильтр, который подсу-

шивали и облучали ультрафио-

летовым светом в течение 4 мин 

для фиксации ДНК. После этого 

фрагменты ДНК на фильтре ви-

зуализировали в цветной реак-

ции с применением конъюгата 

стрептавидин-щелочная фосфа-

таза и двух цветных красителей – 

NBT и BCIP. Анализ количества и 

распределения фрагментов ДНК 

проводили визуально с учетом 

положения маркерной ДНК, в 

качестве которой использовали 

фрагменты ДНК фага лямбда.

Кроме генотипирования мето-

дом ДРИМ, провели амплифика-
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Таблица 2. Результаты генотипирования изолятов E. coli, 

выделенных из различных органов индеек, с использованием 

пары ферментов XbaI/PstI

Номера 

генотипов

Номера идентичных 

изолятов

Номера генетически

 близких изолятов

1 1 я –

2 2 сл –

3 3 д –

4 4 ж –

5 5 с, 6 п –

6 7 с, 8 ж –

7 – 9 д (близок 7 с, 8 ж)

8 10 т –

9 11 сл, 12 д –

10 14 сп, 15 сп –

11 16 сп –

12 17 сп –

13 18 сп –

14 19 сп –

15 20 сп –

16 21 пом –

17 22 пом –

Примечание: с – сердце, п – печень, ж – желчь, д – двенадцатиперстная кишка, сл – сле-

пой отросток, сп – сперма индюков, т – тощая кишка, пом – помет, я – яйца индеек.

«О», Сибэнзим). Число сайтов 

рестрикции для этого фермен-

та небольшое (20-40 у разных 

штаммов E. coli), что является 

оптимальным числом для по-

следующей детекции. Поиск in 

silico позволил подобрать также 

группу ферментов, производя-

щих тупые или 3’-выступающие 

концы, не включающие метку 

(табл. 1).

Данные ферменты, расще-

пляя ДНК, укорачивают длин-

ные продукты, получаемые при 

расщеплении первым фермен-

том, что делает их оптимальны-

ми по размеру для разделения 

в агарозном геле. Анализ всех 

свойств ферментов позволил вы-

брать оптимальную эндонуклеа-

зу, которая полностью совмести-

ма с реакционным буфером для 

первого фермента. Такой эндо-

нуклеазой оказалась PstI, имею-

щая эффективность 100% в бу-

фере «O».

Рисунок 2. Генотипирование 

10 изолятов E. coli методом ДРИМ 

с использованием пары эндонуклеаз 

рестрикции XbaI/PstI (фрагмент 

фильтра). Справа – дорожка 

с маркерной ДНК. 

Размеры маркера от 23130 п.о. 

(вверху) до 1361 п.о. (внизу)

Предварительные опыты пока-

зали преимущество комбинации 

ферментов XbaI/PstI при геноти-

пировании изолятов кишечной 

палочки. Используя программу 

in silico (http://insilico.ehu.eus), 

которая имеет опцию для про-

ведения моделирования ДРИМ-

эксперимента (опция DDSL), мож-

но генерировать фрагменты ДНК, 

ожидаемые при использовании 

отобранных ферментов. В отно-

шении пары ферментов XbaI/

PstI для 10 штаммов кишечной 

палочки программа рассчитыва-

ет количество теоретически ожи-

даемых фрагментов, их размер 

и распределение на фильтре. На 

рис. 1 представлен фрагмент та-

кого рисунка.

Далее было проведено ДРИМ-

генотипирование на реальных 

изолятах E. coli, выделенных от 

цию ДНК с использованием двух 

универсальных праймеров ERIC, 

используемых для идентифика-

ции разных видов энтеропато-

генных бактерий, которые имеют 

гомологию к повторяющимся по-

следовательностям в геномах:

ERIC прямой: ATG TAA GCT 

CCT GGG GAT TCA C

ERIC обратный: AAG TAA GTG 

ACT GGG GTG AGC G

Условия ПЦР для ERIC-прайме-

ров: 940С – 3 мин., затем 35 ци-

клов: 940С – 30 сек., 400С – 

30 сек., 720С – 30 сек., в конце 

720С – 5 мин.

Результаты исследований 

и их обсуждение. В качестве 

первого фермента, который об-

разует при расщеплении ДНК 

фрагменты с 3’-усеченными кон-

цами, которые могут включать 

меченый биотином дезоксици-

тозинтрифосфат (Bio-dCTP), был 

предложен фермент XbaI (опти-

мальный реакционный буфер 
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больных и павших индеек, с ис-

пользованием комбинации фер-

ментов XbaI/PstI (рис. 2). Выявлен 

заметно отличающийся от осталь-

ных генотип, (рис. 2, дорожка 6 

слева), который имел несколько 

фрагментов ДНК в других поло-

жениях на фильтре, по сравне-

нию с положением фрагментов 

у всех остальных изолятов. Оче-

видно, данный штамм генетиче-

ски существенно отличается от 

остальных. Всего в 22 изолятах 

было выявлено 17 различных ге-

нотипов, во многих случаях ге-

нотипы отличались по 2-3 фраг-

ментам ДНК, в отдельных случа-

ях фиксировали отличия всего по 

одному фрагменту, что говорит о 

высокой генетической близости 

этих штаммов (табл. 2).

Генотипирование тех же изоля-

тов методом ПЦР с использовани-

ем пары праймеров ERIC показало 

низкую дискриминационную спо-

собность метода: 22 изолята рас-

пределились всего в 4 генотипа, 

что явно недостаточно для исполь-

зования данных в молекулярной 

эпизоотологии при выяснении пу-

тей передачи возбудителя.
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Заключение. Таким обра-

зом, генотипирование E. coli ме-

тодом ДРИМ позволяет оценить 

разнообразие бактерии, цирку-

лирующей у птиц, определить 

пути передачи возбудителя, до-

казать возможность колонизации 

разных органов одной особи.
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