
Науковий вісник ветеринарної медицини, 2023, № 1

81

МІКРОБІОЛОГІЯ, ЕПІЗООТОЛОГІЯ ТА ІНФЕКЦІЙНІ ХВОРОБИ

Мастити – найбільш поширена патологія корів, що завдає знач-
них економічних збитків молочним господарствам. Часто збудника-
ми маститу слугує група інфекційно асоційованих збудників, що мо-
жуть передаватися між тваринами. Здебільшого патологічний процес 
у субклінічно та клінічно хворих тварин спричиняє кокова грампози-
тивна мікрофлора. Значною проблемою є механізми набуття мікро-
організмами стійкості до одного або декількох антибактеріальних за-
собів. У зв’язку з цим стандартні схеми лікування, що застосовують 
у господарстві, стають недієвими. В публікації наведені результати 
вивчення стійкості до антибіотиків 45 ізолятів Staphylococcus spp.  
та 22 ізолятів Streptococcus spp. У дослідженні були використа-
ні хромогенні середовища CHROMagarTM Mastitis, CHROMagarTM 

Orientation та CHROMagarTM MH Orientation, що допомогло при-
скорити ізоляцію та ідентифікацію культур. Фенотиповий профіль 
стійкості да антибіотиків визначали за допомогою методу дифузії 
в агар. Staphylococcus aureus та коагулазонегативні Staphylococcus 
(CoNS) виявляли високий рівень стійкості до беталактамів пені-
цилінового класу бензилпеніциліну – 60 та 66,7 %. Streptococcus 
disgalactiae та Streptococcus agalactiae виявляли високу стійкість до 
тетрацикліну – 46,7 і 35,3 %. Зокрема Streptococcus agalactiae мав 
високу стійкість до кліндаміцину – 35,3 %, Streptococcus disgalactiae 
до бензилпеніциліну – 29,4 %, Streptococus uberis до кліндаміцину – 
75 %. Найменшу стійкість проявляли до антибіотика ванкоміци-
ну – 6,7 % виділених стафілококів та 13,3 % стрептококів. MAR 
індекс більше 0,2 мали 75 % Streptococus uberis, 60 % CoNS та  
52,9 % Streptococcus agalactiae. Більше 50 % всіх досліджуваних 
ізолятів мали множинну стійкість до антибіотиків, що найчастіше 
застосовують у господарствах України.

Ключові слова: Streptococcus spp., Staphylococcus spp., антибіо-
тикостійкість, мастити, інфекційні мастити, грампозитивні бактерії.
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Постановка проблеми та аналіз остан-
ніх досліджень. Мастити у корів – це запаль-
ні захворювання молочної залози, які можуть 
зумовлювати різні мікроорганізми та є однією 
з найпоширеніших хвороб у великої рогатої ху-
доби. Стрептококи та стафілококи вважаються 
двома основними збудниками маститів у ко-
рів, їх наявність в молоці може призвести до 
втрати продуктивності у тварин та зниження 
якості молока, а також становлять загрозу для 
здоров'я людей, які споживають молочні про-
дукти [1].

Залежно від джерела інфекції мастити мож-
на умовно розділити на інфекційні та санітарні. 
Інфекційний мастит є результатом проникнен-
ня мікроорганізмів у вим'я тварини через дійки 
під час доїння. Ці мікроорганізми можуть бути 
присутніми на шкірі вимені тварини, на облад-
нанні для доїння та у навколишньому середо-
вищі, і проникати до вимені через поранення, 
мікротріщини або за порушення гігієнічних 
норм під час доїння [2].

Інфекційний мастит може мати серйоз-
ні наслідки, такі як зменшення виробництва  
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молока, погіршення його якості та збільшення 
витрат на лікування. Бактерії, що спричиняють 
мастит, можуть зумовлювати важкі запалення 
вимені та призвести до переходу захворюван-
ня на хронічну стадію. Крім того, мастит може 
передаватися іншим тваринам під час доїння, 
що призводить до швидкого поширення захво-
рювання в господарствах, та у зв’язку зі зни-
женням ефективності антибіотиків, лікування 
інфекційного маститу може бути складним та 
дороговартісним [3]. 

