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The article presents the results of the identification of virulence and antibiotic resistance genes, as well 
as plasmid replicons in isolates of Salmonella enterica subsp. enterica, which were isolated on the territory 
of Ukraine during 2014–2017. Also, plasmid replicons were identified for further determination of the type 
of plasmids contained in the genome of the isolates. The ability of Salmonella to obtain new properties is 
well known. The most common way is gaining of genetic information as a result of conjugation. In this case, 
genes encoding factors of pathogenicity, adhesion, virulence, or antibiotic resistance are localized on mo-
bile genetic elements: replicons, transposons, or plasmids. The purpose of the work was to investigate 
isolates for the presence of genes of virulence, antibiotic resistance and replicons of plasmids in 50 isolates 
of Salmonella enterica subsp. enterica, isolated during 2014–2017 in Ukraine. The research was carried out 
by polymerase chain reaction with primers for 10 target genes/loci (invA, agfB, sefA, prt, sul1, 5'-3'CS, 
tetG, pN, pFIA, pFIIA) followed by visualization in agarose gel electrophoresis. It was found that 100% of 
all strains (50/50) had invA and agfB genes. SefA and prt genes were identified in 44% (22/50) and 58% 
(29/50) isolates, respectively. The sulfonamide resistance gene sul1 was detected in only four isolates, 
including 2 S. enteritidis isolates from Odesa and Kyiv oblasts, one isolate S. Virchow, and one unidentified 
isolate. The resistance gene for tetG tetracyclines was found only in 34% of isolates (17/50). The conserva-
tive sequence of integron In104 was detected in 52% of isolates (26/50). Replicon plasmid pN was detected 
in 68% of isolates (34/50), pFIIA – in 44% (22/50). Replicon pFIA is found in 8% (4/50) isolates. Solving 
the problem of non-typhoid salmonellosis is possible by controlling the epidemiological and epizootiologi-
cal situation. According to WHO, more than 90 million cases of non-typhoid infection are reported annual-
ly. The cause of disease were mostly Enteritidis and Typhimurium. The variety and widespread distribution 
of salmonella is due primarily to their ability to adapt to the organism that they infect. The results obtained 
are important for determining the pathogenicity of isolates circulating in a particular area, as well as ex-
panding the possibilities for tracking the source of infection. 
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Виявлення генів вірулентності та репліконів плазмід у Salmonella enterica 
subsp. enterica, що були виділені впродовж 2014–2017 років на території 
України 
 
Н.М. Рубленко, А.М. Головко, О.М. Дерябін 
 
Державний науково-контрольний інститут біотехнології і штамів мікроорганізмів, м. Київ, Україна 
 

У статті наведено результати ідентифікації генів вірулентності та антибіотикорезистентності, а також репліконів плаз-
мід в ізолятах Salmonella enterica subsp. enterica, що були виділені на території України впродовж 2014–2017 років. Також здійс-
нено ідентифікацію репліконів плазмід для подальшого визначення типу плазмід, що містяться у геномі ізолятів. Відома здат-
ність сальмонел до отримання нових властивостей шляхом накопичення генетичної інформації в результаті кон’югації. В даному 
випадку гени, що кодують фактори патогенності, адгезії, вірулентності чи антибіотикорезистентності локалізуються на мобі-
льних генетичних елементах: репліконах, транспозонах або на плазмідах. Метою роботи було дослідити ізоляти на наявність 

https://doi.org/10.15421/nvlvet8379
https://doi.org/10.15421/nvlvet8379
http://nvlvet.com.ua/
https://orcid.org/0000-0002-2179-4781
https://orcid.org/0000-0002-2179-4781
https://orcid.org/0000-0002-6917-9876
https://orcid.org/0000-0002-6917-9876
https://orcid.org/0000-0001-5958-4053
https://orcid.org/0000-0001-5958-4053


