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UKRAINIAN SCIENTIFIC SCHOOL OF VETERINARY LEUKOSOLOGY: 
ESTABLISHMENT, DEVELOPMENT, FUTURE 

Busol V. O. 
National Scientific Center"Institute of Experimental and Clinical Veterinary MedicineKharkiv, Ukraine 

The data obtained from large-scale studies allowed starting work in 1990 on the construction of a vaccine 
against leukemia In the article, through the prism of time, the successes of Ukrainian scientists in the study of 
bovine leukemia are described in stages — from the search for causality, patterns of occurrence, epizootic 
features to the knowledge of the patterns of epizootic and infectious processes, the development of specific 
methods for intravital diagnosis of infection, as well as scientifically based system of preventive and health-
improvement antileukemia measures in cattle. 

The presence of scientific leaders, the peculiarity of the organization and the high results of research in the 
complex solution of the problem of bovine leukemia, the creative spirit in the scientific communication of 
researchers from research institutions and agrarian universities of Ukraine, as well as the training of scientific 
personnel on the problems of bovine leukemia allows with high objectivity to name the team of domestic 
researchers Ukrainian Scientific School of Veterinary Leukosology. 

Keywords: leukemia, scientific school, history of development, epizootic and infectious process, 
diagnostics, vaccine, control measures. 
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ПОРІВНЯННЯ ФЕНОТИПІЧНИХ ТА ГЕНОТИПІЧНИХ ПРОФІЛІВ 
АНТИБІОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТІ ІЗОЛЯТІВ САЛЬМОНЕЛ, 

СТІЙКИХ ДО БЕТА-ЛАКТАМНИХ АНТИБІОТИКІВ 

Ареф'єв В. 77., Герілович А. /7., Стегній Б. Т., Солодянкін О. С., 
Бесіда Н. В., Музика Д. В., Рула О. М., Майборода О. В. 

Національний науковий центр «Інститут експериментальної і клінічної 
ветеринарної медицини», м. Харків, Україна, e-mail: vasilii.arefev@gmail.com 

Чумаченко Т. О. 
Харківський національний медичний університет, м. Харків, Україна 

Мета роботи. Метою нашої роботи було порівняння фенотипічних та генотипічних 
профілів антибітиокрезистентності сальмонел, виділених із різних джерел 
птахогосподарств, які були стійкими до бета-лактамів та продукували бета-лактамази 
розширеного спектру дії. 

Матеріали та методи. Об'єктом досліджень стали ізоляти сальмонел, які було 
одержано із біологічних матеріалів від птиці, приміщень пташників та кормів для птиці, що 
надходили для дослідження до сектору з вивчення бактеріальних хвороб птиці ННЦ «ІЕКВМ». 
Ізоляти сальмонел було ідентифіковано за допомогою стандартних методик 
мікробіологічного дослідження згідно ДСТУ 4769:2007. «Бактеріологічне дослідження 
патологічного матеріалу від тварин. Методи виявлення сальмонел». Додатково проводилась 
ідентифікація генетичного матеріалу сальмонел за допомогою ПЛР. 

Встановлення фенотипічного профілю антибіотикорезистентності, що включало 
також встановлення продукції БЛРС методом «подвійних дисків», проводили згідно 
методичних рекомендацій наказу №167 МОЗ України від 2007 року. 

Гзнотипічні профілі визначали за наявністю основних генів бета-лактамаз, в тому числі 
розширеного спектру дії; визначених для бактерій роду Salmonella: ТЕМ, SHV, СТХ-М, ОХА, 
PSE, AmpC (CMY). 
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Розділ 2, Ветеринарна вірусологія та мікробіологія 

Результати досліджень. Проведено дослідження 9 ізолятів Salmonella spp., виділених у 
птахівничих господарствах із різних джерел. Встановлено чутливість до бета-лактамних 
антибіотиків та наявність БЛРС у 5 ізолятів. Створено фенотипічний та генотипічний 
профілі анибіотикорезистнтності до бета-лактамів для даних ізолятів. При порівнянні 
фенотипічного та генотипічного профілів досліджених ізолятів встановлена їх відповідність. 

