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Заключение. Таким образом, результаты проведенных исследований показали ограничен-

ную абсорбцию диклазурила, связанную с плохим всасыванием препарата в желудочно-кишечном 
тракте, что обусловливает способность уникокцида оказывать свое антикокцидийное действие на 
слизистой оболочке и в подслизистом слое кишечника. 
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Многолетние наблюдения наглядно демонстрируют, что устойчивость микроорганизмов к анти-

микробным средствам становится все более актуальной и серьезной проблемой ветеринарии, препят-
ствующей эффективному лечению больных животных с инфекциями бактериальной этиологии. Гены 
устойчивости к антимикробным веществам в разной степени имеются у подавляющего большинства 
микроорганизмов, даже у штаммов, ранее не подвергавшихся воздействию антибиотиков. Важную роль в 
устойчивости бактерий играют и системы репарации повреждений молекул ДНК и РНК. Исследовали ис-
ходные культуры, а также культуры после 40 и 60 пассажей в мясопептонном бульоне (МПБ), содержащем воз-
растающие суббактериостатические концентрации апрамицина, цефотаксима и комплексного на их основе  
препарата К-2.  Изучение паттернов  экспрессии генов ферментов репарации ДНК показывает, что в процес-
се формирования резистентности путем культивирования бактерий в МПБ, содержащем возрастающие 
суббактериостатические концентрации препаратов, происходит изменение представленности тран-
скриптов генов ферментов репарации ДНК. Полученные результаты могут быть использованы для акту-
ализации исследований по установлению генетических маркеров предрасположенности к экологически де-
терминированным заболеваниям, для расширения доказательной базы причинно-следственных связей в 
системе «среда – здоровье», для своевременного выявления «групп риска» и повышения эффективности 
профилактических мероприятий. Ключевые слова: экспрессия генов, репарация, ферменты, ДНК, бакте-
рии. 
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Long-term observations clearly demonstrate that the resistance of microorganisms to antimicrobial agents is be-
coming more and more urgent and a serious veterinary problem that prevents the effective treatment of sick animals 



Реп
ози

то
рий УО ВГА

ВМ

Ученые записки УО ВГАВМ, т. 54, вып. 4, 2018 г. 

25 

with infections of bacterial etiology. The genes for resistance to antimicrobial substances are to varying degrees present 
in the vast majority of microorganisms, even in strains that have not previously been exposed to antibiotics. An im-
portant role in the stability of bacteria is played by systems for repairing damage to DNA and RNA molecules. Initial 
cultures were studied, as well as cultures after 40 and 60 passages in meat-peptone broth (MBP) containing increasing 
sub-bacteriostatic concentrations of apramycin, cefotaxime and complex K-2 preparation on their basis. The study of 
patterns of gene expression of DNA repair enzymes shows that during the formation of resistance by cultivation of bac-
teria in the MPB containing increasing sub-bacteriostatic concentrations of the preparations, the transcript of the DNA 
repair enzyme genes is changing. The obtained results can be used to update the research on the establishment of 
genetic markers of predisposition to environmentally determined diseases, to expand the evidence base of cause-effect 
relationships in the "environment-health" system, to identify "risk groups" in a timely manner and to increase the effec-
tiveness of preventive measures. Keywords: gene expression, repair, enzymes, DNA, bacteria. 

 
Введение. Действие факторов, оказывающих негативное влияние на организм  (токсические 

вещества, повышенный уровень загрязнения окружающей среды, ультрафиолетовое и ионизирую-
щее излучение), приводит к повреждению геномной ДНК. Для защиты от необратимых мутаций 
разнообразные повреждения элиминируются различными путями репарации ДНК. Механизмы ре-
парации, осуществляющие исправление повреждений ДНК, обеспечивают сохранение заложенной 
в ней генетической информации. Действие многих экзогенных и эндогенных токсических агентов 
прямо либо опосредованно вызывает генотоксический стресс с последующим повреждением ге-
номной ДНК [1, 2]. В последние годы убедительно показано, что бактерицидные антимикробные 
вещества, помимо воздействия на свои первичные мишени, оказывают широкий спектр вторичных 
эффектов, таких как повреждение молекул ДНК, перекисное окисление липидов и окислительная 
модификация белков. Важную роль в устойчивости бактерий к антимикробным веществам играют  
системы репарации повреждений молекул ДНК и РНК. Вместе с вышеизложенным необходимо от-
метить то, что огромное разнообразие ксенобиотиков, включая лекарственные вещества, попадая в 
организм животных и человека, включается в процессы метаболизма с участием специализирован-
ных ферментных систем [3, 4, 5].  Поэтому крайне важно выяснить, может ли действующее веще-
ство служить индуктором ферментов метаболизма ксенобиотиков. Такого рода исследования осо-
бенно актуальны на начальной стадии разработки новых терапевтических агентов. Полученные 
результаты могут быть использованы для актуализации исследований по установлению генетиче-
ских маркеров предрасположенности к экологически детерминированным заболеваниям. 