Науковий вісник ЛНУВМБ імені С.З. Ґжицького, 2018, т 20, № 83 

Scientific Messenger LNUVMB, 2018, vol. 20, no 83 
406 

генів вірулентності, антибіотикорезистентності та репліконів плазмід у 50 ізолятах Salmonella enterica subsp. enterica, виділених 
протягом 2014–2017 рр. в Україні. Дослідження проводили методом полімеразної ланцюгової реакції з праймерами на 10 таргет-
них ділянок (invA, agfB, sefA, prt, sul1, 5’-3’CS, tetG, pN, pFIA, pFIIA)  з подальшою візуалізацією за допомогою електрофорезу в 
агарозному гелі. Згідно з аналізом ампліфікації таргентних ділянок виявлено, що 100% усіх досліджуваних штамів (50/50) мали 
гени invA та agfB . Гени sefA та prt було виялено у 44% (22/50) та 58% (29/50) ізолятів відповідно. Ген резистентності до сульфа-
ніламідів sul1 було виявлено лише у чотирьох ізолятах, серед яких 2 ізоляти S. Enteritidis, виділені в Одеській та Київській облас-
тях, один ізолят S. Virchow, а також один не типований ізолят. Ген резистентності до тетрациклінів tetG знайдено лише у 34% 
ізолятів (17/50). Консервативну послідовність інтегрону In104 виявлено у 52% ізолятів (26/50). Реплікон плазміди pN було виявлено 
у 68% ізолятів (34/50), pFIIA – у 44% (22/50). Реплікон pFIA вивлено у 8% (4/50) ізолятів. Вирішення проблеми не тифоїдного саль-
монельозу можливе шляхом контролю за епідеміологічного та епізоотологічною ситуацією. За даними ВООЗ щорічно реєстру-
ється більше 90 млн. випадків інфікування не тифоїдними сальмонелами, серед яких домінують серовари Enteritidis та Typhimuri-
um. Різноманітність та широке розповсюдження сальмонели викликане насамперед їх здатністю адаптуватися до організму, 
який вони інфікують. Отримані результати є важливими для визначення патогенності ізолятів, що циркулюють на окремій те-
риторії, а також розширюють можливості для відстеження джерела інфекції. 

 
Ключові слова: сальмонела, гени вірулентності, плазміди, ізоляти, гени антибіотикорезистентності 

 
Вступ 

 
Бактерії роду Salmonella – збудник нетифоїдного 

сальмонельозу, який є одним із найбільш розповсю-
джених зоонозів. Рід сальмонела поділяється на 2 
види: Salmonella bongori та Salmonella enterica. 
Останній має 6 підвидів, один з яких – S. enterica 
subsp. enterica містить більше 2700 сероварів (Grimont 
and Weill, 2007). Найбільш розповсюдженими у при-
роді є серовари S. Typhi, S. Paratyphi (A, B, C) – збуд-
ники черевного тифу і паратифу, які виділяють лише 
від людей (Shyrobokov, 2011). Серед збудників саль-
монельозу виділяють значну кількість різноманітних 
сероварів підвиду S. enterica subsp. enterica, так звані 
нетифоїдні сальмонели.  

Джерелом сальмонельозної інфекції можуть бути 
молоко, м’ясо, яйця та харчові продукти, які піддали-
ся недостатній термічній обробці (European Food Safe-
ty Authority…, 2017; Chousalkar et al., 2018). Також 
зрідка фіксуються спалахи сальмонельозу, викликані 
забрудненням фруктів, овочів та спецій (Zweifel and 
Roger, 2012; European Food Safety Authority…, 2017; 
Mba-Jonas et al., 2018). 

