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реагування з сироватками до цих штамів — 1:640–

1:2560.

За даними ВООЗ [5], в сезоні 2010–2011 рр. 

в більшості країн Європейського регіону перева-

жали два збудника: пандемічний вірус A(H1N1), 

його штам A/California/07/2009 та вірус грипу В/

Brisbane/60/2008.

Отже, штамова структура популяції віру-

сів грипу, що викликали епідемічний підйом в 

Україні та в країнах Європи, була тотожна.

ВИСНОВКИ

Всі три епідемічні сезони грипу, що пройшли 

за період 2008–2011 рр. відрізнялися провідним 

збудником. Штамовий склад популяції вірусів 

грипу кожного з представлених сезонів був також 

різним. Домінуючим штамом епідемічного під-

йому захворюваності на грип в сезоні 2008–2009 

рр. був вірус A/Brisbane/10/2007(Н3N2) (83% від 

усіх ізолятів).

Епідемія сезону 2009–2010 рр. була викли-

кана циркуляцією нового пандемічного штаму 

вірусу грипу A/California/07/2009(H1N1).

Епідемія сезону 2010–2011 рр. була зумов-

лена циркуляцією вірусів пандемічного грипу 

A/California/07/2009(H1N1) та грипу B/Brisba-

ne/60/2008 з переважанням останнього.

Щороку домінуючий збудник епідемії в Ук-

раїні у 2008–2011 рр. співпадав з таким в країнах 

Європейського регіону, що підтверджує заносний 

характер епідемій грипу в нашій країні.
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Приведены результаты типовой и штаммовой иден-

тификации вирусов гриппа, выделенных в Украине в 

эпидемии 2008–2011 годов. Показано, что в Украине и в 

мире преимущественные возбудители эпидемий гриппа 

были тождественными.
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Results of type and strain identification of influenza vi-

ruses isolated in Ukraine during 2008–2011 epidemics are 

presented. It is shown, that influenza viruses, which caused 

influenza epidemics in Ukraine and in the world, were iden-

tical.
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Проблема ієрсиніозів в наш час набуває все 

більшого значення у зв’язку з ростом захворюва-

ності населення і реєстрацією спалахів практично 

у всіх регіонах світу. Відомо, що етіологічним 

чинником при виникненні ілеїту, ентериту, га-

строентериту, мезентеріального лімфоаденіту, дея-

ких захворюваннях печінки, сечовивідних шляхів 

та апендициту часто буває Yersinia enterocoliticа. 

Відомі також позакишкові форми ієрсиніозу — 

артрити, септицемія, ураження очей, щитовид-

ної залози та інше [3, 5, 6]. Сучасні ієрсиніози 

характеризуються розвитком ускладнень у 6,3% 

випадків, із них в 9,3% розвивається септичний 

шок, 25,0% — нейротоксикоз, гостра ниркова 

та серцева недостатність у 18,8% та 15,6% від-

повідно [1].

Вид Y. enterocoliticа об’єднує непатогенні й 

патогенні для людини штами. Патогенні штами 

мають ряд фенотипових та генетичних ознак, 

які можна використовувати як маркери пато-
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генності для оцінки епідемічної ситуації [7, 8]. 

Основним маркером патогеннсті ієрсиній вва-

жається плазміда вірулентності ієрсиній pYV. На 

жаль, молекулярні методи досліджень все ще за-

лишаються недоступними в багатьох практичних 

лабораторіях, оскільки потребують спеціального 

обладнання та професійних навиків. Тому часто 

використовуються непрямі методи визначення 

плазміди вірулентності pYV ієрсиній, а саме ви-

явлення деяких фенотипових ознак, які вважа-

ються притаманними штамам ієрсиній, що мають 

плазміду вірулентності. На сьогодні непрямим 

методом визначення плазміди pYV є метод ау-

тоаглютинації, який є досить суб’єктивним та 

неточним. Існує також ще один метод визначення 

патогенності Y. enterocoliticа, із застосуванням 

реакції аглютинації (РА). За допомогою спе-

ціальної діагностичної сироватки досліджують 

наявність антигену вірулентності у виділених 

культур Y. enterocoliticа, який пов’язують з на-

явністю плазміди pYV [2, 4].

