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С расширением объемов производства в птицеводстве и интенсификацией отрасли воз-
растает угроза распространения колибактериоза среди сельскохозяйственной птицы, поэтому су-
ществует острая необходимость в мониторинге птичьих патогенных Escherichia coli (avian patho-
genic Escherichia coli, APEC), изучении генетического разнообразия последних и выявлении штам-
мов, представляющих опасность для здоровья человека. Определение генов, ассоциированных с 
вирулентностью, и степени специфической адгезии может быть полезным в комплексной оценке 
эпидемической и эпизоотической значимости штаммов E. coli, выделенных от сельскохозяйствен-
ных животных. В настоящей работе по результатам комплексного молекулярного скрининга штам-
мов E. coli, выделенных от птиц во время вспышек колибактериоза, на наличие у них генов раз-
личных патотипов эшерихий впервые показано, что штаммы характеризовались высоким потенци-
алом патогенности и могли быть носителями генов сразу нескольких патотипов, при этом детер-
минанты кишечных патогенных E. coli (IPEC) встречались чаще других. Позитивный адгезивный 
профиль по ряду генов положительно коррелировал с уровнем адгезии штаммов к эритроцитам кур 
(Gallus gallus L.) и человека. Цель работы — дать генотипическую характеристику штаммов E. coli, 
выделенных от сельскохозяйственной птицы с колибактериозом, а также оценить взаимосвязь 
между адгезивным генотипом и специфической адгезией к эритроцитам. В работе использовали 28 
штаммов E. coli с уникальным генотипом согласно ERIC-ПЦР, выделенных в 2016-2018 годах из 
разных органов (исключая кишечник) цыплят-бройлеров (Gallus gallus L.) кросса Ross 308 с ге-
нерализованным колибактериозом. С помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) по конеч-
ной точке детектировали гены вирулентности (n = 28), характерные для четырех условных 
групп: гены, обеспечивающие патогенность бактерий вида E. coli, встречающиеся у различных 
патотипов, гены патогенных для птиц E. coli (APEC), кишечных патогенных E. coli (IPEC: 
EPEC/ETEC/EHEC/EaggEC) и уропатогенных E. coli (UPEC). Протоколы для всех типов ПЦР 
применяли в их авторских вариантах. Амплификацию проводили на термоциклере DNA Engine Dyad 
Thermal Cycler («Bio-Rad», США). Визуализацию полос и документирование данных осуществляли 
с использованием системы гель-документации Gel-Doc XR («Bio-Rad», США). При определении 
адгезии бактерий к эритроцитам клеточным субстратом служили формалинизированные эритро-
циты человека 0(I) группы Rh(+) и птичьи эритроциты. Адгезивные свойства клеток оценивали с 
помощью индекса адгезивности микроорганизма (среднее число бактерий, прикрепившихся к од-
ному эритроциту, участвующему в адгезии). Показано, что культуры были носителями множе-
ственных генов вирулентности, характерных для различных патотипов E. coli (APEC, UPEC, 
IPEC). По генетическому профилю изученные штаммы эшерихий имели большее сходство со 
штаммами, вызывающими острые кишечные инфекции у человека, чем с уропатогенными E. coli. 
Наличие специфических маркерных генов позволило идентифицировать большинство штаммов как 
APEC, которые могут содержать детерминанты патогенности, в частности токсины, характерные 
для патотипа IPEC (за исключением генов шигаподобных токсинов и энтерогемолизинов). На ос-
новании кластерного анализа генетических профилей культуры были отнесены к трем условным 
группам: патогенные для птиц и человека (наличие одновременно 2-6 генов, связанных с АРЕС, и 
2-6 генов, связанных с ExPEC или IPEC; 24 штамма), патогенные для птиц и не патогенные для 
человека (наличие 2-6 генов, связанных с APEC, и 0-1 гена, связанного с ExPEC или IPEC; 2 
штамма) и непатогенные (0-1 ген из любой группы, APEC, ExPEC, IPEC, 2 штамма). Выявлено, 
что 75 % штаммов, выделенных как патогенные для птиц и человека, характеризовались высокими 
частотами встречаемости генов вирулентности, острова патогенности SHI-2, а также генов бета-
лактамаз расширенного спектра и участков интегронов 1-го класса. Специфическая адгезия штам-
мов E. coli была более выражена в отношении куриных эритроцитов, чем человеческих. При этом, 
независимо от типа эритроцитов, высокая адгезивная активность бактерий коррелировала с боль-
шей выживаемостью в сыворотке крови хозяина (iss+ генотип) и способностью лизировать эрит-
роциты (hlyF+ генотип). Полученные данные о молекулярных и адгезивных свойствах возбудителей 
колибактериоза птиц позволяют оценить их зоонозный потенциал и эпизоотическую значимость, а 
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также могут служить основой для усовершенствования системы мониторинга колибактериоза в 
птицеводческих хозяйствах.  

 

Ключевые слова: патогенные для птиц Escherichia coli, APEC, IPEC, гены вирулентности, 
специфическая адгезия, зоонозный потенциал. 
 

Патогенные для птиц Escherichia coli (avian pathogenic Escherichia coli, 
APEC) — животный патотип эшерихий, обнаруженный в кишечной микро-
биоте у некоторых видов птиц и вызывающий внекишечные инфекции у 
иммунокомпрометированных особей (1). Штаммы APEC становятся основ-
ной причиной колибактериоза — синдрома, связанного с аэросаккулитом, 
перикардитом, а часто и сепсисом у сельскохозяйственной птицы (2, 3). 
Вспышки заболевания на птицеводческих предприятиях приводят к сокра-
щению производства яиц на 2-3 % и смертности поголовья до 30 %, что 
влечет за собой экономические потери (4). По экспертным оценкам, в 
любой момент времени колибактериоз имеют не менее 30 % особей всех 
коммерческих стад в США (5). В России колибактериоз составляет от 60 
до 88 % всех инфекций сельскохозяйственной птицы (6). 