Важная роль в нивелировании подобного рода эффектов принадлежит функционированию и 
регулированию эксперессии различных ферментов нуклеинового обмена, таких как формамидопи-
римидин-ДНК-гликозилаза (glyc),    пептид-метионин (S)- S-окисиредуктаза  (red), глутатионредукта-
за (glut), белок теплового шока 16 кДа (hspB), молекулярный шаперон Hsp33 (Hsp33) и некоторым 
другим [6, 7, 8].  

Материалы и методы исследований. Исследования проведены на базе отдела фармако-
логии и лаборатории молекулярно-генетического анализа научного исследовательского центра по 
оценке качества и безопасности сырья, продукции и материалов ГНУ ВНИВИПФиТ Россельхозака-
демии. Объектами для исследований служили различные клоны штамма E. coli 866, устойчивые к 
разработанным ранее комплексным антимикробным препаратам и составляющим их активнодей-
ствующим веществам. Исследовались исходная культура, а также культуры после 40 и 60 пассажей 
в мясопептонном бульоне (МПБ), содержащем возрастающие суббактериостатические концентра-
ции апрамицина, цефотаксима и комплексного на их основе  препарата К-2. 

Изучение формирования резистентности у E. coli 866 к препаратам производилось в соответ-
ствии с «Руководством по экспериментальному (доклиническому) изучению новых фармакологиче-
ских веществ» [9]. Выделение плазмидной ДНК из бактериальных клеток производилось методом 
щелочного лизиса [10]  и последующим связыванием на селективных мембранах  микроспиновых 
колонок [11] с использованием набора для выделения плазмидной ДНК «GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit» («Thermo Scientific», Литва) согласно рекомендациям фирмы-производителя. Амплификация 
фрагментов изучаемых генов осуществлялась по схеме трехшаговой полимеразной цепной реак-
ции. Число циклов амплификации – 55. Значения пороговых циклов определялись при помощи про-
граммного обеспечения Rotor-Gene 6000 (Австралия), определение относительного уровня экс-
прессии исследуемых генов осуществляли с применением 2

-ΔΔCt
-метода. Нормализация данных 

проводилась относительно контрольной группы, в качестве которой использовалась исходная (чув-
ствительная) культура. 

Результаты исследований. В результате изучения паттернов экспрессии генов ферментов 
репарации ДНК было установлено (рисунок 1), что при применении цефотаксима после 40-го пас-
сажа наблюдали снижение уровня формамидопиримидин-ДНК-гликозилазы (glyc) (0,097 раз),    пеп-
тид-метионин (S)- S-окисиредуктазы  (red) (0,429 раз), глутатионредуктазы (glut) (0,000003 раза), 
белка теплового шока 16 кДа (hspB) (0,054 раза), молекулярного шаперона Hsp33 (Hsp33) (0,823 
раза). К 60 пассажу происходило изменение  представленности соответствующих транскриптов. В 
этот период отмечали динамичное снижение уровня формамидопиримидин-ДНК-гликозилазы (glyc) 
(0,002 раза) и молекулярного шаперона Hsp33 (Hsp33) (0,071 раз). При этом устанавливалось по-
вышение уровня пептид-метионин(S)-S-окисиредуктазы  (red) (5,388 раза), глутатионредуктазы (glut) 



Реп
ози

то
рий УО ВГА

ВМ

Ученые записки УО ВГАВМ, т. 54, вып. 4, 2018 г. 