Вважають, що найбільш простим, що не по-

требує спеціального обладнання, методом для 

виявлення pYV плазмідних штамів Y. enterocoliticа, 

є культуральний метод визначення CRMOX фе-

нотипу, який пов’язаний з наявністю плазміди 

вірулентності ієрсиній pYV [4, 9, 10]. Штами 

Y. enterocoliticа із pYV демонструють ростову за-

лежність від іонів Са2+ і здатність до адсорбції 

Конго червоного, що міститься в живильному 

середо вищі CRMOX (Congo Red — Magnesium 

Oxalate Agar Medium). Бактерії, що містять плаз-

міду вірулентності, виростають на даному се-

редовищі у вигляді дрібних колоній червоного 

кольору (фенотип CRMOX+), безплазмідні штами 

мають вигляд великих кремових або безколірних 

колоній (фенотип CRMOX–) [9].

Метою роботи було порівняти молекуляр-

ний, антигенний та культуральний методи ви-

значення плазміди вірулентності pYV в штамів 

Y. enterocolitica.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

Досліджено 153 штами Y. enterocoliticа, ви-

ділених у хворих на ієрсиніоз, у гризунів та 

з овочів, для визначення CRMOX фенотипу, 

пов’язаного з наявністю плазміди вірулентності 

pYV. Паралельно проводили дослідження наяв-

ності плазмідної ДНК та антигену вірулентності 

у цих штамів.

Плазміду вірулентності pYV визначали, за-

стосовуючи комерційні тест-системи Roche 

(Швейцарія), за методикою, запропонованою 

виробником, яка наводиться далі.

Готували зависі добових культур ієрсиній, 

вирощених на МПА при 37°С у фізіологічному 

розчині NaCl (об’єм 4,0 мл, оптична густина 6 за 

McFarland), центрифугували при 13 000 тис. об / хв 

протягом 10 хв., видаляли супернатант. Потім 

ресуспендували осад у 250 мкл суспензійного 

буферу з РНКазою та ретельно перемішували на 

вортексі. Добавляли 250 мкл лізуючого буферу 

та перемішували пробірку 3–6 разів у процесі 

інкубації 5 хв. Добавляли 350 мкл охолодженого 

зв’язуючого буферу та перемішували 3–6 разів. 

Потім інкубували на льоду 5 хв. Центрифугували 

пробірки при 13 000 об./хв протягом 10 хв.

Вміщували пробірку з фільтром (спін-колонку) 

у пробірку для збору рідини. Супернатант піс-

ля центрифугування переносили дозатором на 

поверхню фільтру та знов центрифугували при 

13 000 об./хв протягом 1 хв. Центрифугування 

проводили до відсутності рідини під мембраною. 

Потім додавали 700 мкл промивочного буферу 

на мембрану та центрифугували при 13000 об./хв 

протягом 1 хв. Відбирали залишки рідини, що 

пройшли через мембрану.

Переміщували спін-колонку в нову пробірку, 

на поверхню фільтру наносили 100 мкл буферу 

для елюції та центрифугували при 13 000 об./хв 

протягом 1 хв. Детекцію проводили методом 

електрофорезу в 0,7% агарозному гелі.

Дослідження CRMOX фенотипу проводи-

ли методом засіву на середовище CRMOX [9] 

культур Y. enterocoliticа, вирощених протягом 

18–24 год на кров’яному агарі при 22°С. Чашки 

із засівами інкубували протягом 24 год при тем-

пературі 37°С.

Живильне середовище CRMOX готували та-

ким чином. Брали:

•  триптиказо-соєвий агар 40 г,

•  оксалат натрію 2,7 г,

•  хлорид магнію 1,9 г,

•  1% розчин Конго червоного 5 мл,

•  дистильованої води 1000 мл.

Автоклавували середовище 15 хв при 121°С.

Окремо готували 20% розчин галактози та 

автоклавували його 10 хв. при 115°С. Перед ви-

користанням в середовище CRMOX додавали 

10 мл 20% розчину галактози, премішували та 

розливали у чашки Петрі.

