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Введение. Несмотря на при-

нятые протоколы вакцинирова-

ния промышленной птицы, про-

блема периодических вспышек 

инфекционных заболеваний не 

теряет остроту [1]. Особенно ак-

туальным остается вопрос сни-

жения продуктивных признаков 

вследствие вялотекущих инфек-

ций, вызванных условно-пато-

генной микрофлорой. Важно от-

личать эндемические случаи за-

болевания, которые могут одно-

временно наблюдаться у большо-

го числа особей, от эпидемиче-

ской вспышки. В последнем слу-

чае инфекция вызывается одним 

штаммом бактерии, в отличие 

от эндемических случаев вслед-

ствие циркулирования в популя-

ции птицы многих бактериаль-

ных штаммов, что часто является 

следствием активизации эндоген-

ной микрофлоры. Среди наибо-

лее распространенных инфекций 

у птиц необходимо отметить ки-

шечную палочку, золотистый ста-

филококк и сальмонелл. В част-

ности, у водоплавающих птиц 

доля золотистого стафилококка 

в общей массе всей микрофлоры 

составляет 32,7% [2]. Мониторинг 

состояния популяции и контроль 

над штаммовым разнообразием 

выявляемых бактерий является 

важным элементом в превентив-

ной медицине и ветеринарии [3]. 

Определение путей передачи воз-

будителя и выявление источника 

инфекции в объектах внешней 

среды позволяет вовремя про-

вести эффективные профилакти-

ческие мероприятия, такие как 

выбраковка заболевших особей, 

введение карантинного режима, 

проведение внеплановой вакци-

нации всего поголовья и т.д.

Идентификация бактериаль-

ных штаммов может осущест-

вляться самыми разными мето-

дами [4,5], включая раманов-

скую спектроскопию и секвени-

рование [6,7]. В последнее время 

предпочтение отдается методам, 

использующим ДНК-технологии, 

однако методы, основанные на 

антигенных особенностях штам-

мов (серотипирование) и разной 

чувствительности к бактериофа-

гам (фаготипирование) все еще 

широко распространены в прак-

тике ветеринарных лабораторий 

вследствие хорошо отработан-

ных протоколов проведения ис-

следований и простоты анализа. 

Известно около 2300 серовари-
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антов сальмонелл, из них более 

230 выделено от птиц [8].

Цель исследований – сравнить 

эффективность применения двух 

альтернативных методов типиро-

вания бактерий с точки зрения 

возможности использования в 

практике лабораторий.

Материал и методика ис-

следований. Объектом исследо-

вания служили изоляты бактерий 

Salmonella enterica у людей (28 

изолятов) и Staphylococcus aureus, 

выделенных у кур (8 изолятов), ин-

деек (20 изолятов) и свиней (9 изо-

лятов) с клиническими признака-

ми заболевания. Фаготипирование 

осуществляли по общепринятой 

методике с использованием пане-

ли бактериофагов. Учет чувстви-

тельности бактерий проводили по 

способности фагов вызывать лизис 

клеток. На основании этих данных 

изолятам присваивали фаготип.

Мультилокусное генотипиро-

вание проводили по методике 

двойного расщепления и изби-

рательного мечения ДНК (ДРИМ), 

основанного на одновременном 

использовании двух эндонукле-

аз рестрикции, меченого дезок-

сицитозинтрифосфата (Bio-dCTP) 

и Taq-полимеразы [9]. В качестве 

ферментов рестрикции в отно-

шении S. enterica использовали 

XbaI/PstI, которые хорошо себя 

зарекомендовали в проведен-

ных ранее исследованиях [10]. 