Согласно современной классификации, популяция APEC входит в 
группу внекишечных патогенных E. coli (extraintestinal pathogenic E. coli, 
ExPEC), к которой относят также уропатогенные E. coli (uropathogenic E. coli, 
UPEC), ассоциированные с неонатальным менингитом E. coli (neonatal 
meningitis-causing E. coli, NMEC), сепсис-ассоциированные E. coli (sepsis-as-
sociated E. coli, SEPEC) и другие патотипы (2, 5). Использование молеку-
лярных подходов для идентификации факторов вирулентности эшерихий 
значительно расширило знания о патогенетических механизмах APEC-ин-
фекции (7). Согласно гипотезе, предложенной L.K. Nolan с соавт. (3), па-
тотип АPEС обусловлен наличием специфических маркерных генов. Опре-
делить штамм в эту группу позволяет присутствие минимального набора 
генетических детерминант: ompT (протеаза наружной мембраны), iutA (ре-
цептор аэробактина), iss (фактор выживаемости в сыворотке), iroN (рецеп-
тор энтерохелина) (3, 5). Кроме того, в развитие колибактериоза вовлечены 
разнообразные гены вирулентности, кодирующие адгезины, токсины, фак-
торы защиты, системы получения железа, а также аутотранспортеры и белок 
IbeA, что и определяет множество проявлений (форм) инфекций птиц, воз-
никающих в результате экспрессии различных комбинаций детерминант 
вирулентности (6).  

V.G. Maturana с соавт. (8) пришли к выводу, что штаммы APEC 
представляют не однородную группу, а в зависимости от комбинации де-
терминант патогенности подразделяются на подгруппы-субпатотипы, каж-
дый из которых связан с определенным инфекционным синдромом. Иссле-
дования L. Mageiros с соавт. (9) показали, что штаммы патотипа APEC воз-
никают из повсеместно распространенных комменсальных кишечных бак-
терий, в том числе за счет горизонтального переноса генов, экспрессирую-
щих факторы патогенности, позволяя дивергентным клонам вызывать ин-
фекцию птицы. Установлено, что большинство APEC содержат высококон-
сервативный кластер сцепленных с плазмидами генов вирулентности, встре-
чающийся у относительно небольшого количества фекальных изолятов 
E. coli от здоровых птиц (AFEC) (10). 

Исследования последних лет позволили предположить, что штаммы 
APEC могут представлять опасность для здоровья людей (11, 12). С одной 
стороны, описана возможность трансмиссии APEC через продукты пита-
ния, в том числе мясо птицы (13), с другой — выявленная гомология по-
следовательностей ДНК между APEC и другими патотипами ExPEC пока-
зывает, что они тесно связаны филогенетически (10). Так, у внекишечных 
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штаммов E. coli, патогенных для человека, в геноме детектирован ген iss, 
который экспрессирует фактор, отвечающий за выживаемость бактерий в 
сыворотке крови. Ген локализован на большой плазмиде вирулентности 
ColV, типичной для штаммов E. coli, патогенных для птиц, что указывает 
на возможную передачу плазмиды и, следовательно, обмен генами виру-
лентности между штаммами E. coli человека и птиц (10, 14). Результаты, 
полученные K.E. Rodriguez-Siek с соавт. (15) и T.J. Johnson с соавт. (16, 17), 
подтверждают тесную связь между культурами APEC и UPEC/MNEC. От-
мечено появление и распространение гибридных и гетеропатогенных штам-
мов E. coli, несущих соответственно паттерны генов ExPEC и представите-
лей кишечных патогенных E. coli (intestinal pathogenic E. coli, IPEC) или двух 
и более патотипов IPEC (18, 19). Наличие сходных ассоциированных с ви-
рулентностью генов, обнаруженных в штаммах IPEC/ExPEC и APEC, под-
тверждает, что последние могут либо сами выступать в качестве зооантро-
понозных патогенов, либо служить резервуаром детерминант вирулентности 
для E. coli, обусловливающих инфекции у человека (12, 20).  

Для установления связи между присутствием определенных факто-
ров патогенности APEC и их проявлением в биотопах хозяина используют 
различные биологические системы, в том числе экспериментальную ин-
фекцию (21, 22). Подтверждена роль плазмиды pColV в вирулентности для 
птиц и, возможно, человека: трансконъюганты (комменсальный штамм с 
pAPEC-O2-ColV) вызывали гибель куриных эмбрионов и инфекцию мо-
чевыводящих путей у мышей, а также хорошо росли в человеческой моче 
(23), тем не менее способность APEC вызывать болезни у людей оконча-
тельно не доказана. 

В настоящей работе по результатам комплексного молекулярного 
скрининга штаммов E. coli, выделенных от птиц во время вспышек колибак-
териоза, на наличие у них генов трех патотипов эшерихий (APEC, UPEC, 
IPEC) впервые показано, что штаммы характеризовались высоким патоген-
ным потенциалом и могли быть носителями генов сразу всех патотипов, при 
этом детерминанты IPEC встречались чаще других. Впервые установлено, что 
позитивный адгезивный профиль по ряду генов положительно коррелирует с 
уровнем адгезии штаммов к эритроцитам кур и человека.  

Цель работы — дать генотипическую характеристику штаммов Esch-
erichia coli, изолированных от сельскохозяйственной птицы с колибактери-
озом, а также оценить взаимосвязь между адгезивным генотипом и специ-
фической адгезией к эритроцитам. 