Визначення патогенності виділених культур 

проводили з використанням “Тест-системи для 

ідентифікації патогенних штамів Y. enterocolitica” 
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(Російська Федерація), що складається з си-

роватки діагностичної до патогенних ієрсиній 

адсорбованої кролячої (СПІЄ) та нормальної 

сироватки кролячої (НКС). СПІЄ містить ан-

титіла до поверхневих антигенів вірулентних 

штамів Y. enterocolitica, обумовлених наявністю 

плазміди вірулентності. Дослідження проводили 

за допомогою РА на склі. У випадку позитивної 

реакції з СПІЄ та негативної з НКС культуру 

Y. enterocolitica вважали патогенною.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Проведене дослідження показало, що наяв-

ність плазмідної ДНК тісно пов’язане з феноти-

пом CRMOX. Із 33 (21,6%) штамів Y. enterocoliticа 

CRMOX “+” у 32 (20,9%) була визначена плаз-

мідна ДНК. При проведенні РА із СПІЄ всі 33 

штами CRMOX “+” дали позитивну реакцію, 

тобто в цих штамів був виявлений антиген віру-

лентності, який пов’язують з наявністю плазміди 

pYV (табл.).

Із 106 (69,3%) штамів CRMOX “–” в жодного 

штаму не була визначена плазміда вірулентності 

і РА цих шамамів із СПІЄ була негативною. Із 

чотирнадцяти (9,1%) штамів із змішаним фено-

типом (гетерогенні культури, що містили колонії 

як CRMOX “+”, так і CRMOX “–”) майже в усіх 

цих штамів — 12 (7,8%) була визначена плазміда 

pYV і в 13 (8,5%) із цих 14 штамів був визначений 

антиген вірулентності.

Таким чином, в групі CRMOX “+” (33 штами) 

всі штами мали антиген вірулентності, наявність 

плазміди вірулентності в них була підтверджена 

молекулярним методом. В групі CRMOX “–” 

в жодного штаму не була візначена плазмідна 

ДНК і РА на наявність антигену вірулентності 

була негативною у всіх випадках.

Із 33 досліджуваних штамів Y. enterocoliticа з 

фенотипом CRMOX “+” та наявністю плазміди 

вірулентності 27 (81,8%) штамів відносилися до 

серотипу О:3, 4 (12,1%) — до серотипу О:9 та 2 

(6,1%) — до серотипу О:6,30.

Із 12 штамів із змішаним CRMOX фенотипом 

та наявністю плазміди вірулентності 4 (33,3%) 

штами відносились до серотипу О:6,30; 2 (16,7%) — 

до О:5,27, ще 4 (33,3%) — О:4,33 та два штами 

(16,7%) були нетиповані стандартним набором 

діагностичних сироваток.

Із 106 штамів CRMOX “–” 78 (73,6%) були 

нетиповані, 12 (11,3%) відносились до серотипу 

О:6,30; 5 (5,7%) штамів — до О:5,27, 6 (5,7%) — 

до О:7,8 та 5 (4,7%) штами — до О:4,33.

Таким чином можна сказати, що із всіх до-

сліджених штамів Y. enterocoliticа, найбільш часто 

плазміду вірулентності мали штами серотипу 

О:3.

Отже за допомогою виявлення CRMOX фено-

типу досліджуваних штамів Y. enterocolitica мож-

на визначати вірулентність виділених культур, 

оскільки CRMOX “+” фенотип безпосередньо 

пов’язаний з наявністю плазміди вірулентності 

pYV у Y. enterocoliticа. Метод визначення CRMOX 

фенотипу є простим, доступним та недорогим, 

в порівнянні із методом виділення плазмідної 

ДНК, не потребує спеціальних діагностичних 

сироваток, він може бути застосованим для мо-

ніторингу патогенних для людини штамів Y. en -

terocoliticа.

ВИСНОВКИ

Отримані дані свідчать, що наявність плаз-

мідної ДНК та антигену вірулентності тісно 

пов’язане з фенотипом CRMOX “+” у Y. enteroco-

liticа.

В групі CRMOX “+” всі штами Y. enterocoliticа 

мали антиген вірулентності, наявність плазміди 

вірулентності підтверджена молекулярним мето-

дом у всіх цих штамів.

