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Внутривидовые антагонистические взаимоотно-

шения E.coli, путем продукции бактериоцинов – ко-

лицинов, являются ключевым фактором, определя-

ющим динамику микробиальных сообществ. Пред-

положительно, риски возникновения коли-инфекции 

могут зависеть от разнообразия колицинотипов E.coli 

в организме животного. Большое количество штам-

мов E.coli в составе кишечного микробиоценоза не 

может быть изучено методами традиционной микро-

биологии. Целью исследования была разработка 

методики анализа разнообразия колицинотипов 

E.coli методом высокопроизводительного секвениро-

вания. С использованием биоинформационного ана-

лиза была проведена кластеризация генов колици-

нов, выявлены консервативные участки генов коли-

цинов, формирующих кластеры. Дизайн праймеров 

для ПЦР и высокопроизводительного секвенирова-

ния проводили с использованием ПО NGS-

PrimerPlex. На основе выявленных нуклеотидных 

последовательностей была разработана система из 

17 пар праймеров, обеспечивающая проведение 

мультиплексных ПЦР реакций на наличие широкого 

спектра генов колицинов, маркеров вирулентности 

FliC, PapF, FimH и высокополиморфного локуса ге-

нома GND, обеспечивающая эффективный анализ 

биоразнообразия E.coli, c использованием техноло-

гий высокопроизводительного секвенирования. 

Предложенная система праймеров была аппробиро-

вана для мультилокусного секвенирования отдель-

ных штаммов E.coli. Для аппробации методики изо-

ляты кишечной палочки выделены из сердца, парен-

химатозных органов от птиц и свиней (11 изолятов). 

Часть из 11 штаммов E.coli, выделенных от с.-х. пти-

цы и свиней, были успешно идентифицированы по 

повышенной представленности генов соответствую-

щих колицинов. Всего были выявлены колицины M, 

Ib, B, V и 2 аллельных варианта GND. Данный мето-

дический подход обеспечивает возможности изуче-

ния микробиоценозов E.coli, включая их биоразнооб-

разие, эпизоотическую значимость генотипов и ко-

оперативный антагонизм. 
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Intraspecific antagonistic relationships of E. coli by 

producing bacteriocins - colicins are the key factor de-

termining the dynamics of microbial communities. Pre-

sumably, the risks of coli infection may depend on the 

diversity of E. coli colicinotypes in the animal body. A 

large number of E. coli strains in the intestinal microbio-

cenosis cannot be studied by conventional microbiology 

methods. The research goal was to develop a technique 

for analyzing the diversity of E. coli colicinotypes by us-

ing high-throughput sequencing. By using bioinformatics 

analysis, clustering of colicin genes was carried out, and 

conservative regions of colicin genes forming clusters 

were identified. The primers for PCR and high-

throughput sequencing were designed with the NGS-

PrimerPlex software. Based on the identified nucleotide 

sequences, a system of 17 primer pairs was developed 

to perform multiplex PCR reactions for the presence of a 

wide range of colicin genes, virulence markers FliC, 

PapF, FimH and the highly polymorphic locus of the 

GND genome providing an effective analysis of E. coli 

biodiversity using high-throughput sequencing technolo-

gies. The proposed primer system was tested for multi-

locus sequencing of individual E. coli strains. To test the 

technique, isolates of E. coli were taken from the heart 

and parenchymatous organs of birds and pigs (11 iso-

lates). Some of the 11 E. coli strains isolated from poul-

try and pigs were successfully identified by increased 

representation of the corresponding colicin genes. In 

total, colicins M, Ib, B, V and 2 allelic variants of GND 

were identified. This methodological approach provides 

the opportunity to study E. coli microbiocenoses includ-

ing their biodiversity, epizootic significance of genotypes 

and cooperative antagonism. 
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Введение 