Залежно від типу інфекції, симптоми інфек-
ційного маститу можуть варіюватись. У біль-
шості випадків, уражені ділянки вимені стають 
набряклими, гарячими та болючими на дотик, 
можуть бути виділення з дійок із зміненим ко-
льором та запахом, загальна молочна продук-
тивність може знизитися. Наявність маститу 
впливає на якість молока, знижуючи вміст жи-
рів і білків та збільшуючи вміст клітковини [4].

Санітарні мастити у корів – це захворювання 
молочної залози, які виникають внаслідок непра-
вильного догляду за тваринами та нестерильних 
умов виробництва молока. Однією з основних 
проблем, пов’язаних із санітарними маститами 
у корів, є відсутність ефективної профілактики 
та контролю цього захворювання [5].

Залежно від прояву клінічних симптомів 
мастити поділяють на субклінічні та клінічні. 
Субклінічний мастит характеризується відсут-
ністю клінічних ознак захворювання, але збіль-
шенням кількості бактерій в молоці тварини. 
Це може призвести до зменшення якості моло-
ка та збільшення ризику передачі інфекції від 
тварини до тварини. Клінічний мастит супро-
воджується ознаками захворювання, такими як 
збільшення температури тіла тварини, зміни у 
кольорі та консистенції молока, зниження апе-
титу та інші. У разі клінічного маститу необ-
хідне негайне лікування тварини [6].

Однією з основних проблем, пов'язаних з 
інфекційними маститами у корів, є стійкість 
збудників до антибіотиків. Використання ан-
тибіотиків є ключовим аспектом лікування та 
контролю маститів у тварин, однак деякі збуд-
ники маститів можуть набути стійкості до пев-
них класів антибіотиків через надмірне вико-
ристання цих препаратів [7].

Це може призвести до проблеми антибіо-
тикорезистентності, коли збудники маститів 
стають стійкими до більшості антибактері-
альних речовин та їх ефективність в лікуванні 
маститів значно зменшується. Це може мати 
серйозні наслідки для здоров’я тварин та спо-
живачів молочних продуктів, а також для еко-
номічної ефективності виробництва молока. 
На жаль, з роками збільшення використання 

антибіотиків у виробництві молока призвело 
до збільшення ймовірність розвитку стійкості 
до них у бактеріальних популяціях, що спри-
чиняють мастит [8, 9].

Дослідження стійкості мікроорганізмів до 
антимікробних засобів в молоці є важливим 
напрямом у вивченні епідеміології та профі-
лактики маститів у ВРХ. Визначення рівня 
стійкості мікроорганізмів до антибіотиків доз-
воляє обрати ефективні терапевтичні схеми та 
зменшити ризик розвитку стійкості до антимі-
кробних засобів [10, 11]. 

Отже, питання стійкості до антимікробних 
засобів є серйозною проблемою в лікуванні та 
профілактиці маститів у ВРХ. Дослідження, 
спрямовані на вивчення стійкості мікроорга-
нізмів до антибіотиків, допоможуть у розробці 
ефективних стратегій лікування та профілак-
тики цієї захворюваності у ВРХ.

Мета дослідження. Вивчити стійкість до 
антибіотиків ізолятів Staphylococcus spp. та 
Streptococcus spp., що були виділені з молока 
від хворих на мастит корів.

Матеріал і методи дослідження. Моло-
ко від хворих корів відбирали під час їх пе-
ребування в доїльному залі. Дійки обробляли 
стерильною серветкою, просякнутою дезін-
фікуючою речовиною. Пробу з кожної дійки 
відбирали в окремий стерильний стаканчик та 
направляли до лабораторії. Субклінічно хво-
рих тварин ідентифікували за допомогою калі-
форнійського маститого тесту.