Методика. В работе использовали 28 штаммов E. coli с уникальным 
генотипом согласно ERIC-ПЦР, выделенных в 2016-2018 годах из разных 
органов (исключая кишечник) цыплят-бройлеров (Gallus gallus L.) кросса 
Ross 308 с генерализованным колибактериозом (24). Штаммы депониро-
ваны в Ex коллекции культур (the Ex culture collection) кафедры биологии 
биотехнологического факультета Университета Любляны (Univerza v 
Ljubljani, Словения).  

Определение принадлежности штамма к филогенетической группе, 
чувствительности к антибиотикам и наличия генов, кодирующих наиболее 
распространенные бета-лактамазы расширенного спектра (БЛРС), опи-
сано нами ранее (24). В выборке (n = 28) с помощью полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) по конечной точке детектировали гены вирулентно-
сти, характерные для четырех условных групп: гены, обеспечивающие па-
тогенность бактерий вида E. coli, встречающиеся в различных патотипах, 
гены патогенных для птиц E. coli (APEC), кишечных патогенных E. coli 
(IPEC: EPEC/ETEC/EHEC/EaggEC) и уропатогенных E. coli (UPEC).  



 

359 

Для всех типов ПЦР использовали праймеры и протоколы предло-
живших их авторов. Амплификацию проводили на термоциклере DNA En-
gine Dyad Thermal Cycler («Bio-Rad», США). Визуализацию полос и доку-
ментирование данных осуществляли с использованием системы гель-доку-
ментации Gel-Doc XR («Bio-Rad», США). 

Адгезию бактерий к эритроцитам (специфическая адгезия) опреде-
ляли по методу В.И. Брилис и соавт. (38). Клеточным субстратом служили 
формалинизированные эритроциты человека 0(I) группы Rh(+) и птичьи 
эритроциты. Клетки предварительно дважды отмывали в 0,01 М фосфатно-
буферной среде (ФБС) и стандартизовали до плотности 100 млн/мл. Взвесь 
микробных клеток, стандартизованную в ФБС до 2,0 по McFarland, и эрит-
роцитов смешивали в равных количествах (0,1 мл) в пробирках типа Эп-
пендорф, встряхивали в течение 20 мин при 37 °C, после чего готовили 
мазки на предметном стекле. Мазки высушивали при комнатной темпера-
туре, фиксировали метанолом в течение 10 мин и окрашивали 2 % метиле-
новым синим.  

Подсчитывали число микробных клеток, прикрепившихся к од-
ному эритроциту, для не менее чем 25 эритроцитов. Адгезивные свойства 
клеток оценивали с помощью индекса адгезивности микроорганизма (ИАМ): 
среднее число бактерий, прикрепившихся к одному эритроциту, участву-
ющему в процессе адгезии. Микроорганизмы считали неадгезивными при 
ИАМ ≤ 1,75, низкоадгезивными — при 1,76-2,5, среднеадгезивными — при 
2,51-4,0, высокоадгезивными — при ИАМ ≥ 4,0. 

Статистическую обработку данных проводили в программах Mi-
crosoft Excel 2013 и Statistica v. 6.0 («StatSoft, Inc.», США). Для оценки ко-
личественных показателей рассчитывали медиану и квартили — Me (Q1-
Q3). Связь между признаками выявляли при помощи непараметрического 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена (Rs). Достоверность разли-
чий двух зависимых выборок оценивали с помощью W-критерия Уилкок-
сона (Wilcoxon signed-rank test), независимые выборки сравнивали с исполь-
зованием U-критерия Манна-Уитни (Mann-Whitney U-test). Классифика-
цию штаммов проводили методом иерархической кластеризацией (tree clus-
ter analyses; мера расстояния — евклидово расстояние). Для сравнения ка-
чественных признаков применяли χ2 (с поправкой Йейтса) или точный F-
критерий Фишера (F-test). При p < 0,05 делали вывод о наличии статисти-
чески значимой разницы между сравниваемыми выборками. 

Результаты. Среди 28 индивидуальных штаммов E. coli были обнару-
жены носители как общих для всех патотипов генов вирулентности, так и 
генов, характерных для представителей групп АРЕС, UPEC и IPEC (табл. 1). 

Исследованные штаммы эшерихий имели высокий общий вирулент-
ный потенциал. Ген fimH, кодирующий фимбриальный адгезин, несли 
92,8 % штаммов, ген капсулообразования kpmsT — 82,1 %, ген белка наруж-
ной мембраны с протеазной активностью ompT — 71,4 %, ген системы захвата 
и транспорта железа iroN — 67,8 %. Почти у половины штаммов (46,4 %) мы 
выявили все перечисленные гены, у 32,1 % — три гена, у 14,3 % — два гена, 
по одному штамму несли один ген и ни одного из перечисленных генов. 
Отдельно стоит отметить, что 53,6 % штаммов имели ген позитивного регу-
лятора конъюгации traJ.  

Среди генов, наиболее часто характеризующих патотип АРЕС, са-
мым распространенным оказался ген специфического птичьего гемолизина 
hlyF (82,1 %), следующим был птичий адгезин Yqi (yqi) — 60,7%, iss несли 
57,1 % штаммов, iutA — 42,8 %. Четверть штаммов имели все четыре гена, 
21,4 % — три гена, 25,0 % — два гена, 21,4 % — один ген и только два 
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штамма не имели ни одного гена из указанной группы. Наличие специфи-
ческих маркерных генов позволило идентифицировать большинство штам-
мов эшерихий как APEC. 

