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Птицеводство сегодня – одна 

из наиболее перспективных и ди-

намично развивающихся отраслей 

сельского хозяйства. За последние 

годы уровень производства мяса 

птицы значительно вырос, особен-

но за счет выращивания цыплят- 

бройлеров, и достиг более 30% 

по всему миру, а на территории 

России – 40% [1]. Однако стреми-

тельное развитие агропромышлен-

ного комплекса влечет за собой 

и новые угрозы, в том числе такие 

как занос на территорию хозяйства 

инфекционного возбудителя [2].

По данным Международного 

Эпизоотического Бюро, зоонозные 

патогены приобретают все боль-

шее значение, инфекционные бо-

лезни начинают распространять-

ся быстрее и охватывать большие 

территории. Причиной этому слу-

жат как общемировые проблемы: 

глобализация, изменение кли-

мата, устойчивость к лекарствен-

ным препаратам, растущий спрос 

на продовольствие, политическая 

нестабильность и др., так и част-

ные: высокая чувствительность 

кроссов к возбудителям, генети-

ческая трансформация патогенов 

и их быстрая адаптация, несоблю-

дение ветеринарно- санитарных 

правил содержания и организации 

профилактических мероприятий 

и др. [3,4].

Профилактика заноса и рас-

пространения возбудителей – одна 

из важнейших задач по обеспече-

нию биобезопасности птицеводче-

ских предприятий [5]. Для ее вы-

полнения необходима правильно 

организованная работа по диагно-

стике инфекционных болезней 

птиц. Важно отметить, что диагно-

стические исследования должны 

проводиться комплексно, в виде 

планового мониторинга, учитываю-

щего эпизоотологические особен-

ности хозяйства, внутри- и межхо-

зяйственные связи, генетические 

особенности используемых крос-

сов и линий птицы. В ходе прове-

дения мониторинга должен осу-

ществляться контроль качества им-

мунитета, проводиться разработка, 

корректировка и контроль эффек-

тивности лечебно- диагностических 

программ. Кроме того, плановый 

мониторинг должен выявлять 
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от 11,2 до 67,3%, к тетрацикли-

нам – от 52,1 до 67,3% [9].

Волкова Р.А. и др. (2016) счита-

ют, что «идеальный метод геноти-

пирования должен обладать следу-

ющими характеристиками: подхо-

дить для всех штаммов, различать 

неидентичные штаммы, одинако-

во эффективно воспроизводиться 

в различных лабораториях, быть 

быстрым, экономичным, нетрудо-

емким» [13]. На сегодняшний день 

разработано множество методов 

генотипирования микроорганиз-

мов, которые принято делить на 4 

основные группы в зависимости 

от способа получения и анализа 

картины ДНК-паттернов: с исполь-

зованием рестрикции и электро-

фореза, на основе секвениро-

вания, на основе гибридизации, 

на основе амплификации вариа-

бельных локусов [10]. Однако, не-

смотря на многообразие методов, 

ни один из них не удовлетворяет 

одновременно всем вышеперечис-

ленным критериям и не является 

универсальным.

Одним из основных критери-

ев при выборе метода генотипи-

рования служит дискриминиру-

ющая сила, которая описывается 

как способность различать бакте-

риальные штаммы одного вида. 

Так, например, генотипирование 

с низкой дискриминирующей си-

лой будет опознавать штаммы ми-

кроорганизмов как идентичные, 

в то время как генотипирование 

с высоким разрешением опреде-

лит их различие [10].

Методы генотипирования, ос-

нованные на разных способах по-

лучения и анализа картины ДНК-

паттернов, также обладают раз-

ной разрешающей способностью 

и применяются для решения раз-

личных эпизоотологических задач.

Для мониторинга локальных 

вспышек эпидемий используют 

и межмикробных взаимоотноше-

ний бактерий в естественной среде 

обитания» [2]. Ацаева М.М. и др. 

