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   Методом ПЦР проведена детекция 

детерминирующего резистентность к тетрациклину 

гена tetC у почвенных бактерий, подвергавшихся 

долговременному воздействию нефтехимического 

производства Республики Башкортостан. Полученные 

данные свидетельствуют в пользу отсутствия 

последовательностей подобных гену tetC у 

представителей родов Achromobacter,  Agromyces, 

Arthrobacter, Bacillus, Citrobacter, Gluconobacter и 

Rhodococcus.  Результаты исследования могут быть 

применены в разработках методов очистки 

окружающей среды. 
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   PCR detection tetracycline resistance genes tetC of 

bacteria isolated from a population of soil 

microorganisms subjected to long-term exposure to 

chemical and petrochemical production of the Republic of 

Bashkortostan was carried out. The results indicate the 

absence of the sequences similar to the tetC gene 

sequences in representatives of Achromobacter, 

Agromyces, Arthrobacter, Bacillus, Citrobacter, 

Gluconobacter и Rhodococcus genera.  The research 

results can be applied in the development of the 

technosphere remediation  methods. 
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ВВЕДЕНИЕ 

В последнее время в ряде исследований была обнаружена растущая частота 

встречаемости устойчивых к антибиотикам микроорганизмов.  При этом отмечена тенденция 

накопления резистентных культур в сообществах, подвергающихся давлению синтетических 

производных, в том числе, попадающих в окружающую среду в ходе промышленного 

производства. 

К серьезным последствиям увеличения в микробных популяциях резистентности к 

антибиотикам относят снижение эффективности борьбы с инфекциями в различных областях 

медицины, ветеринарии и сельского хозяйства. Тревожная тенденция роста устойчивости к 

противомикробным препаратам, прогнозируемая на предстоящие десятилетия, 

обуславливает высокую актуальность мониторинга резистома различных экосистем, включая 

техногенные.  
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Целью настоящей работы является выявление детерминирующего резистентность к 

тетрациклину гена tetC у штаммов техногенной экосистемы нефтехимического производства 

Республики Башкортостан.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектами исследования являлись бактерии семейств Alcaligenaceae Micrococcaceae, 

Bacillaceae, Enterobacteriaceae, Nocardiaceae, выделенные из образцов почв и грунтов 

экотопов Уфимского промузла. Определение основных физиолого - биохимических 

признаков и классификация штаммов были осуществлены ранее. В ходе этих работ 

чувствительность микроорганизмов к антибиотикам определялась диско-диффузионным 

методом [ Жарикова и др., 2011, 2018; Журенко и др., 2003, 2012;  Коробов и др., 2013, 2017; 

Маркушева и др.,1993, 1997; Федорова и др., 2011 ]. 

При проведении ПЦР применяли пары олигонуклеотидных праймеров к 

последовательности гена  tetC, детерминирующего резистентность бактерий к тетрациклину 

(табл. 1). Синтез праймеров осуществлен компанией «Евроген» (г. Москва).  
 

Таблица 1. Характеристика праймеров  для идентификации гена tetC 

ПРАЙМЕР 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ 

НУКЛЕОТИДОВ 5’ – 3’ 

РАЗМЕР ПРОДУКТА 

РЕАКЦИИ 

tetC-F 5'- ACTTGGAGCCACTATCGAC-3' 
881  п.н. 

tetC-R 5'- CTACAATCCATGCCAACCC-3' 
 

Полимеразную цепную реакцию осуществляли в 20 мкл реакционной смеси, 

включающей 2 мкл 10х Taq буфера с KCl (Thermo Scientiific), 2 мкл dNTP (2 мМ) (Thermo 

Scientiific), 1,1 мкл 25 мМ MgCl2 (Thermo Scientiific), по 1 мкл 10 мкМ прямого и обратного 

праймеров, 0,5 ед. Taq-полимеразы (5 ед/мкл, Хеликон, Россия), 2 мкл – ДНК-матрицы. В 

качестве матрицы использовали препараты лизатов бактериальных клеток. Конечный объем 

реакции доводили деионизированной водой до 20 мкл. Для  положительного контроля 

применяли штамм E. coli К-12, обладающий плазмидой pBR325, несущей гены tetC. 

Процесс амплификации проводили на термоциклере TC 2720 (Applied biosystems, 

США). Условия накопления ПЦР-продуктов приведены в таблице 2. 
 

Таблица 2. Режим  ПЦР для амплификации гена tetC 

СТАДИЯ 
ТЕМПЕРАТУРА 

ИНКУБАЦИИ 
ВРЕМЯ 

КОЛИЧЕСТВО 

ЦИКЛОВ 

Предварительная 

денатурация 
94 °C 5 мин. 1 

Денатурация 94 °C 30 с. 

30 Отжиг 54 °C 30 с. 

Элонгация 72 °C 1 мин. 