Однією з причин того, що сальмонела впродовж 
багатьох років залишається небезпечним патогеном є 
велика антигенна різноманітність бактерії та їхня 
висока генетична мінливість. Сальмонели здатні здій-
снювати кон’югацію, результатом якої є генетичні 
елементи, що надають бактерії нових властивостей 
(Aviv et al., 2016). Часто це гени факторів патогеннос-
ті у складі помірних фагів (Switt et al., 2015; Rublenko 
et al., 2016). Також можливе приєднання мобільних 
генетичних елементів: репліконів, транспозонів та 
плазмід. Останні здатні накопичувати гени антибіоти-
корезистентності (Chen et al., 2018).  

Ґрунтовне дослідження цього аспекту є важливим 
для вирішення проблеми зростаючої резистентності 
бактерій до антибактеріальних засобів. Щодо комбі-
нації генів вірулентності та антибіотикорезистентнос-
ті у популяціях сальмонели, які циркулюють на тери-
торії України є досить мало даних, тому доцільним є 
дослідити це питання.  

Мета роботи: дослідити ізоляти на наявність ге-
нів вірулентності, антибіотикорезистентності та реп-
ліконів плазмід у ізолятах Salmonella enterica subsp. 
enterica, виділених протягом 2014–2017 рр. в Україні.  

 
Матеріал і методи досліджень 

 
Об’єктом дослідження були 50 ізолятів виду 

Salmonella enterica, підвиду enterica, виділених на 
території України впродовж 2014–2017 років. Розпо-
діл досліджених культур за сероваріантами представ-
лено у таблиці 1.  

 
Таблиця 1 
Розподіл досліджених ізолятів за сероваріантами 
 

Серовар 
Кількість ізолятів, викорис-

таних у дослідженні 

Enteritidis 22/50 
Typhimurium 10/50 

Infantis 4/50 
Virchow 3/50 

Gallinarum 7/50 
Heidelberg 2/50 

Не типовані 1/50 

 
Ізоляти висівали на бульйон Luria Bertani Miller 

(AppliChem, Німеччина), культивували протягом 24 
годин за температури 37 °C та переносили на чашки з 
твердим середовищем Luria Bertani Lennox (Carl Roth, 
Німеччина). Через 24 години відбирали поодинокі 
колонії та виділяли ДНК за допомогою набору «ДНК-
сорб» (Амплипрайм, Російська Федерація).  

Ідентифікацію таргетних генів і ділянок (invA, 
agfB, sefA, prt, sul1, 5’-3’CS, tetG)  та репліконів плаз-
мід (pN, pFIA, pFIIA) проводили у полімеразній лан-
цюговій реакції з використанням відповідних прайме-
рів (таблиця 2).  

Результати ампліфікації візуалізували за допомо-
гою методу електрофорезу в агарозному гелі із кон-
центрацією 1,5% (1,2% – для репліконів плазмід) та 
зберігали електрофореграми для подальшого аналізу 
із використання системи Gel Doc RX (Biorad, США).  
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Таблиця 2 
Олігонуклеотидні праймери, використані у дослідженні 
 

Ген Послідовність праймерів Розмір фрагменту Автори 

invA 
5’-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3’    
5’-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3’   

285 (Borges et al., 2013) 

agfB 
5’-TGATGTTGACAATACTGGGTGCG-3’ 
5’-CGATATACTGGCATCGTTGGCAT-3’ 

293 Дане дослідження 

sefA 
5’-GCCGTACACGAGCTTATAGA-3’ 
5’-ACCTACAGGGGCACAATAAC-3’ 

310 (Amini et al., 2010) 

Prt 
5’-ATGGGAGCGTTTGGGTTC-3’ 
5’-CGCCTCTCCACTACCAACTTC-3’ 

624 (Hong et al., 2008) 

pFIA 
5’-CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG-3’ 
5’-GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG-3’ 

462 (Mezal et al., 2014) 

pN 
5’-GTCTAACGAGCTTACCGAAG-3’ 
5’-GTTTCAACTCTGCCAAGTTC-3’ 