26 

(1,986 раз), белка теплового шока 16 кДа (hspB) (248,999 раз). 
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Рисунок 1 - Относительный уровень экспрессии генов  formamidopyrimidine-DNA glycosylase   
(glyc), peptide-methionine (S)-S-oxide reductase  (red), glutathione reductase  (glut), 16 kDa heat 

shock protein B  (hspB), molecular chaperone Hsp33  (Hsp33) у E. coli 866 в процессе  
формирования резистентности к цефотаксиму 

 
При изучении паттернов экспрессии генов ферментов репарации ДНК было установлено (ри-

сунок 2), что при применении апрамицина после 40-го пассажа наблюдалось снижение уровня 
формамидопиримидин-ДНК-гликозилазы (glyc) (0,01 раз) и     глутатионредуктазы (glut) (0,004 раз), 
повышение уровня пептид-метионин (S)-S-окисиредуктазы  (red) (31,778 раза), белка теплового шо-
ка 16 кДа (hspB) (879,171 раз) и  молекулярного шаперона Hsp33 (Hsp33) (1,624 раз). После 60-го 
пассажа отмечалось изменение  представленности соответствующих транскриптов. В этот период 
отмечалось динамичное снижение уровня пептид-метионин (S)-S-окисиредуктазы  (red) (20,821 
раз), белка теплового шока 16 кДа (hspB) (0,266 раз), молекулярного шаперона Hsp33 (Hsp33) (0,417 
раз). При этом устанавливалось повышение уровня глутатионредуктазы (glut) (0,532 раз). 

 
 

 
 

Рисунок 2 - Относительный уровень экспрессии генов  formamidopyrimidine-DNA glycosylase   
(glyc), peptide-methionine (S)-S-oxide reductase  (red), glutathione reductase  (glut), 16 kDa heat 

shock protein B  (hspB), molecular chaperone Hsp33  (Hsp33) у E. coli 866 в процессе формиро-
вания резистентности к апрамицину 

 
Изучением паттернов экспрессии генов ферментов репарации ДНК было установлено (рису-

нок 3), что при применении комплексного препарата на основе цефотаксима и  апрамицина К-2 по-
сле 40-го пассажа наблюдалось повышение уровня формамидопиримидин-ДНК-гликозилазы (glyc) 
(3,68 раз),  повышение уровня пептид-метионин (S)-S-окисиредуктазы  (red) (4153,178 раз), глутати-
онредуктазы (glut) (26,172 раз), белка теплового шока 16 кДа (hspB) (10085,535 раз) и  молекулярно-
го шаперона Hsp33 (Hsp33) (60,547 раз).   
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Рисунок 3 - Относительный уровень экспрессии генов  formamidopyrimidine-DNA glycosylase   
(glyc), peptide-methionine (S)-S-oxide reductase  (red), glutathione reductase  (glut), 16 kDa heat 

shock protein B  (hspB), molecular chaperone Hsp33  (Hsp33) у E. coli 866 в процессе формиро-
вания резистентности к комплексному препарату на основе цефотаксима и апрамицина (К-2) 

 
Заключение. Таким образом, при изучении паттернов  экспрессии генов ферментов репара-

ции ДНК установлено, что в процессе формирования резистентности путем культивирования бак-
терий в МПБ, содержащем возрастающие суббактериостатические концентрации препаратов в те-
чение 60 пассажей, происходит изменение представленности транскриптов генов ферментов репа-
рации ДНК.  В большей степени - при применении цефотоксима, апрамицина и комплексного пре-
парата на основе цефотоксима и  апрамицина в отношении белка теплового шока 16 кДа (hspB). 
Относительный уровень экспрессии белка теплового шока 16 кДа (hspB)  при применении цефотак-
сима после 60-го пассажа составлял 248,99 раз, а при использовании апрамицина его уровень со-
ставлял 879,171 раз. При культивировании E. coli 866 в МПБ, содержащем возрастающие суббакте-
риостатические концентрации комплексного препарата на основе цефотаксима и апрамицина, по-
сле 40-го пассажа отмечалось повышение относительного уровня экспрессии белка теплового шока 
16 кДа (hspB) до 10085,535 раз, молекулярного шаперона - Hsp33 (Hsp33) до 60,547 раз. 

Изменения генов ферментов репарации ДНК обусловливаются тем, что репарация ДНК яв-
ляется фундаментальным биологическим процессом, обеспечивающим стабильность и целост-
ность генетической информации клетки. Особое внимание отводится ферментам, удаляющим по-
вреждения ДНК, вызванным воздействием активного кислорода. Высокореакционноспособные гид-
роксильные радикалы и синглетный кислород способны вызывать делеционные дефекты в ДНК и 
приводить к летальным и мутагенным повреждениям. Целостность ДНК после таких модификаций 
чаще всего восстанавливается путем эксцизионной репарации оснований. Характерные изменения 
ферментов репарации ДНК, отмеченные при использовании комплексного препарата  на основе 
цефотаксима и апрамицина, объясняются потенцированием действия компонентов комбинации и 
снижением процессов формирования антибактериорезистентности у изучаемого штамма E. coli 
866. 
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