Висновки. В результаті проведених досліджень показано більшу інформативність 
генотипічних профілів резистентності порівняно з фенотипічними та пропонується 
подальша адаптація методик генотипування для введення у рутинну практику лабораторних 
досліджень при вивченні стійкості бактерій до протимікробних препаратів. 

Ключові слова: сальмонели, бета-лактами, бета-лактамази розширеного спектру дії] 
профілі антибіотикорезистентності. 

Резистентність збудників бактеріальних захворювань тварин та людини набуває останнім 
часом все більшого масштабу у зв'язку з безконтрольним використанням антибіотичних 
препаратів у гуманній, ветеринарній медицині, виробництві продуктів харчування. 

Бета-лактамні антибіотики є найбільш численною групою протимікробних засобів, що 
широко використовується. За хімічною будовою бета-лактами поділяють на декілька груп, 
загальним компонентом у яких є наявність бета-лактамного кільця. 

Основним шляхом виникнення резистентності в ентеробактерій до бета-лактамних 
антибіотиків є поява в їх генах спонтанних мутацій, що призводить до зміни спектру активності 
бактеріальних ферментів. Ферменти бактерій, які здатні руйнувати бета-лактамні антибіотики, 
відомі під назвою бета-лактамази. На сьогодні одну з основних проблем створюють бактерій 
родини Enterobacteriacea, які мають резистентність до цефалоспоринів III покоління за рахунок 
продукції так званих бета-лактамаз розширеного спектру дії (БЛРС). У представників роду 
Salmonella основними БЛРС є ферменти різних функціональних класів, гени яких мають 
плазмідну локалізацію: ТЕМ, SHV, СТХ-М, ОХА та PSE. Також останнім часом у сальмонел 
спостерігається наявність бета-лактамаз AmpC (CMY). Ці ферменти є прямими 
цефотаксимазами, та є особливо небезпечними внаслідок резистентності до інгібіторів 
бета-лактамаз (клавулановой кислоти, тазобактаму, сульбактаму). Гени, які відповідають за 
синтез AmpC, мають переважно хромосомну локалізацію, але останнім часом є дані про їх 
виявлення у плазмідах, що створює їм умови для транспозиції [1]. 

Мета роботи. Метою нашої роботи було порівняння фенотипічних та генотипічних профілів 
антибітиокрезистентності сальмонел, виділених із різних джерел птахогосподарств, які були 
стійкими до бета-лактамів та продукували бета-лактамази розширеного спектру дії. 

Матеріали та методи. Об'єктом досліджень були ізоляти сальмонел, які отримали із 
біологічних матеріалів від птиці, приміщень пташників і кормів, що надходили для дослідження 
до сектору з вивчення бактеріальних хвороб птиці ННЦ «ІЕКВМ». Ізоляти сальмонел було 
ідентифіковано за допомогою стандартних методик мікробіологічного дослідження згідно 
ДСТУ 4769:2007 [2]. Для досліджень було вибрано 9 ізолятів (табл. 1). 

Таблиця 1 — Перелік ізолятів сальмонел та джерело їх походження 
№ Маркування ізоляту Джерело походження 
1 Salmonella spp. № 1 Добові курчата жовтковий мішок 
2 Salmonella spp. № 2 Добові курчата паренхіматозні органи (серце, печінка) 
3 Salmonella spp. № 3 Змиви з інкубаційного яйця (кури) 
4 Salmonella spp. № 4 Змиви з інкубаційного яйця (кури) 
5 Salmonella spp. № 5 Змиви з інкубаційної шафи (кури) 
6 Salmonella spp. № 6 Комбікорм для дорослої птиці 
7 Salmonella spp. № 7 Добові курчата сліпі відростки кишечнику 
8 Salmonella spp. № 8 Добові курчата жовтковий мішок 
9 Salmonella spp. № 9 Індичата добові жовтковий мішок 