1. Детектированные гены вирулентности у штаммов APEC (avian pathogenic 
Escherichia coli), выделенных от цыплят-бройлеров (Gallus gallus L.) кросса 
Ross 308 с генерализованным колибактериозом (n = 28, 2016-2018 годы) 

Ген Патотип Фактор вирулентности и его функция Ссылка 
fimH UPEC, NMEC, 

SEPEC, APEC 
Универсальный фимбриальный адгезин (25) 

ompT Поверхностный белок с протеазной активностью (26) 
kpsMTII Ген формирования капсулы 2 типа (27) 
iroN Рецепторный белок системы захвата и транспорта железа 
traJ Позитивный регулятор конъюгативного переноса плазмиды (28) 
hlyF APEC Специфический птичий гемолизин F (29) 
Iss Фактор, повышающий выживаемость клетки в сыворотке крови  (10) 
iutA Гомолог адгезина (30) 
yqi  Специфический птичий адгезин (21) 
beA EPEC, ETEC, 

EHEC, EaggEC 
Инвазивный протеин (27) 

Iha Адгезин (31) 
eaeA Интимин 
stx1 Шигатоксин 
stx2 
estI Термостабильный энтеротоксин 
estII 
ehxA Энтерогемолизин 
eltA Термолабильный энтеротоксин 
east1 Энтероаггреративный термостабильный энтеротоксин 
subAB Цитотоксин субтилаза (32) 
hlyA Альфа-гемолизин  (33) 
papGII UPEC Фимбриальный адгезин, связывает рецептор Gal-alpha1-4Gal, об-

наруженный на эпителиальных клетках, выстилающих верхние 
мочевыводящие пути 

(30) 
papGIII 

papC Белок-носитель наружной мембраны, участвует в экспорте и 
сборке субъединиц пилей через внешнюю мембрану 

sfaDE Нефимбриальный адгезин 
afa/ 
draBC 

Гемагглютинины уропатогенной кишечной палочки, опосредуют 
прилипание к верхним мочевыводящим путям 

(27) 

upaG Опосредует агрегацию, образование биопленок и адгезию для 
ряда белков внеклеточного матрикса; опосредует адгезию к эпи-
телиальным клеткам мочевого пузыря Т24 человека 

(34) 

usp Уропатогенный специфический протеин, колицин (35) 
П р и м е ч а н и е. UPEC — uropathogenic E. coli, NMEC — neonatal meningitis-causing E. coli, SEPEC — 
sepsis-associated E. coli, APEC — avian pathogenic E. coli, EPEC — enteropathogenic E. coli, ETEC — enterotox-
igenic E. coli, EHEC — enterohemorrhagic E. coli, EaggEC — enteroaggregative E. coli, ExPEC — extraintestinal 
pathogenic E. coli.  

 

В представленной выборке штаммов отсутствовали гены шигаподоб-
ного токсина (stx1/2), гены основного фактора адгезии EHEC интимина 
(eaeA) и энтерогемолизина (exhA). При этом 75 % культур были носителями 
гена subAB, кодирующего цитотоксин субтилазу, характерный для шига-
токсин-продуцирующих штаммов E. coli. Широко представлены были но-
сители генов других энтеротоксинов из группы ETEC. Гены термостабиль-
ных энтеротоксинов estI/II были детектированы соответственно у 42,8 и 
82,1 % штаммов, больше половины штаммов (60,7 %) несли ген энтероаг-
регативного термостабильного энтеротоксина (eastI), термолабильный эн-
теротоксин (eltI) был найден у 14,3 % культур. Кроме того, 75 % АРЕС 
имели ген адгезина iha, относящийся к факторам патогенности диарееген-
ных E. coli. Девятнадцать штаммов (67,8 %) несли четыре и более из пере-
численных генов, шесть (24,1 %) — от одного до трех генов, три штамма не 
имели генов этой группы.  

Из группы генов, наиболее характерных для уропатогенных штам-
мов E. coli, были обнаружены только upaG (67,8 %) и usp (7,1 %).  

При сравнении распространенности анализируемых маркерных генов 
в птичьих штаммах оказалось, что гены патогенности, общие для всех пато-
типов E. coli, в выборке встречались чаще, чем гены APEC (W-test: p = 0,029) 
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или UPEC (W-test: p < 0,01); APEC встречались чаще, чем UPEC (W-test: 
p < 0,01); гены IPEC имели схожую частоту встречаемости в сравнении с 
генами, общими для всех групп, но значительно превышали частоту APEC 
и UPEC (W-test: p < 0,01) (рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Соотношение генов, общих для всех патотипов (б), APEC (avian pathogenic Escherichia 
coli) (а), UPEC (uropathogenic E. coli) (в) и IPEC (intestinal pathogenic E. coli) (г) в штаммах 
APEC (avian pathogenic Escherichia coli), изолированных от цыплят-бройлеров (Gallus gallus L.) 
кросса Ross 308 с генерализованным колибактериозом (n = 28, 2016-2018 годы). 

 

 
Рис. 2. Результаты кластерного анализа (Cluster analysis, Statistica v.6.0) распределения генов 
патогенности среди штаммов APEC (avian pathogenic Escherichia coli), изолированных от цыплят-
бройлеров (Gallus gallus L.) кросса Ross 308 с генерализованным колибактериозом (n = 28, 2016-
2018 годы).  
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По результатам кластерного анализа наличия генов патогенности 
были выделены три условных группы штаммов (рис. 2): патогенные для птиц 
и человека (наличие одновременно 2-6 генов, связанных с АРЕС, и 2-6 генов, 
связанных с ExPEC или IPEC) (24 штамма); патогенные для птиц и не пато-
генные для человека (наличие 2-6 генов, связанных с APEC, и 0-1 гена, свя-
занного с ExPEC или IPEC) (2 штамма); непатогенные (0-1 ген из любой 
группы, APEC, ExPEC, IPEC) (2 штамма). Штаммы с филогруппой В1 в 85,7 
% были отнесены в первую группу. Исходя из полученных ранее данных (24), 
группа штаммов, выделенных как патогенные для птиц и человека, характе-
ризовалась высокой частотой встречаемости не только генов вирулентности, 
но и генов БЛРС, таких как СТХ (57,1 % штаммов) и ТЕМ (71,4 % штаммов). 
Кроме того, 42,8 % представителей этой группы имели ген traJ (60 % от об-
щей частоты встречаемости гена в выборке) и 28,5 % — участки интегронов 
1-го класса (75 % от общей частоты встречаемости в выборке). 