Заболевания, вызванные кишечной палоч-

кой, широко распространены как у животных, так 

и у человека [1, 2]. Существует множество высо-

копатогенных форм кишечной палочки – энтеро-

патогенная Escherichia coli (EPEC), энтеротокси-

генная E. coli (ETEC), энтероинвазивная E. coli 

(EIEC), энтероагрегативная (EAEC) и энтероге-

моррагическая (EHEC) [3] . Далеко не всегда 

наличие в составе кишечного микробиоценоза 

штамма кишечной палочки, обладающей генами 

патогенности, приводит к развитию инфекцион-

ного процесса [4]. Антагонистические взаимоот-

ношения путем продукции антибиотиков (бакте-

риоцинов) являются ключевым фактором, опре-

деляющим динамику микробиальных сообществ 

[5-10]. Колицин-продуцирующие бактерии за-

щищены от собственных колицинов колицин-

иммунным белком, и это является основой раз-

деления на колицинотипы E1 (ColE1)-E9 (ColE9) 

[11]. Недостаточная изученность этих процессов 

на уровне микробиоценоза усложняет разработ-

ку целевых стратегий контроля и терапии ин-

фекций [12]. Существующие методы микробио-

много анализа универсальны, но дороги, а ПЦР 

тестирование отдельных изолятов ограничивает 

изучение взаимодействия штаммов на уровне 

микробиоценоза за счет ограничений возможно-

стей мультиплексирования. 

Цель исследования – разработка методики 

анализа разнообразия колицинотипов E.coli ме-

тодом высокопроизводительного секвенирова-

ния. 

Для достижения цели были поставлены за-

дачи: разработать структуры праймеров для 

мультиплексного анализа и методику подготовки 

библиотек; провести секвенирование и проана-

лизировать представленность генов изолятов 

E.coli в составе чистых культур и микробиоцено-

зов.  

Объекты и методы 

Дизайн праймеров для ПЦР и высокопроиз-

водительного секвенирования проводили с ис-

пользованием ПО NGS-PrimerPlex [13]. 

Изоляты кишечной палочки, выделенные из 

сердца, паренхиматозных органов от птиц и 

свиней (11 изолятов), использовали для выде-

ления ДНК (общепринятым методом). Выделе-

ние ДНК проводили фенол-хлороформенным 

методом с использованием в качестве лизиру-

ющего раствора RCAM1 (производство ИХБФМ 

СО РАН).  
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Библиотеки ампликонов готовили путем ам-

плификации на приборе T100 (Bio-Rad, Герку-

лес, Калифорния, США) по следующей про-

грамме: активация модифицированной полиме-

разы – 3 мин. при 95°С, затем 28 циклов: дена-

турация при 95°С – 30 с, отжиг праймеров при 

56°С – 30 с и элонгация 72°С – 1 мин. Далее в 

реакционную смесь добавляли 5 мкМ индекси-

рующие праймеры и проводили 4 цикла по  

1 мин.: 95°С – 60°С – 72°С. Реакцию амплифи-

кации проводили в 40 мкл смеси, включающей 

65 мМ Трис-НСl рН 8,9; 24 мМ (NH4)2SO4; 0,05% 

Твин-20; 2,5 мМ MgCl2, 0,4 мМ дНТФ, 3 мкМ 

праймеры на регион V4, ДНК и 1-2 е.а. Taq-

полимеразы (ИХБФМ СО РАН). Аликвоты ам-

плификационных смесей по 30 мкл наносили на 

8%-ный полиакриламидный гель и проводили 

гель-электрофорез. Электрофореграмму доку-

ментировали при помощи транс-иллюминатора 

(Bio-Rad, Геркулес, Калифорния, США). Целе-

вые участки в области 400-450 нт вырезали из 

геля и выделяли из них ДНК. Секвенирование 

библиотеки осуществляли на платформе 

Illumina MiniSeq с использованием набора 

MiniSeq Mid Output Reagent Kit в лаборатории 

фармакогеномики ИХБФМ СО РАН.  

 

Экспериментальная часть,  

результаты и их обсуждение 

Для дизайна праймеров на колицины, кото-

рые не кластеризовались по результатам фило-

генетического анализа, использовали случай-

ный участок соответствующего гена колицина. 

