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Введение. Сальмонеллез – бо-

лезнь больших городов: с ростом 

урбанизации растет и заболева-

емость населения. Есть мнение, 

что именно продукция яичного 

птицеводства является причиной 

этой проблемы. Большие объемы 

производства продуктов питания, 

плюс длительные сроки хране-

ния – и сальмонелла накаплива-

ется, например, в майонезе. В РФ 

недопустимо наличие в продукции 

сальмонелл всех 2500 известных 

серотипов; однако никому в голо-

ву не придет создавать 2500 тест-

систем для каждого серотипа [1]. 

Нигде в мире, кроме РФ, это не нуж-

но. Не так давно похожая проблема 

решалась достаточно просто: любая 

микробиологическая лаборатория 

могла изготовить антиген из любой 

выделенной культуры микроорга-

низмов и провести реакцию агглю-

тинации с сыворотками крови пере-

болевших или привитых животных. 

Смещение акцента на ИФА-диагно-

стику инфекционных заболеваний 

имеет свои негативные стороны, за-

ключающиеся в сужении спектра 

контролируемых инфекций.

Реакция агглютинации основа-

на на реакции «склеивания» спец-

ифичных антигенов, выпадающих 

в осадок [2]. Такая реакция прово-

дится в пробирках и требует много 

антигена, сыворотки, крови и вре-

мени. К тому же, не всегда понят-

но, прошла ли реакция.

Нами была предложена система 

на основе реакции агглютинации 

с флуоресцентно- меченым антиге-

ном (ИРА). Реакция проходит в лун-

ках 96-луночного микропланшета 

с V-образным дном. Если реакция 

положительная, склеивающиеся 

антигены формируют образование 

типа «зонтик». Если реакция отри-

цательная и антигены не склеились, 

то они скатываются на дно, форми-

руя образование типа «пуговка». 
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аналогичной антигенной структу-

рой (рис. 3).

Отсутствие на рынке ИФА си-

стем, позволяющих детектировать 

антитела к экзотическим сероти-

пам сальмонелл, делают перспек-

тивными разработку и примене-

ние подобных методов серологи-

ческой диагностики. На примере 

данной работы была показана воз-

можность изготовления антигена 

из недавно выделенного полево-

го штамма сальмонеллы и, в ком-

плексе с уже разработанными те-

стами на сальмонеллы, проведе-

ние сравнительной оценки уровня 

серопревалентности птицы в отно-

шении сальмонелл разных сероти-

пов. Важнейшим вопросом в ве-

теринарной микробиологии был 

и остается вопрос о выявлении 

эпизоотически значимых штаммов 

микроорганизмов, ассоциируемых 

с проблемами, наблюдаемыми 

в хозяйствах [5]. В качестве одного 

из критериев эпизоотической зна-

чимости следует рассматривать се-

ропревалентность (удельную долю 

птицы с наличием антител к возбу-

дителю). Ограничение применения 

антибиотиков, особенно кормо-

вых, резко сужает возможности 

ветеринарной службы по бороь-

бе с сальмонеллоносительством 

неспецифическими методами [6]. 

генами перечисленных выше серо-

типов для выявления перекрестных 

реакций с полевым штаммом.

Результаты исследований 

и их обсуждение. Преимущество 

ИРА перед традиционной проби-

рочной РА состоит в возможности 

приборного учета и более точной 

дифференциации серологических 

реакций типа «пуговка» и «зонтик». 

V-образные лунки обеспечивают 

формирование «зонтика» только 

при большом количестве высоко-

афинных антител, что, в целом, 

снижает чувствительность реакции, 

но повышает ее специфичность. Ре-

акцию ставили с использованием 

стандартного дозирующего обору-

дования для ИФА-лабораторий, что 

также повышало производитель-

ность труда, в сравнении с клас-

сическим, пробирочным методом 

РА с бактериальными антигенами 

(рис. 1). Видно, что реакция про-

шла с большей частью серотипов 

в низких титрах (1:4…1:16), и мы 

можем считать эти значения фоно-

выми. В исследованных образцах 

выявлена одна проба к S. infantis 

в титре >1:512 (рис. 2).

Отсутствие перекрестного им-

мунитета к сальмонеллам серо-

типов Вирхов, Ридинг, Тифиму-

риум, Энтеритидис позволяет ис-

ключить эти серотипы в качестве 

эпизоотически- значимых для об-

следуемой птицефабрики [3].

Наличие одной пробы, содер-

жащей антитела к сальмонеллам 

серотипа infantis, позволяет ис-

ключить этот серотип в качестве 

основного инфекционного агента, 

но заставляет проводить монито-

ринг и далее в отношении сальмо-

нелл данного серотипа, контроли-

руя их распространенность в стадах 

и возможных источниках их заноса 

(корма, племенная птица и т.д.).

Выявлено 76% серопозитивной 

птицы с антигеном серотипа Гам-

бург, что дает основание считать, 

что и полевой штамм обладает 

состоит в том, что в ультрафиолето-

вых лучах пуговка светится в виде 

точки. Таким образом, мы можем 

узнать, к какому заболеванию спец-

ифичны антитела, взятые у пере-

болевших животных, и поставить 

диагноз [3].

Цель исследования – проде-

монстрировать использование ИРА 

на примере анализа эпизоотиче-

ской ситуации по сальмонеллезу 

на одной из птицефабрик России 

и показать пример интерпретации 

результатов серологических иссле-

дований для контроля бактериаль-

ных инфекций у цыплят- бройлеров.