Для определения связи между присутствием генов, ассоциирован-
ных с вирулентностью и антибиотикоустойчивостью, культуры распреде-
лили в группы сравнения: 0-2 и 3-4 гена (для генов общей вирулентности и 
маркеров APEC) и 0-3 и 4-6 генов (для маркеров IPEC). АРЕС, имеющие 
0-2 гена из группы общей вирулентности в 42,85 % случаев были устойчивы 
к пяти и более антибиотикам, в то время как штаммы с 3-4 генами — в 
57,14 % случаев. Для генов, характеризующих группу APEC, разница была 
еще более значимой: 42,85 % устойчивых к пяти и более антибиотикам 
среди носителей 0-2 генов и 64,28 % — среди носителей 3-4 генов. Инте-
ресно, что для генов группы IPEC соотношение было обратным: штаммы с 
0-3 генами были устойчивы к пяти и более антибиотикам в 66,66 % случаев, 
а штаммы с большим числом генов — только в 47,36 %. Такая тенденция 
сохранялась для любой комбинации числа имеющихся генов и антибиоти-
ков, к которым у штамма выработана устойчивость. Следует также отме-
тить, что корреляция между указанными признаками была значима только 
для генов группы APEC (Rs = 0,426), а для генов IPEC полностью отсут-
ствовала (Rs = −0,041). Преобладающая часть изученных нами штаммов, 
согласно ИАМ, была отнесена к низкоадгезивной группе, независимо от 
типа используемых эритроцитов (60,71 % культур в тесте с куриными эрит-
роцитами и 85,71 % культур — с человеческими эритроцитами), при этом 
корреляции между показателями ИАМ не выявляли (Rs = 0,046) (рис. 3). 

 

 
Рис. 3. Индекс адгезивности микроорганизма (ИАМ) у штаммов APEC (avian pathogenic Esche-
richia coli), изолированных от цыплят-бройлеров (Gallus gallus L.) кросса Ross 308 с генерализо-
ванным колибактериозом, в отношении куриных (а) и человеческих (б) эритроцитов (n = 28, 2016-
2018 годы). 
* Различия между вариантами с разными типами эритроцитов статистически значимы при 
р ≤ 0,05 (W-test). 
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Для большей части штаммов APEC адгезивная активность в отно-
шении куриных и человеческих эритроцитов достоверно различалась. Клетки 
15 штаммов (53,57 %) лучше прикреплялись к поверхности куриных эрит-
роцитов, двух штаммов (7,14 %) — к человеческим эритроцитам, и у 11 
культур (39,29 %) показатели адгезии не различались. Средний показатель 
ИАМ — Me(Q1-Q3) составил соответственно 2,21(1,96-3,25) и 1,87(1,61-
2,24), для птичьих и человеческих эритроцитов и оказался ниже в послед-
нем случае (р = 0,0057). В группе штаммов, патогенных для птиц и чело-
века согласно генотипу, степень адгезии к эритроцитам птиц, как и в об-
щей выборке, была все еще достоверно выше, чем к эритроцитам человека 
(W-test: p = 0,007), что определялось большим тропизмом АРЕС к эрит-
роцитам птицы.  

При анализе связи между числом генов вирулентности и степенью 
адгезии к двум типам эритроцитов были получены зависимости, аналогич-
ные таковым для антибиотикорезистентности. Если в группах генов виру-
лентности, общих для всех патотипов, и генов APEC индексы адгезии были 
примерно одинаковыми у штаммов с разным числом детектированных ге-
нов, то внутри группы генов IPEC степень адгезии к обои типам эритроци-
тов оказалась выше у штаммов с меньшим числом генетических детерми-
нант (табл. 2). Отдельно были проанализированы показатели адгезивной 
активности клеток бактерий с генотипами iss− и iss+, а также hlyF− и hlyF+, 
дающими штаммам с позитивным генотипом преимущество выживания при 
системной коли-инфекции и обеспечивающими повреждение эритроцитов. 
Выявлена тенденция к увеличению показателей ИАМ у iss+ штаммов: 
2,88(1,85-3,40) против 2,14(2,00-2,47) и 2,07(1,67-2,23) против 1,83(1,47-
2,27) при адгезии соответственно на человеческих и птичьих эритроцитах. 
Аналогично показатели ИАМ у hlyF+ штаммов были выше в обоих моделях, 
при этом в отношении куриных эритроцитов эта разница оказалась стати-
стически значимой: 2,35(1,93-2,27) против 2,00(2,00-2,07) при р ≤ 0,01. 

2. Степень специфической адгезии штаммов APEC (avian pathogenic Escherichia 
coli), изолированных от цыплят-бройлеров (Gallus gallus L.) кросса Ross 308 
с генерализованным колибактериозом, в зависимости от генотипа (n = 28, 
2016-2018 годы) 

Группа ИАМ 
0-2 гена 3-4 гена 

Гены, встречающиеся в различных патотипах E. coli 2,35 (2,00-2,54) 
2,23 (2,07-2,47)* 

2,16 (2,00-3,410) 
1,79 (1,47-2,00) 

Гены группы АРЕС (avian pathogenic E. coli) 2,20 (2,00-3,40) 
1,82 (1,51-2,20) 

2,24 (2,00-3,13) 
2,00 (1,75-2,23) 

 0-3 гена 4-6 генов 
Гены группы IPEC (intestinal pathogenic E. coli) 2,94 (2,47-3,66)* 

2,15 (1,86-2,60)* 
2,00 (1,46-2,98) 
1,79 (1,47-2,11) 

П р и м е ч а н и е. ИАМ — индекс адгезивности микроорганизма. Над чертой — ИАМ в отношении кури-
ных эритроцитов, под чертой — ИАМ в отношении человеческих эритроцитов.  
* Различия между штаммами с разным числом генов статистически значимы при р ≤ 0,05 (U-test).  