Проби молока культивували на хромоген-
ному середовищі CHROMagar™ Orientation та 
CHROMagar™ Mastitis протягом 24–48 год за  
37 °С. Колонії, що мали характерне забарвлення 
пересівали на поживний агар для виділення чи-
стої культури. Видову належність колоній визна-
чали згідно з інструкцією до середовищ [13, 14].

Мікроорганізми фарбували за грамом 
та досліджували за допомогою біохімічних 
тестів на ферментацію каталазу, оксидазу, ко-
агулазу, CAMP-тесту та росту з NaCl в кон-
центрації 4,5 %.

Стійкість до антибіотиків визначали мето-
дом дифузії в агар, з використанням Mueller–
Hinton agar та CHROMagar™ MH Orientation. 
На середовищі MuellerHinton agar досліджен-
ня проводили з чистою культурою, під час 
дослідження за допомогою хромогенного се-
редовища використовували культури після 
первинного посіву. 

На поверхню агару засівали 1 мл суспен-
зії культури в розведенні 0,5 за стандартом 
McFarland, та рівномірно розподіляли за до-
помогою шпателя. Залишки рідини відібрали. 
Чашку підсушували і на поверхню викладали  
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диски, просякнуті розчином антибіотика. 
Після цього чашку термостатували протягом  
24 год за 35 °С [15].

Для дослідження використовували дис-
ки: канаміцин 30 мкг, бензилпеніцилін 1 МО,  
цефокситим 30 мкг, кліндаміцин 2 мкг, тетра-
циклін 30 мкг, ципрофлоксацин 5 мкг, цефтрі-
аксон 30 мкг.

Ідентифікацію стійкості до антимікробних 
засобів визначали згідно з EUCAST. Методо-
логія EUCAST не передбачає використання 
CHROMagar™ MH Orientation для визначення 
стійкості до антибіотиків.

MAR індекс. Індекс множинної антибі-
отикорезистентності (MAR) визначали для 
кожного ізоляту за формулою MAR = a/b, де  
a – кількість антибіотиків, до яких досліджу-
ваний ізолят виявив стійкість; b – загальна 
кількість антибіотиків, до яких досліджуваний 
ізолят був оцінений на чутливість. MAR індекс 
вище 0,2 свідчить про походження ізолятів із 
середовища, де часто використовують анти-
бактеріальні засоби [16].

Результати досліджень. Досліджено 115 
проб молока від 90 корів. Виділено 30 ізоля-
тів Staphylococcus aureus, 15 коагулазонегатив-
них Staphylococcus (CoNS), 17 Streptococcus 
agalactiae, 15 Streptococcus disgalactiae та 4 
ізоляти Streptococus uberis. У 45 тварин було 
виявлено моноінфекцію грампозитивних коко-
вих мікроорганізмів, у 22 тварин – асоціацію 
2-х і більше збудників.

Стійкість до антибіотиків. Стійкість хоча б  
до 1 антибіотика проявили 86,7 % S. aureus,  
зокрема MAR індекс більше 0,2 був у 50,0 %,  

для коагулазонегативних Staphylococcus  
(CoNS) ці показники 93,3 та 60,0 %, 
Streptococcus agalactiae – 70,6 та 52,9 %, 
Streptococcus disgalactiae – 66,7 та 40,0 %, 
Streptococus uberis – 100 та 75 % відповідно. 
Один ізолят S. aureus проявив стійкість до 
6-ти антибактеріальних сполук. Два ізоляти  
Str. disgalactiae, та по одному ізоляту  
Str. agalactiae і Str. uberis проявили стійкість до 
3-х антибактеріальних препаратів (рис. 1).