Таблиця

Зв’язок між фенотипом CRMOX штамів Y. enterocoliticа та наявністю у них плазмідної ДНК

Фенотипи CRMOX 
штамів Y. enterocoliticа

Кількість штамів 
Y. enterocoliticа

Наявність плазмідної ДНК 
(pYV) у штамів 
Y. enterocoliticа

Позитивна РА із СПІЄ 
(визначення антигену 

вірулентності)

абс. % абс. % абс. %

CRMOX “+” 33 21,6±3,3 33 21,6±3,3 33 21,6±3,3

CRMOX “–” 106 69,3±3,7 0 0,0 0 0,0

Змішаний фенотип 14 9,1±2,3 12 7,8±2,2 13 8,5±2,2
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Встановлено, що із всіх досліджених штамів 

Y. enterocoliticа, найбільш часто плазміду віру-

лентності мали штами серотипу О:3.

У групі CRMOX “–” у жодного штаму не була 

визначена плазмідна ДНК і реакція аглютинації 

на наявність антигену вірулентності була нега-

тивною у всіх випадках.

Метод визначення CRMOX фенотипу є про-

стим, доступним та недорогим в порівнянні із 

методом виділення плазмідної ДНК, не потребує 

спеціальних діагностичних сироваток, в порів-

нянні із методом визначення антигену вірулент-

ності ієрсиній, тому може бути рекомендованим 

для моніторингу патогенних для людини штамів 

Y. enterocoliticа.
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КУЛЬТУРАЛЬНЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ПЛАЗМИДЫ ВИРУЛЕНТНОСТИ PYV 

У ШТАММОВ YERSINIA ENTEROCOLITICА 
КАК ФАКТОРА ПАТОГЕННОСТИ

Ж.Э. Вялых, Е.О. Воловенко, Л.В. Килипко, 
Л.П. Костюк, Л.А. Кулинич, Л.М. Руденко

Проведены сравнительные исследования молеку-

лярного, культурального, и антигенного методов опреде-

ления плазмиды вирулентности pYV у штаммов Yersinia 
enterocolitica. Показано, что культуральный метод опреде-

ления CRMOX фенотипа простой, доступный и недоро-

гой в сравнении с молекулярным методом и не требует 

специальных диагностических сывороток в сравнении с 

антигенным методом. Культуральный метод определения 

CRMOX фенотипа может применяться для определе-

ния патогенных, содержащих плазмиду pYV штаммов 

Y. enterocoliticа.

CULTURAL METHOD OF PLAZMID VIRULENCE 
PYV DETERMINATION AT STRAINS OF YERSINIA 

ENTEROCOLITICA AS THE FACTOR 
OF PATHOGENICITY

Zh.E. Vyalykh, E.O. Volovenko, L.V. Kilipko, 
L.P. Kostiuk, L.A. Kulinich, L.M. Rudenko 

Comparative researches are conducted of molecular, bac-

teriological, and antigen methods of determination the plaz-

mid virulence pYV at the cultures of Yersinia enterocolitica. It 

is shown, that cultural method of determination the CRMOX 

phenotype is accessible and inexpensive in comparison with a 

molecular method and does not require the special diagnostic 

wheys by comparison to an antigen method. Cultural method 

of determination the CRMOX phenotype may be applied to 

determine the pathogenic, which include plasmide of pYV 

strains Y.enterocolitica.

УДК 577.15:579.842.1/.2:577.18

О.В. Покас1, М.М. Лоскутова1, 
І.Ф. Барцицька2

ПОШИРЕННЯ β-ЛАКТАМАЗ 

РОЗШИРЕНОГО СПЕКТРУ ДІЇ 

СЕРЕД МНОЖИННОРЕЗИСТЕНТНИХ 

ДО АНТИБІОТИКІВ ЕНТЕРОБАКТЕРІЙ

1 ДУ “Інститут епідеміології та інфекційних хвороб 
 імені Л.В. Громашевського АМН України”, м. Київ
2 ДЗ “Центральна санепідстанція МОЗ України”, 
 м. Київ

Нозокоміальні інфекції (НІ) залишаються 

найбільш поширеним видом ускладнень, що 

розвиваються у госпіталізованих пацієнтів [6]. 

Ці інфекції погіршують прогноз, збільшують час 

перебування в стаціонарі та вартість лікування, 

знижують еффективність антибіотикотерапії, 
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