Встановлення фенотипічного профілю антибіотикорезистентності, що включало також 
визначення продукції БЛРС методом «подвійних дисків», проводили згідно методичних 
рекомендацій наказу № 167 МОЗ України від 2007 року [3]. Для постановки тестів 
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використовували агар Мюлера-Хінтона у чашках Петрі та диски з антибіотиками виробництва 
індійської компанії Hi-Media із вмістом діючої речовини за стандартами CLSI: СТХ — цефотаксім; 
CTR (10) — цефтріаксон, СРМ (ЗО) — цефепім, CFZ (ЗО)- цефазолін, СВ (100) — карбеніцилін, 
AMP (10) — ампіцилін, АМХ (10) — амоксіцилін, АОК (10) — ампіокс, АМС (10) — амоксіклав. Для 
проведення тесту із відповідної агарової культури готували у фізіологічному розчині інокулюм, 
який стандартизували за індексом каламутності Мак-Фарланда 0,5 од. з використанням 
денситометра DEN-1 виробництва фірми BioSan. 

Додатково всі ізоляти піддавалися перевірці на наявність генетичного матеріалу 
Salmonella spp. за допомогою полімеразної ланцюгової реакції із використанням праймерів 
Salm_3/4, які фланкують ділянку гену invA довжиною 385 п. н. за раніше розробленою нами 
методикою [15]. Ізоляцію сумарної нуклеїнової кислоти проводили за допомогою комерційного 
набору виробництва фірми MACHERY-NAGEL Н̂імеччина). Наявність відповідних генетичних 
детермінант резистентності проводили за доломогою полімеразної ланцюгової реакції з 
використанням комерційного набору Maxima Hot Star Green PCR Master Mix виробництва компанії 
Thermo Fisher Scientific (США) із наступними праймерними системами, поданими у табл. 2. 

Таблиця 2 — Перелік праймерних систем, використаних при дослідженні 

№ Праймер Послідовність 5'-3' Розмір ПЛР 
продукту, п. н. 

Таргетний 
ген Посилання 

1 SALM3 GCTGCGCGCGAACGGCGAAG 385 /'/71'А [4] 1 SALM4 TCCCGCCAGAGTTCCCATT 385 /'/71'А [4] 

2 ТЕМ F GCACGAGTGGGTTACATCGA 301 Ыа ТЕМ [5] 2 ТЕМ R GTCCTCCGATCGTTGTCAG 301 Ыа ТЕМ [5] 

3 SHV F TTCGCCTGTGTATTATCTCCCTG 850 bla SHV [5] 3 SHV R TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 850 bla SHV [5] 

4 СТХ М F GAGTTTCCCCATTCCGTTTC 915 Ыа СТХ_М [5] 4 СТХ М R AGAATAAGGAATCCCATGGTT 915 Ыа СТХ_М [5] 

5 CMY F ATGATGAAAAAATCGTTATGC 1142 bla CMY [6] 5 CMY R TTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC 1142 bla CMY [6] 

6 ОХА F ACCAGATTCAACTTTCAA 589 Ыа ОХА [7] 6 ОХА R TCTTG G CTTTTATG CTTG 589 Ыа ОХА [7] 

7 Pse-F GGCAATCACACTCGATGATGCGT 389 bla PSE [8] 7 Pse-R GGCTCAATACGGTCTAGACGAGT 389 bla PSE [8] 

Результати досліджень. На першому етапі досліджень було проведено ідентифікацію 
ізолятів. При мікроскопії мазків, забарвлених за Грамом, у всіх ізолятах спостерігали однорідні 
грам-негативні паличкоподібні бактерії. 

На середовищі Олькеницького ізоляти показали утворення сірководню, ферментація 
глюкози, відсутність ферментації лактози та у всіх наданих для дослідження зразках 
підтвердилась наявність генетичного матеріалу Salmonella spp., про що свідчить утворення 
ПЛР-продукту довжиною 385 п. н. 

За результатами постановки тесту на чутливість до антибіотиків диско-дифузійним методом 
резистентність була виявлена у п'яти ізолятів №№ 2, 3, 5, 6, 7 відповідно. При первинному 
виявленні продукції бета-лактамаз розширеного спектру дії за допомогою методу «подвійних 
дисків» було з'ясовано, що ізоляти №№ 2, 3, 7 виявляли повну стійкість до клавуланової кислоти 
з відсутністю зони затримки росту навколо диску з амоксіклавом. У ізолятів №№ 5 та 6 відповідно 
під дією клавуланової кислоти виявлено пригнічення бета-лактамазної активності, про що 
говорить збільшення зони затримки росту вбік диску з амоксіклавом (рис. 1). 