(2018) также отмечают, что диа-

гностические методы, основанные 

на амплификации нуклеиновых 

кислот, являются более эффектив-

ными, поскольку «позволяют об-

наруживать присутствие микроор-

ганизмов в микроколичествах (10 

клеток возбудителя) исследуемого 

материала за короткое время» [9].

Под генотипированием по-

нимают процесс идентификации 

различий в последовательностях 

ДНК между популяциями или от-

дельными индивидами. В качестве 

основной цели генотипирования 

Бондарева О.С. и др. (2014) выде-

ляют внутривидовую дифференци-

ацию микроорганизмов на основе 

различий их геномов, а к основным 

задачам относят отслеживание пу-

тей передачи и выявление источ-

ника инфекции, мониторинг при-

родных очагов инфекционных бо-

лезней, геномную паспортизацию 

и определение филогенетических 

связей штаммов [10]. Кроме того, 

Терлецкий В.П. и др. (2015) пишут: 

«Использование генотипирования 

позволяет однозначно идентифи-

цировать бактериальные штаммы 

и, таким образом, определять пути 

передачи возбудителя и находить 

источники инфекции» [11]. Ины-

ми словами, изоляты, выделенные 

из разных мест, но имеющие иден-

тичный генотип, с высокой степе-

нью вероятности будут говорить 

об эпизоотическом контакте [5,12].

Исследования по выявлению 

генетических детерминант анти-

биотикорезистентности у птиц ме-

тодом генотипирования показали, 

что в период с 2013 по 2016 гг. 

чувствительность возбудителей 

бактериальных болезней птиц 

снизилась: к фторхинолонам – 

на 27,0%, к аминогликозидам – 

факторы инфекционной этиоло-

гии, которые отрицательно влияют 

на производственные показатели, 

а также способствовать выделению 

и изучению возбудителей [3,5].

Особое место в диагностике 

занимают болезни птиц бактери-

альной этиологии. Их важность 

обусловлена зооантропонозным 

характером некоторых патогенных 

микроорганизмов, переносимых 

в кишечнике птиц. К таким микро-

организмам относятся бактерии 

родов Salmonella, Campylobacter, 

Clostridium, Shigella и др. [6].

Типирование микроорганизмов 

подразделяется на фено- и геноти-

пирование. Бактериальные фено-

типы характеризуют морфологиче-

ские, тинкториальные, культураль-

ные, биохимические и антигенные 

свой ства, а также чувствительность 

к лекарственным препаратам, бак-

териофагам и бактериоцинам, ток-

сичность и патогенность. При этом 

фенотипические признаки не об-

ладают достаточной вариабельно-

стью для дифференциации близ-

кородственных линий [7]. По этой 

причине традиционные методы ла-

бораторной диагностики, основан-

ные на биохимических и культу-

ральных свой ствах микроорганиз-

мов, постепенно отходят на второй 

план, уступая место молекулярно- 

генетическим методам. Связывают 

это с тем, что лишь 1-5% микробов 

кишечника могут расти на питатель-

ных средах, а для быстрой и ка-

чественной диагностики крайне 

важна высокая чувствительность 

и специфичность выбранных ме-

тодов [5,8]. Более того, Лаптев Г.Ю. 

и др. (2020) сообщают: «Предвари-

тельное культивирование микроор-

ганизмов с помощью классических 

методов микробиологии позволя-

ет получить картину, весьма отда-

ленную от истинной структурной 

организации, путей метаболизма 
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ДНК путем пульс-гель электрофо-

реза (PFGE), «был и во многих слу-

чаях остается золотым стандартом 

типирования микроорганизмов, 

так как обладает высокой вос-

производимостью, дискримини-

рующей способностью, результаты 

типирования хорошо согласуются 

с эпидемиологическими данны-

ми, картины ДНК-паттернов лег-

ко интерпретируются». Авторы 

подчеркивают, что постоянность 

метода позволила осуществить па-

спортизацию большинства видов 

бактерий [10]. Sabat et al. (2013) 