Также вручную анализировали последователь-

ности на наличие участков с низким уровнем 

гомологии внутри потенциального ампликона и с 

высокой гомологией снаружи. В результате ис-

следований удалось разработать праймеры, 

распознающие ряд генов колицинов, которые 

входят в один мультиплекс: colD_colB_v1 

5’tcgtgtggccgtcaaca-3’ 5’ccagaataatccggcgaataattc-

3’; col C 5’gaacactatccgggcaatttgtt-3’5’cggg 

tttttgcttaattgttccc-3’; colA_colS4 5’atgctcaggatat 

ggcaaataaactg-3’ 5’aggactccacctccagcatcag-3’; 

colY 5’ggtggtatgcatggaaatagtgga-3’ 5’aggattca 

tttttctcgcagcaatc-3’: coliА 5’agcggaagagaaaaga 

aaacagg-3’ 5’ttttcttccctttagcctgcc-3’; colB 5’gctgaa 

gagaaaagaaaaagggat-3’5’cttaatctgtttcccttgagataca-

3’; colE1 5’aactatcaccaagagccaatgat-3’5’agttatat 

cagcatttatccggttaat-3’; colN 5’gggataagcttggcgag 

tatctt-3’ 5’tcatctttggatttgctaacacttta-3’; colM 5’ctatttat 

ggggtaatggcgctga-3’ 5’gtggcatgtgtgaactttgtagaaa-

3’; cka_cfa_cta; 5’cgaaagctgaactggcgaag-3’ 

5’tagttttttctgaacgtcacgc-3’; cka 5’agtactccgcagtt 

gaaaatgaa-3’5’caaccatagtatcaacagcatctt-3’; cta 

5’agtctattacttatgatgagtgggcc-3’ 5’gagtgacaaataaagg 

cttccagt-3’; colE2_E9 5’cgacaggctaaagctgttcagg-3’ 

5’gccatttgccacattctgtg-3’. 

Дополнительно разработали структуры 

праймеров специфичные в отношении генов, 

ассоциирующихся с факторами вирулентности: 

fimH 5’cataatttgccgttaatcccagact-3’5’-aataccgcgtcg 

ttttcacct-3’; papF 5’-gcagaacgagcacataaggac-3’5’-

gctttcgcttcgtccagaatc-3’; fliC 5’-gaaggatgacg 

cagcgggt-3’ 5’-tgttgttgatttcggacagcg-3’.  

Высокополиморфный ген 6-фосфоглюконат 

дегидрогеназы gnd [14] был мишенью для прай-

меров gnd 5’-gtcaaagcaacagatyggyg-3’5’-ggytt 

rtcggcaarcacrtcttc-3’ 

Предложенная система праймеров была ап-

пробирована для мультилокусного секвенирова-

ния индивидуальных штаммов E.coli. Часть из  

11 штаммов E.coli (72,7%) были успешно иден-

тифицированы по повышенной представленно-

сти генов соответствующих колицинов. Всего 

были выявлены колицины M, Ib, B, V и 2 ал-

лельных варианта GND. Остальные штаммы не 

обладали анализируемыми генами, очевидно, 

ввиду большего разнообразия колицинотипов 

E.coli. Штаммы E.coli (от кур) 338, 341 содержа-

ли ген колицина В, штаммы E.coli (от кур) 330, 

342, 322, ген колицина V, штаммы 325, 333, 339 

(от кур) характеризовались наличием генов ко-

лицинов M/Ib.  

 

Заключение 

Современный алгоритм разработки мульти-

плексных ПЦР-систем, в сочетании с точной 

идентификацией ампликонов методом высоко-

производительного секвенирования, позволил 
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разработать систему из 17 пар праймеров для 

выявления наличия широкого спектра генов ко-

лицинов, маркеров вирулентности FliC, PapF, 

FimH и высокополиморфного локуса генома 

GND, что обеспечивает возможности изучения 

микробиоценозов E.coli, включая их биоразно-

образие эпизоотическую значимость генотипов и 

кооперативный антагонизм.  
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