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Практические аспекты использования современных методовтипирования сальмонеллы на производстве и в научныхцелях

1



Вся информация, содержащаяся в настоящем документе, является интеллектуальной собственностью Группы «Черкизово». Любое дублирование данного документа частично или полностью, без согласования с разработчиком — запрещено.

2

Возбудитель
Сальмонеллы – грамотрицательныегаммапротеобактерии, принадлежащие к семействуEnterobacteriaceae. Род Salmonella делится на 2 вида:S. enterica и S. bongori, которые включают в себя >2600 известных серотипов.
Сальмонеллез был зарегистрирован во всехстранах, но нетифозная инфекция, по-видимому,наиболее распространена в районах интенсивногоживотноводства, особенно домашней птицы исвиней [1].
Многие животные, особенно домашняя птица исвиньи, а также крупный рогатый скот и овцы, могутбыть инфицированы без проявления клиническихпризнаков. Такие животные играют центральнуюроль в распространении инфекции между стадами ивнутри них.
Степень тяжести болезни зависит от факторов,связанных с хозяином, и от серотипа.

Согласно ВОЗнетифоидныесальмонеллыявляются причиной,ежегодных потерь в4,07 миллиона летжизни с поправкой наинвалидность (DALY)[2].
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Генетическое и серотипическое разнообразие
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В настоящее время известно более 2600 сероваров, но существует также ряд стабильныхмонофазных вариантов клонов нескольких сероваров, причем список сероваров необновлялся более 10 лет.
Наиболее распространенные серовары, вызывающие инфекции у человека исельскохозяйственных животных, относятся к подвиду enterica. Серовары других подвидовчаще встречаются у хладнокровных животных и в окружающей среде, но иногда связаны сзаболеваниями человека. Некоторые серовары подвидов arizonae и подвидов diarizonae могутвызывать заболевание у индеек и овец, а другие могут переноситься рептилиями иамфибиями [1].
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Задачи, решаемые типированием сальмонеллы

• Детекция серотипов, специфичных к организму хозяина и/или способныхвызывать инфекцию
• Прослеживание источника вспышки/распространения определенных серотипов,дифференциация вакцинных штаммов
• Определение антибиотикоустойчивости
• Исключение серотипов, способных вызывать заболевания у людей• В перспективе: адаптация законодательной практики регулированиясальмонеллы под современные условия производства с учетом достижений науки
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Серотипы, обычно ассоциированные с инфекцией [8]
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Прослеживание источника
В научной литературе показано, что типирование сальмонеллы позволяетпроследить источник ее распространения [3-5]. Данная информация позволяетболее эффективно планировать процесс эрадикации сальмонеллы за счетвыявления «проблемных точек».
Источники инфекции:
• больная и переболевшая птица;• другие животные-сальмонеллоносители;• рабочий персонал;• корма животного происхождения (мясо-костная и рыбная мука) и растительногопроисхождения.

Определение вакцинных штаммов
В Россию было завезено 10 вакцин против сальмонеллеза, включая три живыевакцины против сальмонеллеза (AviPro® Salmonella Vac E, AviPro® Salmonella Vac T,AviPro® Salmonella Duo)
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Определение антибиотикоустойчивости
Устойчивость к противомикробным препаратам – проблема общественногоздравоохранения, вызывающая озабоченность во всем мире, и Salmonella входит вчисло микроорганизмов, у которых появилось определенное количествоустойчивых серотипов, встречающихся в пищевой цепи.
Также: устойчивость к антибактериальным препаратам влияет на эффективностьметодов эрадикации.
Главный механизм устойчивости– это точечные мутации бактериальной хромосомы,вследствие чего значительно изменяется фенотип бактерии. Другойпредполагаемый механизм – снижение проницаемости бактериальной клетки кдезенфектантам и антибиотикам.
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Законодательная практика
Российская Федерация:
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Законодательная практика
Страны Персидского залива:
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Законодательная практика
Китай:
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Законодательная практика
ЕС:
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Законодательная практика
США:
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Законодательная практика
США:
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Исключение серотипов, способных вызывать заболеванияу людей
Согласно Министерству Здравоохранения РФ для диагностики сальмонеллеза улюдей из более чем 2600 сероваров, выявленных на данный момент, практическоезначение имеют 10-15 серотипов, которые обусловливают до 90% заболеваемости вмире [9]. К ним относятся:
S. EnteritidisS. TyphimuriumS. DerbyS. NewportS. HeidelbergS. PanamaS. LondonS. InfantisS. Anatum
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Методы типирования
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Микробиологические:Определение антибиотикочувствительности (метод Кирби-Бауэра), оценка эффективностибактериофагов
Основанные на определении отличий в белках:• Серологические: в соответствии со схемой Кауфмана—Уайта• Масс-спектрометрия: MALDI Biotyper
Молекулярно-биологические:- ПЦР;- ДНК-чипы;- MLST (секвенирование по Сэнгеру, полногеномное секвенирование)- Ряд других методов (PFGE, MLVA, RAPD и т.д.)
Этапы типирования подразумевают:1. Предварительное накопление (на селективных средах для серологических методов,ДНК-чипов или секвенирования, для ПЦР допустимо использовать неселективноенакопление на жидкой питательной среде)2. Собственно исследование
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Методы типирования
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Задача Метод
Детекция серотипов, специфичных корганизму хозяина и способныхвызывать инфекцию