в своем обзоре описывают PFGE 

как относительно недорогой ме-

тод с отличной типизируемостью 

и внутрилабораторной воспро-

изводимостью, отдельно подчер-

кивая, что метод рассматривает 

бóльшую часть исследуемого ге-

нома (>90%) [24]. Li et al. (2013) 

провели исследование по типи-

рованию изолятов Brucella suis 

методами MLVA и PFGE. Авторы 

отмечают, что метод PFGE стал по-

лезным инструментом для оцен-

ки клонального происхождения 

и генетического родства получен-

ных изолятов, однако MLVA ока-

зался более дискриминационным 

и подходящим для одновремен-

ной идентификации B. suis, отсле-

живания источников инфекции 

и расследования вспышек [25]. 

К недостаткам PFGE относят техни-

ческую сложность, длительность 

(4-7 дней), трудоемкость и чув-

ствительность к наличию мутаций: 

методу может не хватать разре-

шающей способности для разли-

чения полос почти одинакового 

размера (т.е. фрагментов, отлича-

ющихся друг от друга по размеру 

менее чем на 5%) [5,24]. Кроме 

того, анализ результатов PFGE под-

вержен некоторой субъективно-

сти, а постоянный контроль ка-

чества и переносимость данных 

для исследований эпидемиологи-

ческого надзора на более крупном 

региональном или национальном 

уровне, а распределение по под-

классам согласуется с глобальной 

номенклатурой [18].

Методы со слабо эволюциони-

рующими маркерами используют-

ся для популяционных исследова-

ний, производства лечебных, про-

филактических и диагностических 

препаратов. К этой группе относят-

ся методы с использованием ре-

стрикции и электрофореза (PFGE, 

RFLP, AFLP), ДНК-микроэрреи (ми-

крочипы), и метод MLST [10,13]. 

По мнению Noone et al. (2021), 

типирование по мультлокусным 

сиквенсам (MLST) является полез-

ным инструментом генотипическо-

го скрининга, поскольку позволяет 

выявлять и сдерживать локальные 

и эпидемиологические вспышки 

без выделения чистой культуры 

возбудителя. Авторы также отме-

чают, что протокол метода нужда-

ется в усовершенствовании вви-

ду недостаточной разрешающей 

силы [19]. Исследования, про-

веденные Zhang et al. в 2021 г. 

в Китае с использованием ме-

тода MLST, помогли типировать 

54 изолята Mycoplasma synoviae 

и объединить их в одну филоге-

нетическую линию [20]. Также Sen 

et al. (2021) в своих исследова-

ниях применили метод MLST для 

оценки чувствительности изолятов 

Campylobacter jejuni к противо-

микробным препаратам у семей-

ства врановых (Corvidae) [21]. Все 

результаты исследований, про-

веденных с помощью MLST, до-

ступны в открытой базе данных – 

PubMLST, позволяющей сопостав-

лять данные исследований разных 

авторов [22,23].

Отечественные авторы от-

мечают, что метод, основанный 

на фракционировании молекул 

методы генотипирования с быстро 

эволюционирующими маркерами 

и высокой разрешающей способ-

ностью, большая часть из которых 

основана на амплификации вариа-

бельных локусов (RAPD-PCR, HRM, 

DGE, MLVA), а также метод MST, ос-

нованный на секвенировании [13].