На наступному етапі досліджень було відібрано зразки із агарової культури для постановки 
ПЛР з відповідними праймерними системами що до встановлення генотипічного профілю 
антибіотикорезистентності. 

Результати представлені на рис. 2 та свідчать про наявність у всіх ізолятів гена 
бета-лактамаз групи ТЕМ, в одного ізоляту виявилися гени бета-лактамаз групи SHV, у трьох — 
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групи CMY (АтрС), по чотири ізоляти мали гени, що обумовлюють синтез бета-лактамаз груп ОХА 
та PSE. Гени ферментів СТХ-М не було виявлено в жодному ізоляті (рис. 2). 

Рис. 1. Тест з подвійними дисками на БЛРС. Зліва — ізолят № 5: показано збільшення зони 
затримки росту в бік диска з амоксиклавом (у центрі). Ізолят № 7 — відсутність зони затримки 
росту навколо дику з амоксиклавом (у центрі). 

Рис. 2. Електрофореграма результатів ПЛР з визначення гентипічного профілю. 

За результатами проведених випробувань із визначення фенотипічних та генотипічних 
маркерів антибіотикорезистентнсті були побудовані відповідні профілі, які представлено в табл. 3. 

Наявність генів пеніциліназ ТЕМ та SHV пояснює стійкість до класичних пеніцилінових 
антибіотиків. Знайдені гени бета-лактамаз групи PSE пояснюють стійкість до карбеніциліна, що 
співпадає з даними фенотипічного профілю. 
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Таблиця 3 — Порівняння генотипічних та фенотипічних профілів резистентності 
№ Ізолят Фенотипічний профіль Генотипічний профіль 
1 Salmonella spp. № 2 AMX-AMP-CB-CTR-CPM-CTX-CFZ-AMC TEM-CMY-PSE 
2 Salmonella spp. № 3 AMX-AMP-CB-AOK-CPM-CFZ-AMC TEM-SHV-CMY-OXA-PSE 
3 Salmonella spp. № 5 AOK-CTR-CPM-CFZ-CAZ TEM-OXA 
4 Salmonella spp. № 6 AMX-AMP-CB-CTR-CPM-CTX-CFZ TEM-OXA-PSE 
5 Salmonella spp. № 7 AMX-AMP-CB-CPM-CTX-CFZ-AMC* TEM-CMY-OXA-PSE 

Примітки. СТХ — цефотаксім; CTR — цефтріаксон, СРМ — цефепім, CFZ — цефазолін, СВ — 
карбеніцилін, AMP — ампіцилін, АМХ — амоксіцилін, АОК — ампіокс, АМС — амоксіклав. 

В ізолятах №№ 2, 3, 7 при обліку тесту з «подвійними дисками» ми спостерігали стійкість до 
амоксиклаву, яка показана відсутністю зони затримки росту навколо відповідного диску та 
підтверджує відсутність пригнічення бета-лактамазної активності клавулановою кислотою. Це 
обумовлено гіперпродукцією цефалоспориназ групи CMY (АтрС) у даних ізолятів, що 
підтверджується наявністю відповідного гена у генотипічному профілі. 

Ізоляти № 5 та № 6, які не мали генів CMY, показали при постановці тесту з «подвійними 
дисками» чутливість до клавуланової кислоти (рис. 1). 

На додаток бета-лактамази молекулярного класу D групи ОХА було виявлено у більшості 
ізолятів, що пояснює їх стійкість за фенотипічним профілем до цефалоспоринових антибіотиків. 
Вважається, що більшість ферментів даної групи мають фенотип стійкості БЛРС (бета-лакамази 
розширеного спектру дії), але вони руйнуються інгібіторами бета-лактамаз. Генотипічні профілі 
ізолятів № 3 та № 7 показали одночасну присутність ОХА та CMY генів, що обумовлює абсолютну 
стійкість до цефалоспоринів. 