559 (Ahmed et al., 2006) 

pFIIA 
5’-CTGTCGTAAGCTGATGGC-3’ 
5’-CTCTGCCACAAACTTCAGC-3’ 

270 (Mezal et al., 2014) 

tetG 
5’-CAGCTTTCGGATTCTTACGG-3’ 
5’-GATTGGTGAGGCTCGTTAGC -3’ 

844 (Ahmed et al., 2006) 

Sul1 
5’-GTGACGGTGTTCGGCATTCT -3’ 
5’-TGAGTGCATAACCACCAGCC -3’ 

378 (Ahmed et al., 2006) 

5’-3’CS 
5’-GGCATCCAAGCAGCAAGC-3’ 
5’-AAGCAGACTTGACCTGAT-3’ 

1009 (Ahmed et al., 2006) 

 
Результати та їх обговорення 

 
Згідно з аналізом ампліфікації таргентних ділянок 

виявлено, що 100% усіх досліджуваних штамів 
(50/50) мали гени invA та agfB. Гени sefA та prt було 
виялено у 44% (22/50) та 58% (29/50) ізолятів відпові-
дно.  

Ген резистентності до сульфаніламідів sul1 було 
виявлено лише у чотирьох ізолятах, серед яких 2 ізо-
ляти S. Enteritidis, виділені в Одеській та Київській 

областях, один ізолят S. Virchow, а також один не 
типований ізолят.  

Ген резистентності до тетрациклінів tetG знайдено 
лише у 34% ізолятів (17/50).  

Консервативну послідовність 5’-3’CS інтегрону 
In104 виявлено у 52% ізолятів (26/50).  

Реплікон плазміди pN було виявлено у 68% ізоля-
тів (34/50), pFIIA – у 44% (22/50). Реплікон pFIA вив-
лено у 8% (4/50) ізолятів.  

Загальні результати представлено у таблиці 3. 
 

Таблиця 3 
Загальні результати виявлення генів вірулентності, антибіотикорезистентності, консервативної ділянки  
інтегрону та репліконів плазмід 
 

Досліджені ізоляти invA agfB sefA prt pFIA pN pFIIA tetG sul1 5’-3’ CS 
S. Enteritidis VM2 + + + + - + + - - + 
S. Enteritidis PN                            + + + + - + + + + + 
S. Enteritidis 1 + + + + - + - + - - 
S. Enteritidis 2 + + + + - + - - - - 
S. Enteritidis 3 + + + + - + + - - - 
S. Enteritidis 4L + + + + - + - - - + 
S. Enteritidis 5 + + + + - + + - - + 
S. Enteritidis 6L + + + + - + + + - + 
S. Enteritidis 7 + + + + - + + - - + 
S. Enteritidis 8 + + + + + - - - - + 
S. Enteritidis 9 + + + + - + - - - - 
S. Enteritidis 10 + + + + - - + - - + 
S. Enteritidis 11 + + + + - + - - + + 
S. Enteritidis S1 + + + + + - + + - - 
S. Enteritidis GT + + + + - + - - - - 
S. Enteritidis 71 + + + + + + - - - + 
S. Enteritidis DN1 + + + + - - + - - + 
S. Enteritidis 981 + + + + - + - - - - 
S. Enteritidis 10M + + + + - - + + - - 
S. Enteritidis 11M + + + + - + - + - - 
S. Enteritidis S1 + + + + - - + + - + 
S. Enteritidis GT + + + + - - + + - + 
S. Typhimurium 1 + + - - - + - + - + 
S. Typhimurium 2 + + - - - + + + - - 
S. Typhimurium 3 + + - - - + + - - - 