Материал и методика ис-

следований. Антиген получали 

из взвеси бактериальных клеток, 

предварительно убитых кипячени-

ем. Использовали инактивирован-

ные культуры сальмонелл сероти-

пов hamburg, enteritidis, reading, 

typhimurium, virchow, infantis, 

а также культуру сальмонеллы, 

которая была выделена из пище-

вой продукции. Для получения 

флуоресцентно- меченых антигенов 

к взвеси инактивированных бакте-

риальных клеток добавляли 0,1% 

раствор флуоресцентного красите-

ля акридиновый оранжевый.

Для определения оптимальной 

концентрации антигена разводили 

антигены с шагом 1:2 и вносили 

в лунки 96 луночного микроплан-

шета с V–образным дном, через 

16 ч инкубации оценивали свети-

мость антигенов с помощью транс-

иллюминатора GelDok BioRad. За-

тем проводили реакцию агглюти-

нации с сыворотками крови, ко-

торые раститровали с шагом 1:2.

Для оценки процента серопо-

зитивной птицы исследовали 24 

пробы сыворотки крови от цыплят- 

бройлеров в возрасте 40 дней 

в ИРА с антигеном сальмонеллы, 

выделенной ранее на этой же пти-

цефабрике. Часть положительных 

образцов были протестированы в РА 

с флуоресцентно- мечеными анти-

Рис. 1. Пример РА с флюоресцентно 

меченным антигеном из культуры 245 

Salmonella infantis. Положительной 

считается реакция типа «зонтик», 

отрицательной – «пуговка»; образцы 3 

и к- не содержат антител к антигену, 

образцы 1, 2, 4 содержат антитела 

в титрах от 1:16 до > 1:1024.
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3. Использование ИРА, в т.ч. 

на основе антигенов из культур 

бактерий, выделенных из продук-

ции птицеводства и патологического 

материала, позволяет осуществлять 

серологическую диагностику бакте-

риальных инфекций птиц в отноше-

нии всего разнообразия бактерий, 

которые могут встречаться на птице-

фабрике, в отличие от ИФА-систем.

Работа выполнена при под-

держке гранта РНФ и НСО 

№ 22-26-20118 «Изучение воз-

можных механизмов форми-

рования протективного им-

мунного ответа в отношении 

некоторых инфекционных 

агентов свиней и кур при пе-

роральном введении штамма- 

продуцента антигенов на ос-

нове микроорганизмов рода 

Bacillus».

из неблагополучных по сальмонел-

лезу птицефабрик позволили уста-

новить циркуляцию сальмонелл 

двух серотипов, infantis и hamburg.

2. Использование ИРА пока-

зало бóльшую эпизоотическую 

значимость сальмонелл серотипа 

hamburg, в сравнении с сальмо-

неллами серотипа infantis, ввиду 

более высокой серопревалентно-

сти цыплят- бройлеров в возрасте 

40 дней (до 76%).

Выбор методов специфической 

профилактики (аутогенные вак-

цины и бактериофаги) [7] требу-

ет точного выявления наиболее 

актуальных в эпизоотическом 

и эпидемическом плане штаммов, 

ликвидация которых позволит ра-

дикально снизить контаминацию 

санитарно- значимыми микроор-

ганизмами пищевой продукции.

Выводы. 1. Серологические 

исследования птицы на одной 

Рис. 2. Средний титр в РА с антигенами 

сальмонелл разных серотипов, log
2

Рис. 3. Процент серопозитивной 

птицы в РА к антигенам сальмонелл 

разных серотипов
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Investigation of Epizootic Significance of Salmonella enterica serovar. 

Hamburg on Poultry Farms Using Serological Assay

Yulia S. Khomenko1, Olga S. Kozlova2, Artem V. Afonyushkin2, Vasily N. Afonyushkin1,2,3

1Siberian Federal Scientific Centre of AgroBioTechnologies of RAS, Krasnoobsk; 2Novosibirsk State Agrarian 

University; 3Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine of Siberian Branch of RAS, Novosibirsk

Abstract. In Russian Federation the presence of all serotypes of Salmonella in food-grade products is unaccept-

able. However, the existing ELISA tests are applicable for seromonitoring for the presence of antibodies only 

to several Salmonella serotypes. Therefore, we proposed a system based on the agglutination reaction with a 

fluorescently labeled antigen (IFAT). The purpose of the study was to demonstrate the use of IFAT on the example 

of an analysis of the epizootic situation at a single Russia poultry farm and to show an example of the interpre-

tation of the results of serological studies to control bacterial infections in broilers. The peculiarity of the new 

modification of the analysis is that in ultraviolet rays the negative reaction ("button") glows in the form of a dot. 

We studied the serum from a broiler flock affected by salmonellosis and detected antibodies to Salmonellas of two 

serotypes, infantis and hamburg. The analysis of seroprevalence of chicks to these two Salmonella serotypes made 

it possible to assign the greater epizootic significance to hamburg serotype. The use of IFAT including tests based 

on antigens from bacterial cultures isolated from poultry products and pathological material allows for serological 

diagnosis of bacterial infections in poultry in relation to the entire variety of bacteria that can be found in a poultry 

farm, unlike ELISA systems.

Keywords: Salmonellas, antigen, immunofluorescent agglutination test (IFAT), broilers.
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