Финальная 

элонгация 
72 °C 10 мин 1 

 

По завершении полимеразной цепной реакции образцы смешивали с раствором 

0,025% бромфенолового синего и 0,025% ксиленцианола в 5% глицерине, после чего ДНК 

фракционировали с помощью горизонтального электрофореза в 1,5%-ном агарозном геле 

при напряжении электрического поля 6 В/см.  
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Визуализацию ДНК-амплификатов осуществляли после инкубации агарозного геля в 

растворе бромистого этидия в концентрации 0,5 мкг/мл. Результаты фракционирования 

фрагментов ДНК протоколировали в проходящем ультрафиолетовом спектре при 280 нм.  

Положительное заключение о наличии подобных последовательностей делали при 

обнаружении целевого амплификата, который устанавливали по маркеру длины фрагментов 

ДНК в диапазоне от 100 п.н. до 1000 п.н.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Известно, что техногенные экосистемы являются местами быстрого развития 

микробных сообществ, вступающих в сложные отношения с факторами 

трансформированной среды, среди которых существенное место занимают антибиотики 

группы тетрациклинов, обладающих активностью против широкого спектра 

грамположительных и грамотрицательных бактерий, хламидий, микоплазм, риккетсий, 

спирохет и некоторых простейших [Almakki et al., 2019]. 

К тетрациклинам относят родственные по химическому строению, антимикробному 

спектру и механизму действия природные и полусинтетические производные: тетрациклин, 

тетрациклина гидрохлорид, окситетрациклина гидрохлорид, морфоциклин, вибромицин и др.   

В настоящее время в составе хромосом, плазмид и транспозонов микроорганизмов  

идентифицировано более 46 генов, детерминирующих устойчивость к тетрациклину, 

доксициклину, окситетрациклину и хлортетрациклину. Мобильная природа tet генов 

частично объясняет их широкое распространение среди многих видов бактерий [Roberts et al, 

2016;  Xiong et al., 2018].  

Ген tetC, кодирующий резистентность к тетрациклину, был идентифицирован на 

транспозоне Tn10 [Braus et al., 1984], а его нуклеотидная последовательность была 

опубликована в статье K. Schollmeier и соавторами [Schollmeier et al., 1984].   

В настоящей работе поводилась ПЦР-детекция гена  tetC  в геномах штаммов 

бактерий  Achromobacter xylosoxidans 36P, Agromyces sp. IBRB-34DCP, Arthrobacter 

globiformis IBRB-17S, Bacillus cereus 33T, Bacillus subtilis 16, Citrobacter sp. 36-4CPA,  
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Рис.1. Электрофореграмма продуктов амплификации, 
полученных при использовании специфичных к гену tetC  
праймеров. Условные обозначения  препаратов : М — маркер 
молекулярного веса; К+ – положительный контроль; К- – 
отрицательный контроль; 1 – контроль; 2 – Bacillus subtilis 16; 
3 – Bacillus cereus 33T; 4 – Citrobacter sp. 36-4CPA; 
5 – Gluconobacter oxydans IBRB-2T;  6 – Rhodococcus erythropolis 
17S; 7 – Achromobacter xylosoxidans 36P; 8 – Arthrobacter 
globiformis IBRB-17S; 9 – Agromyces sp. IBRB-34DCP. 
Стрелкой указан целевой амплификат. 

Gluconobacter oxydans IBRB-

2T и Rhodococcus erythropolis 

17S, выделенных из 

смешанных популяций 

микроорганизмов техноген-

ных экотопов, подвер-

гавшихся воздействию 

факторов нефтехимического 

производства.  

В качестве положи-

тельного контроля был 

использован штамм E. coli 

К-12, несущий плазмиду 

pBR325, последовательность 

с 86 п.н. по 1273 п.н. которой 

занимает ген tetC.  

На рис.1. приведена 

электрофореграмма продук- 
 

тов амплификации, полученных при использовании праймеров, специфичных для гена tetC. 

Из рис.1 следует, что в ходе ПЦР в исследуемых образцах бактериальной ДНК не 

происходило накопление целевых амплификатов с ожидаемым размером 881 п.н.  

Приведенное означает, что в геномах  Achromobacter xylosoxidans 36P, Agromyces sp. 

IBRB-34DCP, Arthrobacter globiformis IBRB-17S, Bacillus cereus 33T, Bacillus subtilis 16, 

Citrobacter sp. 36-4CPA, Gluconobacter oxydans IBRB-2T и Rhodococcus erythropolis 17S 

отсутствуют последовательности, подобные последовательности гена tetC  

Установленные данные позволяют сделать заключение в пользу того, что механизмы 

резистентности к тетрациклину у штаммов почв и грунтов техногенных экотопов Уфимского 

промузла родов Achromobacter,  Agromyces, Arthrobacter, Bacillus, Citrobacter, Gluconobacter 

и Rhodococcus могут быть обусловлены иными генетическими детерминантами. 

Полученные в данном исследовании сведения согласуются с данными NCBI, согласно 

которым ранее обладающие геном tetC штаммы не обнаруживались среди представителей 

родов Achromobacter, Agromyces,  Arthrobacter, Gluconobacter и Rhodococcus. Вместе с тем 

были выделены несущие ген tetC представители родов Bacillus и Citrobacter. 

Результаты работы могут быть применены в разработках методов биологической 

ремедиации окружающей среды в техносфере. 
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