 

Патотип АРЕС считается относительно новым в классификации 
E. coli, и, несмотря на активное изучение его представителей во всем мире, 
вопросы об автономности этой экологической группы и ее зоонозном по-
тенциале остаются открытыми. Каждый из описанных экстра- и интраин-
тестинальных патотипов представляет собой группу серотипов, объединен-
ных определенными факторами вирулентности. Тем не менее следует отме-
тить, что из-за пластичности генома E. coli не удается окончательно иден-
тифицировать субпатотипы эшерихий, поскольку некоторые штаммы соче-
тают в себе основные характеристики вирулентности различных групп и 
считаются потенциально более вирулентными гибридными вариантами 
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(18). Филогенетический анализ позволил установить, что APEC имеют зна-
чительное генетическое сходство с доминантными патогенами ExPEC чело-
века и, кроме того, могут быть источником ColV-локализованных генов или 
даже целых плазмид для других штаммов ExPEC (10). L. Zhao с соавт. (37) 
вывили, что различные гены UPEC и APEC имели сходную тенденцию к 
экспрессии в эксперименте с перекрестным заражением мышей и птиц. По-
средством моделирования неонатального менингита у крыс показано, что 
некоторые штаммы APEC способны вызывать менингит у млекопитающих, 
и, возможно, человека, а штаммы NMEC вызывают колисептицемию у 
птиц. Эти данные подтверждают гипотезу о том, что APEC обладают зо-
онозным потенциалом (38). В настоящее время исследования биоразнооб-
разия эшерихий направлены, с одной стороны, на поиск филогенетического 
родства между представителями APEC и штаммами других патотипов, с дру-
гой — на оценку их потенциальной патогенности (в том числе эпидемиче-
ской опасности) для человека. Учитывая, что все штаммы E. coli в нашем 
исследовании выделены из паренхиматозных органов (селезенка, печень, 
почки), легких и внутреннего содержимого костей погибшей птицы, они 
были расценены нами как патотип APEC и взяты для дальнейшего деталь-
ного изучения генотипа. 

Известно, что не существует ни одного фактора патогенности 
ExPEC, связанного исключительно с конкретным заболеванием или макро-
организмом, при этом способность условно-патогенных эшерихий вызы-
вать инфекционный процесс в различных биотопах иммунокомпетентных 
хозяев опосредована наличием определенных детерминант вирулентности. 
По данным J.R. Johnson с соавт. (39), штамм можно считать ExPEC, если 
он содержит два или более из следующих генов вирулентности: pap (Р-фим-
брии), sfa/foc (S/F1C-фимбрии), afa/dra (Dr, связывающий адгезины), iutA 
(рецептор аэробактина) и kpsM II (синтез капсулы группы 2). Структура 
распределения генов ExPEC (см. табл. 2) позволила ассоциировать с этой 
группой штаммы E. coli, выделенные при колибактериозе сельскохозяй-
ственной птицы, за исключением двух культур. Чтобы классифицировать 
штамм как принадлежащий к группе APEC, согласно T.J. Johnson с соавт. 
(5), необходимо присутствие в его геноме не менее двух маркерных генов. 
Строго к патотипу APEC были отнесены 25 (89,3 %) культур. Аналогичным 
образом R.R. Spurbeck с соавт. (40) предложили набор из четырех генов для 
идентификации штаммов ExPEC с уропатогенным потенциалом. В нашем 
исследовании из группы генов, наиболее характерных для уропатогенных 
штаммов E. coli, были обнаружены только upaG и usp, которые часто встре-
чаются в геноме APEC (41, 42). 

Сравнение генетических и фенотипических характеристик APEC и 
IPEC остается обширной областью изучения с точки зрения выявления ге-
теропатогенных и гибридных штаммов эшерихий (18). В России выявлен 
новый штамм Е. coli серотипа О101:Н33, проявляющий свойства и несущий 
гены, характерные одновременно для энтерогеморрагических и энтероток-
сигенных штаммов Е. coli: stx2a, eaeγ, ehxA и est1 (19). Описаны также ги-
бридные штаммы, филогенетически расположенные между шига-токсин-
продуцирующими E. coli и UPEC. Показано, что они обладают факторами 
патогенности, характерными для обеих патогрупп, и способны вызвать как 
диарею, так и инфекцию мочевыводящих путей (43). Единичные работы 
посвящены сравнению генотипов птичьих патогенов и возбудителей острых 
кишечных инфекции человека (44). В нашем исследовании в представлен-
ной выборке штаммов отсутствовали гены шигаподобного токсина (stx1/2), 
тем не менее 75 % культур были носителями гена subAB, кодирующего ци-
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тотоксин субтилазу, характерный для шига-токсинпродуцирующих штаммов 
E. coli — STEC (45). Известно, что STEC синтезируют два разных типа ци-
тотоксинов, а именно собственно StxI/II и цитотоксин субтилазу (SubAB), 
которые сходны по структуре и состоят из одной субъединицы A и пента-
мера субъединицы B. Цитотоксин субтилаза вызывает различные клеточные 
эффекты, включая ингибирование синтеза белка, подавление активации 
ядерного фактора-каппа B, апоптотическую гибель клеток и образование 
стрессовых гранул (46). Внутрибрюшинное введение мышам очищенного 
цитотоксина субтилазы приводило к обширному микроваскулярному тром-
бозу, а также к некрозу мозга, почек и печени и было фатальным для жи-
вотных. Пероральное заражение животных штаммом E. coli K-12 с клони-
рованными генами subA и subB вызывало резкую потерю массы у мышей. 
Эти данные свидетельствуют о том, что цитотоксин субтилаза может вно-
сить вклад в патогенез заболеваний человека и стать новым токсическим 
маркером вирулентности среди E. coli, полученных от животных. 