Пара ферментов XhoI/BsuRI была 

использована на изолятах St. 

aureus. Вкратце, методика ДРИМ 

сводилась к проведению реак-

ции в микропробирке в смеси, 

стоящей из ферментов рестрик-

ции, метки и полимеразы. Пер-

вый фермент производит огра-

ниченное число так называемых 

«липких концов», способных к 

включению новых нуклеотидов, 

второй производит тупые либо 

3’-выступающие концы, которые 

не могут включить метку (реакция 

полимеризации ДНК идет толь-

ко в одном направлении – от 5’ 

к 3’ концу фрагмента ДНК). При 

этом происходят одновременно 

две реакции: расщепление ге-

номной ДНК бактерии фермента-

ми рестрикции и реакция запол-

нения 3’-усеченного конца фраг-

мента ДНК меченым нуклеотидом 

(Bio-dCTP). В связи с тем, что сайт 

расщепления ферментов XhoI 

имеет следующий вид: C’TCGAC, 

встройка Bio-dCTP во вторую по-

зицию может произойти только 

после включения dTTP, поэтому 

в реакционную смесь вводили 

этот немеченый нуклеотид. При 

генотипировании S. enterica с ис-

пользованием XbaI/PstI первым 

включаемым нуклеотидом явля-

ется dCTP, таким образом, Bio-

dCTP может применяться без дру-

гих нуклеотидов. Второй фермент 

рестрикции нужен для укороче-

ния длинных меченых фрагмен-

тов ДНК до размера, который под-

ходит для разделения в обычном 

0,8% агарозном геле (500-20000 

пар оснований). После проведе-

ния реакции ДРИМ и электрофо-

реза ДНК из геля переносится под 

вакуумом на нейлоновый фильтр. 

Процедура занимает 20-30 мин и 

проводится в дистиллированной 

воде. Меченые фрагменты ДНК ви-

зуализируются на фильтре в цвет-

ной реакции с использованием 

реагентов нитро-блу-тетразолий 

фосфат (NBT) и хлоро-бромо-ин-

долил-фосфат (BCIP).

Каждый генетически отличаю-

щийся штамм будет характеризо-

ваться своим уникальным набо-

ром цветных полос на фильтре, 

это, своего рода, «штрих-код» 

данного штамма.

Результаты исследований 

и их обсуждение. Генотипиро-

вание St. aureus методом ДРИМ 

привело к формированию 40-50 

четко различимых фрагментов 

ДНК (рис. 1). Обращает на себя 

Рисунок 1. Генетические профили, полученные генотипированием методом 

ДРИМ на изолятах St. aureus, выделенных от трех видов животных: 1-9 - свиньи; 

10-17 - куры; 18-37 - индейки. М – маркер размеров фрагментов ДНК
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внимание сходство генетических 

профилей, полученных на раз-

ных видах животных. Это не уди-

вительно, так как многие авторы 

отмечают выраженную клональ-

ность St. aureus и возможность 

перезаражения одним штаммом 

разных видов животных и чело-

века [11]. Это одна из особенно-

стей данного патогена, ряд дру-

гих бактерий не имеют такой 

ярко выраженной клональности. 

Особенно актуальным является 

широкое распространение устой-

чивого к метициллину штамма 

ST398, инфицирование которым 

отмечено во многих странах. Не-

смотря на сходство в количестве 

и распределении фрагментов 

ДНК, можно увидеть отдельные 

межвидовые различия в профи-

лях, что свидетельствует о высо-

кой разрешающей способности 

ДРИМ-генотипирования (рис. 1). 

В частности, в районе длин ре-

стрикционных фрагментов 5686 

пар оснований отмечается при-

сутствие сильно окрашенно-

го фрагмента (вероятно, группа 

одинаковых или очень близких 

по размеру фрагментов) у 5 из 9 

изолятов от свиней. Такой фраг-

мент выявили только у одного 

изолята от восьми кур (дорож-

ка №10) и двух изолятов, полу-

ченных от двадцати индеек (до-

рожки №№22 и 26). Эти данные 

подтверждают, с одной стороны, 

генетическую близость штаммов 

стафилококка, циркулирующе-

го у разных видов животных, а с 

другой – наличие видоспецифи-

ческих особенностей отдельных 

штаммов бактерий, предпочита-

ющих инфицировать определен-

ные виды макроорганизма.