Науковий вісник ЛНУВМБ імені С.З. Ґжицького, 2018, т 20, № 83 

Scientific Messenger LNUVMB, 2018, vol. 20, no 83 
408 

S. Typhimurium 4L + + - - - - + - - - 
S. Typhimurium 5 + + - - - - + - - + 
S. Typhimurium 6L + + - - - - + - - + 
S. Typhimurium 7 + + - - - + - - - - 
S. Typhimurium 8 + + - - - + - - - - 
S. Typhimurium 9 + + - - - - - - - - 
S. Typhimurium PN061 + + - - - + - - - - 
S. Typhimurium 10 + + - - - - + - - - 
S. Infantis PN 07 + + - - - - + - - - 
S. Infantis 12 + + - - - - + - - + 
S. Infantis M8 + + - - - - + - - + 
S. Infantis 1 + + - - + - + - - + 
S. Virchow L116 + + - - - + - + + + 
S. Virchow 1 + + - - - + - + - - 
S. Virchow P23 + + - - - + - + - + 
S. Gallinarum B + + - + - + - + - - 
S. Gallinarum 1 + + - + - + - + - - 
S. Gallinarum 2 + + - + - + - + - - 
S. Gallinarum 3 + + - + - + - - - - 
S. Gallinarum 27 + + - + - + - - - - 
S. Gallinarum 11 + + - + - + - - - + 
S. Gallinarum 8 + + - + - + - - - + 
S. Heidelberg SM2 + + - - - + - - - + 
S. Heidelberg + + - - - + - - - + 
S. enterica spp.  + + - - - + - + + + 

 
Вирішення проблеми нетифоїдного сальмонельозу 

лежить у площині контролю за епідеміологічного та 
епізоотологічною ситуацією. За даними ВООЗ щоріч-
но реєструється більше 90 млн. випадків інфікування 
не тифоїдними сальмонелами (Majowicz et al., 2010). 
Домінування сероварів має регіональні особливості. 
Так, наприклад, із 90-x років 20 століття в Європі 
домінує серовар Enteritidis (Peters et al., 2007). Другим 
за розповсюдженістю є S. Typhimurium. Різноманіт-
ність та широке розповсюдження сальмонели викли-
кане насамперед їх здатністю адаптуватися до органі-
зму, який вони інфікують. Серовари Dublin, 
Choleraesuis та Abortusovis, які викликають системну 
інфекцію у ВРХ, овець та свиней і відповідно є адап-
тованими до даних видів тварин, можуть також ви-
кликати сальмонельоз у людини (Steinbach et al., 
2000). Проте у переважній більшості випадків збуд-
ником нетифоїдного сальмонельозу є убіквітарні се-
ровари: Enteritidis, Newport, Typhimurium, Infantis, 
Heidelberg, Anatum (Steinbach et al., 2000). Відомо, що 
у 8% випадків така інфекція, за несвоєчасного ліку-
вання, супроводжується бактеріємією (Ahmetova et al., 
2012).  

Проте у всіх сероварів інфекційний процес почи-
нається з адгезії до апікальних мембран ентероцитів 
та М-клітин у тонкому кишечнику (Jepson and Clark, 
2001). Необхідним елементом для здійснення адгезії є 
фімбрії. Адгезивний апарат організовано у вигляді 
кластерів по 4–15 генів, в складі кожного є гени регу-
ляторних білків та структурні (Dufresne and France, 
2017). Деякі типи фімбрій є консервативними для 
окремих сероварів. Так, для серовару Enteritidis спе-
цифічними є тонкі агрегативні фімбрії типу SEF14, 
які беруть участь у формуванні біоплівок (Ogunniyi et 
al., 1997). Ген sefA, що кодує фімбріальний антиген, 
широко використовується в молекулярній діагностиці 
для диференціації сальмонел, що належать до серова-
ру Salmonella Enteritidis (Woodward et al., 2000). В той 

час, як ген agfB було виявлено у всіх досліджених 
ізолятів. Фімбріальний генний кластер agfABC є кон-
сервативним для всієї родини Enterobacteriaceae та 
включає основні три гени: agfA – велика субодиниця, 
agfB – білок-нуклеатор та agfC – оксидоредуктаза (Pan 
and Liu, 2002). Ще одним консервативним геном, але 
вже для роду Salmonella, є ген invA. Останній разом із 
16S РНК використовується для ідентифікації сальмо-
нел (Bäumler et al., 1997).  