ПЦРДНК-чипы, MLST-секвенированиеСерологическиеМасс-спектрометрия
Прослеживание источникавспышки/распространенияопределенных серотипов

ДНК-чипы, MLST-секвенированиеСерологические
Определениеантибиотикоустойчивости, подбориных противомикробных средств

Микробиологические методыПЦР, Секвенирование

Исключение серотипов, способныхвызывать заболевания у людей ПЦРДНК-чипы, MLST-секвенированиеСерологические
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Молекулярно-биологические методы
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Мишень метода: геном микроорганизма
Позволяют решать задачу определения серотипа и дифференциации вакцинных иполевых штаммов; позволяют идентифицировать источники распространения [3-5]
Внутри серотипов выделяют отдельные геномные группы: типирование с большейстепенью дифференциации [6, 7].
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ПЦР
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Типирование осуществляется на основании амплификации короткого фрагмента НК – 100-200п.н.
Особенности:1. Быстрота получения результата – до 1 рабочего дня.2. Позволяет дифференцировать вакцинные и полевые штаммы.3. Возможность одновременного определения серотипов ограничена.
Идеальный метод в тех случаях, когда необходимо исключить ограниченное числоконкретных серотипов.
В настоящее время в рутинную лабораторную практику могут быть внедренывалидированные методики:контроль SE, ST, SI, SGP, S. Hadar, S. Virchow, S. Paratyphi B, S. Choleraesuis;дифференциация вакцинных и полевых штаммов (для ряда вакцин SE/ST, используемых вптицеводстве).
Будущие перспективы внедрения:контроль других серотипов, способных вызвать инфекцию у конкретных видов животных.
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MLST
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Метод основан на секвенировании сразу нескольких генов и анализа получаемого в совокупностипрофиля.
Может проводиться методом секвенирования по Сэнгеру, либо полногеномнымсеквенированием.
Этапы:1. Накопление культуры на твердой питательной среде;2. Выделение ДНК;3. Амплификация и секвенирование по Сэнгеру нескольких участков (генов), либо получениесиквенса полного генома.4. Анализ результатов (требует биоинформатической обработки).
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MLST
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Секвенирование по Сэнгеру Полногеномное секвенирование

- Легко реализуется влабораториях- Позволяет определитьсиквенсовый тип(дополнительнаядифференциация внутрисеротипа)- Типирование на основе 7 генов- Определение всех серотипов,вошедших в базу данных профилейMLST

- Типирование на основе сиквенсавсего генома- Определение всех известныхсеротипов- Дифференциация полевых ивакцинных штаммов- Одновременное определение геновантибиотикорезистентности- Дорогой метод, пока не внедренныйв рутинную лабораторную практику;однако, есть ряд работ,демонстрирующих допустимостьприменения метода ваккредитованных лабораториях[10]; применение целесообразнопри необходимости решения сразунескольких задач [11]
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Серотипическое разнообразия (практический опыт,MLST + Чипы, 2022-2024 гг.)

21

Корм, мкм Внешняясреда Мясо Внутренниеорганы Яйцо Меконий
• Infantis• Derby• Kedougou• Muenchen• Isangi• Schwarzengrund• Montevideo• Mbandaka• Falkensee• Rissen• Senftenberg

• Kedougou• Falkensee• Infantis• Bredeney• Derby• Reading• Schwarzengrund• Hadar• Agona• Senftenberg• Muenchen• Enteritidis• Give• Typhimurium

• Infantis• Bredeney• Kedougou• Hadar• Schwarzengrund• Derby• Falkensee• Rissen• Enteritidis• Reading• Muenchen• Alachua• Bovismorbificans• Brandenburg• Kentucky• Manhattan• Uganda

• Kedougou• Falkensee• Alachua• Derby• Bredeney• Infantis• Reading• Hadar• Muenchen• Schwarzengrund• Senftenberg• Rissen• Bovismorbificans• Give• Kentucky• Meleagridis• Saintpaul• Typhimurium• Typhimuriummonophasic

• Kedougou• Infantis• Hadar• Enteritidis• Rissen

• Kedougou• Reading• Senftenberg
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Серотипическое разнообразия (практический опыт,MLST + Чипы, 2022-2024 гг.)
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