Мультилокусный анализ вари-

абельного числа копий тандемных 

повторов (MLVA), чаще всего, при-

меняется для идентификации воз-

будителей особо опасных инфек-

ций, показывая высокую разреша-

ющую способность. При этом метод 

отображает взаимосвязь образуе-

мых групп с географическим поло-

жением [14], что четко прослежи-

вается в работе Kevin et al. (2020) 

по филогеографии Francisella 

tularensis ssp. holarctica на терри-

тории Франции [15]. Отдельно вы-

деляют метод определения количе-

ства однонуклеотидных полимор-

физмов (SNP), который обеспечи-

вает гораздо более высокое разре-

шение генотипов, чем MLVA, и при 

сопоставлении с соответствующими 

эпидемиологическими метаданны-

ми, позволяет дифференцировать 

вспышки путем определения раз-

личных штаммов [14]. Исследова-

ния Zincke et al. (2020) и Mukhina 

et al. (2022) демонстрируют, что ме-

тод SNP удобен в применении, по-

скольку осуществляется без необ-

ходимости трудоемкого секвениро-

вания всего генома или маркеров 

с переменным числом тандемных 

повторов. Авторы уточняют, что этот 

вид типирования был бы особен-

но полезен в областях, имеющих 

доступ к системе ПЦР в реальном 

времени, но где возможности сек-

венирования недоступны [16,17]. 

Linde et al. (2020) рекомендуют ис-

пользовать полногеномное типиро-

вание SNP при расследовании ло-

кальных вспышек, поскольку оно 

имеет очень высокое разрешение 
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адаптировать метод для генотипи-

рования Esherichia coli и осуще-

ствить паспортизацию штаммов 

XbaI и PstI [14]. Среди преиму-

ществ метода авторы выделяют 

быстроту исполнения (1 сут.), вы-

сокую точность и отсутствие ПЦР-

этапа [5,11].

Результаты исследований, при-

веденных в обзоре, свидетельству-

ют о том, что все рассмотренные 

методы генотипирования имеют 

свои преимущества и недостатки. 

Выбор оптимального метода за-

вит от поставленной эпизоотоло-

гической задачи, оснащенности 

лаборатории, источника бакте-

риального изолята и ряда других 

критериев.

На сегодняшний день самым 

точным методом генотипирова-

ния принято считать метод двой-

ного расщепления и избиратель-

ного мечения (ДРИМ), впервые 

примененный для типирования 

изолятов Salmonella enterica 

у людей и Staphylococcus aureus 

у домашней птицы и свиней [5]. 

Данный метод предполагает одно-

временное использование двух 

эндонуклеаз рестрикции, мече-

ного дезоксицитозинтрифосфата 

(Bio-dCTP) и Taq-полимеразы [11]. 

В ходе исследований отмечена вы-

сокая разрешающая способность 

ДРИМ-генотипирования в сравне-

нии с фаготипированием. Иссле-

дования 2015 г. также позволили 

ограничены по сравнению с ме-

тодами, основанными на секве-

нировании [24].

Многие эпизоотологические 

и эпидемиологические исследо-

вания осуществляются с одно-

временным использованием не-

скольких методов типирования. 

Так, в 2012 г. Ерошенко Г.А. и др. 

был разработан алгоритм молеку-

лярной идентификации штаммов 

Yersinia pestis, включающий в себя 

3 метода: ПЦР, MLST и MLVA. При 

этом авторы дифференцировали 

возбудителя по подвидам и биова-

рам, а также определили локали-

зацию природных очагов и геогра-

фическое родство 192 природных 

штаммов [26].
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Abstract. The rapid development of large-scale poultry production gave rise to a range of threads including the 

introduction and spread of pathogens. Biosafety of poultry enterprises largely depends on the timely and accurate 

diagnosis of infectious diseases. The traditional bacteriological diagnostic methods are presently receding into the 

background giving way to modern molecular genetic methods. Genotyping can solve many diagnostic tasks with 

high accuracy in a short time. Methods with high discrimination and rapidly evolving markers (RAPD-PCR, HTM, DGE, 

MLVA, MLST) are suitable for monitoring local outbreaks of epidemics and epizootics. Methods with low discrimina-

tion and poorly evolving markers (PFGE, RFLP, AFLP, DNA microarrays, MLST) can be used for population studies, 

genomic mapping, production of therapeutic, preventive, and diagnostic preparations. Thus, the choice of the geno-

typing method directly depends on the specific task.
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