Значне розповсюдження сальмонел пов’язане із 
високою антигенною різноманітністю та значною 
генетичною мінливістю. Це досягається, в першу 
чергу, завдяки здатності до набуття генів шляхом 
горизонтального переносу (Nielsen et al., 2014).  

Значну роль в цьому процесі відіграють плазміди – 
позахромосомні молекули ДНК. Вони можуть нести 
гени вірулентності та резистентності до антибактеріа-
льних препаратів.  

Для класифікації плазмід розроблено схему, що 
базується на відмінностях механізму реплікації. Ви-
явлено, що плазміди з одним типом реплікації є не 
сумісними, тобто не здатними до співіснування в 
межах одного клону (Carattoli et al., 2005). На основі 
цього побудовано поділ плазмід грамнегативних бак-
терій на групи несумісності. Така система була розро-
блена в першу чергу для відслідковування шляхів 
розповсюдження плазмід, що несуть гени антибіоти-
корезистентності, а також появу нових позахромосо-
мних елементів.  

Класичним методом визначення типу плазмід є 
виявлення репліконів методом гібридизації із мічени-
ми молекулами ДНК. Проте цей метод є досить скла-
дним та довготривалим. Із впровадженням молекуля-
рних методів у діагностику було розроблено метод 
ПЛР-типування плазмід шляхом ідентифікації реплі-
конів різних типів плазмід (Couturier, 1988). Це знач-
но спрощує виявлення типів плазмід та в подальшому 
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може бути допоміжним методом для виявлення плаз-
мід, що несуть гени антибіотикорезистентності. 

У плазмідах сальмонел на сьогодні виявлено гене-
тичні детермінанти резистентності до сульфаніламі-
дів, тетрациклінів, та β-лактамів. Однак, за літератур-
ними даними, гени резистентності до тетрациклінів 
можуть варіюватися, і для сальмонел відомі додаткові 
гени резистентності до даного класу препаратів.   

Відомо також, що гени антибіотикорезистентності 
здатні накопичуватися на консервативних ділянках 
інтегрону (Carattoli et al., 2005). Останній може мати 
як хромосомну, так і плазмідну локалізацію. 

Вищенаведені дані є важливими для визначення 
патогенності ізолятів, що циркулюють на окремій 
території, а також розширюють можливості для відс-
теження джерела інфекції. Також необхідно зазначи-
ти, що в умовах значного зростання антибіотикорези-
стентності серед збудників бактеріальних інфекцій 
існує необхідність для контролю не лише викорис-
тання антибактеріальних препаратів, а й періодичне 
відстеження змін у даному питанні. Останнім часом 
опубліковані результати досліджень демонструють 
зменшення поширення детермінанти резистентності 
до β-лактамів blaCMY2 в умовах обмеженого викори-
стання цефтіофуру (Kataoka et al., 2017).  

 
Висновки 

 
1. Виявлено 100% наявність гену, що кодує агре-

гативні фімбрії – agfB, та гену інвазивного білку invA 
у всіх досліджених ізолятах Salmonella enterica. 

2. Ген sefA виявлено у штамах та ізолятах, що ві-
дносяться до серовару S. Enteritidis. 

3. Встановлено, що 68% досліджуваних ізолятів 
містять у своєму геному реплікон плазміди pN, 44% – 
pFIIA, 8% – реплікон pFIA  

4. Виявлено гени резистентності до бета-лактамів, 
сульфаніламідів, тетрациклінів, та консервативну 
послідовність інтегрону.  

Перспективи подальших досліджень. Варто прове-
сти розширену ідентифікацію генів антибіотикорезис-
тентності та типування плазмідного профілю ізолятів. 
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