Горизонтальный перенос генов — важный механизм эволюции бак-
терий, который обусловливает сложность и пластичность их геномов. Из-
вестно, что условно-патогенные и патогенные E. coli могут происходить из 
комменсальных штаммов после приобретения ассоциированных с виру-
лентностью генов, которые обычно находятся хромосоме в определенных 
регионах, называемых островами патогенности (pathogenicity island, PAI) (9, 
47). PAI могут включать гены белков системы секреции III типа, токсинов, 
факторов инвазии и систем захвата железа, по которым PAI можно иденти-
фицировать (48). В нашем исследовании мы проверяли два гена, детерми-
нирующих PAI, — eaeA (ген, кодирующий у штаммов EPEC и EHEC основ-
ной фактор адгезии интимин в острове патогенности LEE, locus enterocyte 
effacement) и iutA (ген, кодирующий рецептор аэробактина в острове пато-
генности SHI-2, Shigella pathogenicity island 2). Ген eaeA, маркирующий ло-
кус сглаживания энтероцитов, обнаружен не был, тогда как iutA, указываю-
щий на наличие одного из островов патогенности шигелл и обозначенный 
как SHI-2 PAI, выявлен у 42,8 % культур, что также свидетельствует об их 
потенциальной патогенности для человека. Например, 75 % iutA+ изолятов 
несли 10 и более генов вирулентности и были устойчивы к 5 и более ан-
тибиотикам, в то время как iutA− удовлетворяли этим критериям только в 
50,0 и 33,3 % случаев. Кроме того, более половины всех штаммов имели 
участки конъюгативных плазмид, 60 % из которых были отнесены в 
группы патогенных для птиц и человека, что указывает на возможность 
эффективного распространения детерминант патогенности посредством 
горизонтального переноса.  

Плазмиды рColV уже давно ассоциируются с вирулентностью E. coli 
несмотря на то, что их одноименный признак — продукция бактериоцина 
ColV не считается признаком вирулентности (10). Учитывая, что гены iss, 
ompT, hlyF, repA (RepFIB replication protein) и traJ, кодирующие последо-
вательности предполагаемых областей вирулентности и переноса pAPEC-
O2-ColV, обнаруживались в нашей коллекции APEC с высокой частотой, 
можно предполагать, что они были носителем этой плазмиды. Тем не ме-
нее следует отметить, что патогенность APEC напрямую не коррелирует с 
наличием других плазмид, как в некоторых патотипах E. coli (49). Напри-
мер, предполагаемые плазмидные гены были широко распространены как 
среди APEC, так и среди комменсальных штаммов E. coli кур, в последнем 
случае среднее число плазмидных генов на изолят было даже больше, чем 
среди APEC (9). 

Для выявления патогенности штамма для человека используют ко-
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личественный метод определения адгезии бактерий на эритроцитах (36). 
Способность бактерий E. coli прикрепляться к эритроцитам и агглютиниро-
вать их может определяться чувствительными к маннозе фимбриями 1-го 
типа. Они представляют собой наиболее распространенный тип бактери-
альных адгезинов и экспрессируются как комменсальными, так и патоген-
ными штаммами энтеробактерий. Несмотря на общую первичную специ-
фичность этих фимбрий к маннозе, существует разнообразие в степени ад-
гезии между разными видами, а также между разными изолятами одного 
вида. Так, FimH большинства штаммов фекальной E. coli не обеспечивает 
прочного связывания с рецепторами, которые содержат концевые остатки 
мономаннозы (Man1), однако некоторые варианты FimH уропатогенной 
E. coli обладают относительно высокой способностью связывания Man1 из-
за наличия функциональных точечных мутаций в различных положениях в 
молекуле FimH (50). Кроме того, маннозорезистентные адгезины, обозна-
ченные как Afa/Dr адгезины, распознающие антиген системы групп крови 
Кромера, фактор ускорения распада комплемента или CD55 (сomplement 
decay-accelerating factor; DAF) в качестве рецептора, были обнаружены в 
изолятах IPEC и UPEC. Интересно, что адгезин AfaE, экспрессируемый в 
изолятах E. coli от различных животных, не распознает DAF человека, тогда 
как afaE8-подтип, впервые идентифицированный в изолятах E. coli от живот-
ных, впоследствии был ассоциирован с уропатогенной E. coli человека (51).  

По-видимому, естественное появление разнообразных вариантов ад-
гезинов может отражать продолжающуюся адаптивную молекулярную эво-
люцию E. coli по усовершенствованию механизмов закрепления в биотопах 
разнообразных хозяев. В связи с этим нами проведена оценка адгезивного 
фенотипа APEC с использованием различных эритроцитов для доказатель-
ства возможного избирательного преимущества клеток-мишеней. Преобла-
дающая часть изученных нами штаммов отнесена к низкоадгезивной группе 
независимо от типа эритроцитов, при этом средний показатель ИАМ при 
использовании птичьих эритроцитов оказался выше, чем человеческих, что 
напрямую связано с источником происхождения штаммов. Тем не менее у 
11 штаммов степень адгезии не зависела от типа эритроцитов, а у двух куль-
тур была достоверно выше на человеческих, чем на птичьих клетках. Сле-
дует также подчеркнуть, что показатели адгезивной активности бактерий с 
генотипом iss+ и hlyF+ были выше, чем в группе штаммов, не несущих эти 
гены, что дает им преимущество при развитии системной коли-инфекции. 