Висновки. За результатами постановки експерименту з паралельним вивченням 
генотипічного та фенотипічного профілів, діагностична цінність методу виявлення маркерів 
антибіотикрезистентності у сальмонел співпадає з даними фенотипів та є більш інформативною, 
тому що пояснює принцип набуття резистентності до того чи іншого бета-лактамного препарату 
та є менш трудовитратою, ніж постановка класичних тестів, має перспективу впровадження у 
рутинну лабораторну діагностику. 
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The aim of the work. The purpose of our work was to compare the phenotypic and genotypic profiles of 
antibiotic resistance salmonella isolated from different sources of poultry farms that were resistant to beta-lactam 
and produced beta -lactamase of the extended spectrum of action. 

Materials and methods. The object of research was the isolates of salmonella, which was obtained from 
biological materials from birds, poultry premises and feed submitted for research into the sector of bacterial 
diseases of poultry of the NSC "IECVM". Salmonella-isolates were identified using standard methods of 
microbiological study according to the DSTU 4769:2007 "Bacteriological study of pathological material from 
animals. Methods for detecting salmonella". Additionally, the identification of the salmonella genetic material was 
carried out using PCR. 

The estimation of the phenotypic profile of antibiotic resistance, which included the establishment of ESBL 
products by the method of "double discs", was carried out in accordance with the methodological 
recommendations of the Order № 167 of the Ministry of Health of Ukraine (2007). 

Genotypic profiles were determined by the presence of the main beta-lactamase genes, including the 
extended spectrum of activity determined for bacteria of the genus Salmonella: ТЕМ, SHV, CTX-M, OXA, PSE, 
AmpC (CMY). 

Results. The study was conducted using 9 isolates of Salmonella spp., isolated from poultry farms from 
different sources. The susceptibility to beta-lactam antibiotics and the presence of ESBL in 5 isolates have been 
established. The phenotypic and genotypic profiles of antibiotic resistance to beta-lactams for these isolates were 
created. During comparing of phenotypic and genotypic profiles of the isolates, their conformity is established. 

Conclusions. This study showed that genotypic profiles of resistance are more informative in compare to 
phenotypic profiles. Further adaptation ofgenotyping techniques for introducing into routine practice of laboratory 
studies in the estimation of resistance of bacteria to antimicrobial drugs is proposed. 

Keywords: Salmonella, beta-lactams, beta-lactams, extended spectrum beta-lactamases, profile anti drag 
resistance. 
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БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ЕПІЗООТИЧНОГО ІЗОЛЯТУ «ЮЖНА-ХОЛДИНГ» 
ВІРУСУ ІНФЕКЦІЙНІЙНОЇ БУРСАЛЬНОЇ ХВОРОБИ 

Гаврюииенко О. О., Стегній Б. Т., Музика Д. В. 
Національний науковий центр «Інститут експериментальної і клінічної 

ветеринарної медицини», м. Харків, Україна, e-mail: admin@vet.kharkov.ua 

У статті наведені результати щодо вивчення біологічних особливостей епізоотичного 
ізоляту «Южна-Холдинг» вірусу інфекційної бурсальної хвороби. Ідентифікація виділеного 
епізоотичного ізоляту підтверджена в реакції нейтралізації. Виділений епізоотичний ізолят 
проявив високу адаптаційну здатність до культивування в первинно-трипсинізованій культурі 
ФЕП, яка забезпечила максимальний титр його інфекційної активності на рівні 8,65 Ід 
ТЦДбо/см3 у п'ятому пасажі. Вірус здатен утворювати бляшки в культурі клітин. За 
результатами біопроби на курчатах була підтверджена патогенність ізоляту «Южна-
Холдинг» з проявою характерних клінічних ознак та типовими патологоанатомічними 
змінами. 

Ключові слова: вірус ІБХ, епізоотичний вірусний ізолят, інфекційна активність, 
культивування, культура клітин. 

Прагнення виробників до досягнення більшого прибутку та вищої ефективності у галузі 
птахівництва підвищує ризики виникнення інфекційних хвороб птахів. Одним з таких є мінливе, 
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