Работа по выявлению типов 

сальмонелл была проведена на 

28 изолятах патогена, при этом 

разрешающую способность ге-

нотипирования методом ДРИМ и 

фаготипирования сравнивали по 

Таблица 1. Сравнение разрешающей способности двух 

методов генотипирования бактериальных изолятов (ДРИМ и 

фаготипирования) с использованием 28 изолятов Salmonella enterica 

серотип Enteritidis

ID изолята
Год 

выделения
Тип ДРИМ Фаготип

Эпидемическая 

вспышка

3 1994 1 4 TIA1

12 1994 1 4 TIA1

13 1994 1 4 TIA2

14 1994 1 4 TIA1

15 1994 1 4 TIA1

16 1994 1 4 TIA2

17 1994 1 4 TIA2

18 1994 1 4 TIA1

22 1994 1 4 TIA1

23 1994 2 4 TIA1

24 1994 3 4 TIA1

25 1994 1 4 TIA1

54 1990 1 7 -

55 1991 4 6 -

56 1991 4 7 -

57 1992 5 4 -

58 1992 6 6 -

60 1993 7 4b -

61 1993 8 5 -

63 1993 9 6 TIA8

65 1993 10 6 TIA8

109 1996 11 6a -

110 1996 12 6a -

111 1996 13 8 -

112 1996 14 8 -

115 1997 1 4 -

116 1997 15 6a -

117 1997 16 6a -

количество типов 16 7

индекс 

дискриминации 

(D)

0,96 0,88

индексу дискриминации (веро-

ятность, что все изоляты в груп-

пе будут разделены на отдельные 

различающиеся типы). 

Во многих случаях одинако-

вые фаготипы были разделены 

на различные генотипы при гено-

типировании (табл. 1). Эпидеми-

ческая вспышка TIA1 включала 

ДРИМ-генотип 1 (изоляты 3, 12, 

14, 15, 18, 22 и 25) и генотипы 2 и 

3 (изоляты 23 и 24, соответствен-

но); при вспышке TIA2 все три 

изолята (13, 16 и 17) относились 

к генотипу 1. Примечательно, что 

все указанные изоляты не были 

разделены методом фаготипиро-

вания и принадлежали к одному 

фаготипу 4. Таким образом, четко 

прослеживается более высокая 

дискриминационная способность 

метода ДРИМ. Только в двух слу-

чаях ДРИМ-генотипирование не 

разделило два разных фаготипа 

на разные генотипы (изоляты 55 

и 56 дали разные фаготипы 6 и 

7, но были не различимы и дали 

один ДРИМ-генотип 4; изоляты 54 

и 115 с фаготипами 7 и 4 также 

не были разделены при ДРИМ-

генотипировании).

Заключение. Таким обра-

зом, подтверждено генетическое 

сходство штаммов St. aureus у 

разных видов животных, что го-

ворит о способности бактерии 
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преодолевать видовые барьеры. 

Несмотря на это отмечены неко-

торые особенности штаммов, вы-

деленных от разных видов. Ме-

тод генотипирования ДРИМ пре-

восходит по своей разрешаю-

щей способности фаготипирова-

ние (индекс дискриминации по 

Salmonella enterica составил для 

них 0,96 и 0,88 соответственно).

Работа проведена в рамках 

выполнения государственно-

го задания №121052600352-3.
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Summary: The circulation of pathogenic microorganisms in poultry results in the decreased productive performance 

and high mortality levels thus causing significant economic losses to large-scale poultry farms and small-sized en-

terprises as well. Currently latent infections caused by opportunistic microbial species are especially relevant. The 

knowledge on the mechanisms of transmission of these potentially pathogenic species, timely identification of bac-

terial strains including those with epizootic/epidemic potential, determination of the presence of genetic structures 

within the strains responsible for the drug resistance are necessary elements of modern disease prophylaxis in poul-

try. The aim of the study presented was to compare the effectiveness of two practically important methods of identi-

fication of bacterial strains of Salmonella enterica and Staphylococcus aureus. The method based on double digestion 

and selective labeling of DNA fragments (DDSL) showed greater efficiency in comparison with phage typing which is 

based on the assessment of sensitivity of isolates to a panel of selected phages. The discrimination index calculated 

on the basis of the analysis of 28 Salmonella isolates was 0.96 for DDSL genotyping and 0.88 for phage typing; this 

difference indicated that the first method is more effective for the identification of bacterial strains.
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