Таким образом, подавляющее большинство штаммов Escherichia coli, 
выделенных из органов цыплят-бройлеров с генерализованным колибакте-
риозом, были охарактеризованы как патогенные для птиц и человека, что 
свидетельствует о потенциале APEC как резервуара факторов вирулентно-
сти для возбудителей инфекций человека. В их геноме присутствовали од-
новременно гены вирулентности, характерные для нескольких патотипов (с 
преобладанием гибридных патотипов APEC/IPEC), при этом многие штам-
мы APEC по генетическому профилю имели сродство с группой диарееген-
ных эшерихий. Эпидемически опасные для человека, они могут реализовы-
вать свой патогенный потенциал в большей степени за счет генов токсино-
образования и генетических детерминант, связанных с общей вирулентно-
стью, чем за счет факторов адгезии, и без связи с профилем антибиотико-
чувствительности. Специфическая адгезия штаммов E. coli была более вы-
ражена в отношении куриных эритроцитов, чем человеческих. При этом, 
независимо от типа эритроцитов, высокая адгезивная активность бактерий 
коррелировала с большей выживаемостью в сыворотке крови хозяина (iss+ 
генотип) и возможностью лизиса эритроцитов (hlyF+ генотип). Полученные 
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данные о молекулярных и адгезивных свойствах возбудителей колибактери-
оза птиц позволяют оценить их зоонозный потенциал и эпизоотическую 
значимость, а также могут служить основой для усовершенствования си-
стемы мониторинга колибактериоза в птицеводческих хозяйствах.   
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A b s t r a c t  
 

The expansion and intensification of poultry farming increases the risk of spreading coliba-
cillosis among poultry, so there is an urgent need to monitor avian pathogenic Escherichia coli (APEC), 
study their genetic diversity and identify strains that pose a threat to human health. Determination of 
virulence-associated genes and the degree of specific adhesion may be useful for a comprehensive 
assessment of the epidemic and epizootic significance of E. coli strains isolated from livestock. In this 
study, an extended molecular analysis of E. coli strains isolated from poultry during outbreaks of coli-
bacillosis was performed with the objective to genotypically characterize the isolated E. coli strains and 
to evaluate the relationship between genes encoding adhesins and specific adhesion to erythrocytes. It 
was shown for the first time that the strains were characterized by a high potential for pathogenicity 
and could be carriers of genes for several pathotypes at once, while the genes of intestinal pathogenic 
E. coli (IPEC) were detected often than others. A positive adhesive profile for a number of genes 
correlated positively with the activity of strain adhesion to chicken (Gallus gallus L.) and human 
erythrocytes. In the study 28 non-clonal E. coli strains, as determined by ERIC-PCR, isolated from 
various organs (except the intestine) of Ross 308 cross broilers (Gallus gallus L.) with generalized 
colibacillosis in 2016-2018 were characterized. Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect 
virulence-associated genes characteristic of four different E. coli pathotypes, the APEC, extraintestinal 
pathogenic (ExPEC), intestinal pathogenic E. coli (IPEC: Enteropathogenic E. coli EPEC, Enterotixi-
genic E. coli ETEC, Enterohemorrhagic E. coli EHEC, Enteroaggregative E. coli EaggEC), and uro-
pathogenic E. coli (UPEC). Previously published protocols were used for all types of PCRs and am-
plifications were performed in the DNA Engine Dyad Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). Band visual-
ization and data documentation were performed using the Gel-Doc XR gel documentation system 
(Bio-Rad, USA). Formalinized human erythrocytes of the type 0(I) Rh(+) and avian erythrocytes were 
used as cell substrates for the determination of bacterial adhesion to erythrocytes. To evaluate the 
bacterial adhesion properties the adhesion index was calculated as the average number of bacteria 
bound to an erythrocyte in the adhesion assay. The obtained results showed that the characterized 
strains possessed a high pathogenic potential, as they carried genes associated with APEC, ExPEC as 
well as IPEC. The presence of APEC-specific marker genes identified most of the strains as APEC. 
However, potential for human pathogenicity was also found among the analyzed strains. As the IPEC-
associated genes were found more frequently than ExPEC-associated genes, the E. coli strains studied 
were more similar to strains causing acute intestinal infections in humans, particularly due to the fact 
that they carried genes encoding toxins characteristic of IPEC (with the exception of genes for Shiga-
like toxins and enterohemolysins). Based on cluster analysis of genetic profiles, the strains studied 
could be classified into three groups: (i) pathogenic to birds and humans, characterized by the presence 
of 2-6 genes associated with APEC and 2-6 genes associated with ExPEC or IPEC (24 strains), (ii) 
pathogenic to birds and nonpathogenic to humans, characterized by the presence of 2-6 genes associ-
ated with APEC and 0-1 gene associated with ExPEC or IPEC (2 strains), and (iii) nonpathogenic, 
characterized by the possession of none or one gene from each pathotype, APEC, ExPEC, IPEC (2 
strains). It was found that 75 % of the first group, pathogenic to birds and humans, carried not only a 
high number of virulence-associated genes, but also pathogenicity island SHI-2, as well as genes for 
extended-spectrum beta-lactamases and class 1 integrons. Specific adhesion of E. coli strains was more 
pronounced on chicken erythrocytes than on human ones. Statistical analysis revealed several positive 
correlations between the chicken and human erythrocytes adhesion profiles and a number of genes 
encoding adhesins. The high adhesion activity of the bacteria, regardless of the type of erythrocyte, 
also correlated with longer survival in host blood serum (genotype iss+) and the possibility of erythro-
cyte lysis (genotype hlyF+). The obtained data on the molecular and adhesive properties of causative 
agents of colibacillosis in birds allow us to assess their zoonotic potential and epizootic significance 
and can also serve as the basis for improving the monitoring system for colibacillosis in poultry farms.   
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