28 ізолятів Staphylococcus spp. виявили стій-
кість до бензилпеніциліну, тетрацикліну –  13, 
цефоксетину – 12, ципрофлоксацину – 10, клін-
даміцину – 9, канаміцину – 8. Серед ізолятів 
Streptococcus spp. було 13 стійких до тетраци-
кліну, кліндаміцину – 11, бензилпеніциліну – 
10, цефтріаксону – 9 (табл.1).

Бактерії Staphylococcus spp. найчастіше ви-
являли стійкість до β-лактамних антибіотиків 
групи пеніциліни: 66,7 % – до бензилпеніцилі-
ну та 33,3 % до цефокситину.

Представники родини Streptococcus spp. 
найчастіше проявляли стійкість до антибіо-
тиків тетрацикліну – 36,1 % та кліндаміцину 
– 30 %.

Використання хромогенного середовища 
для вивчення стійкості до антибіотиків допо-
магає прискорити протокол дослідження на 1 
добу. Суспензію готують з первинної змішаної 
культури, а діаметр зони затримки росту вимі-
рюють для візуально різних колоній по краю 
зони просвітлення (рис. 2).

За дослідження деяких ізолятів мікроорга-
нізмів в середині зони просвітлення відмічали 
ріст поодиноких колоній (рис. 3).

Рис. 1. MAR індекс досліджених ізолятів.
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Таблиця 1 – Стійкість бактерій до кожного досліджуваного антибактеріального препарату

ПЕН ЦЕФ КЛІ ТЕТ КАН ЦИП ЦФТ

S. aureus 60,0 % 23,3 % 20,0 % 23,3 % 16,7 % 20,0 % –

CoNS 66,7 % 33,3 % 20,0 % 40,0 % 20,0 % 26,7 % –

Str. agalactiae 29,4 % – 35,3 % 35,3 % – – 29,4 %

Str. disgalactiae 26,7 % – 20 % 46,7 % – – 13,3 %

Str. uberis 25,0 % – 75 % 25,0 % – – 50,0 %

Примітка. ПЕН – Бензилпеніцилін, ЦЕФ – Цефокситин, КЛІ – Кліндаміцин, ТЕТ – Тетрациклін, КАН – 
Канаміцин, ЦИП – Ципрофлоксацин, ЦФТ – Цефтріаксон

      

Рис. 2. Тестування стійкості до антибактеріальних агентів за допомогою методу 
дифузії в агар. 1. Ріст комбінації мікроорагнізмів Streptococcus agalactia (бірюзо-
вий колір) та Staphylococcus aureus (жовтий колір). 2 Ріст комбінації мікроорагнізмів  
                                                Streptococcus uberis та CoNS.

Рис. 3. Формування селекційної стійкості окремих 
колоній Streptococcus spp. до антибіотика класу  
       цефалоспорини 1 покоління – цефалексин.
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Обговорення. Використання хромогенних 
середовищ допомагає спростити та приско-
рити протокол ідентифікації патогенних мі-
кроорганізмів. Набір CHROMagarTM Mastitis 
складається з 2-х окремих середовищ, грам-
позитивного (ГП+) та грамнегативного агару 
(ГП-). Агарова пластина ГП+ середовища при-
гнічує ріст грамнегативної мікрофлори, тимча-
сом ГП – пригнічує грампозитивні мікроорга-
нізми. Це середовище має високу чутливість 
та специфічність, і підходить для культиву-
вання збудників, що найчастіше спричинюють 
мастити у ВРХ [17].

Інструкція CHROMagarTM Orientation не  
передбачає використання цього середовища 
для ідентифікації збудників маститу. Проте на 
поверхні Orientation ростуть всі мікроорганіз-
ми, зокрема найпоширеніші збудники маститу 
мають специфічне забарвлення колоній. Вар-
тість одного дослідження з використанням се-
редовища Orientation менша ніж з використан-
ням Mastitis. 

Дослідження стійкості до антибіотиків з 
використанням CHROMagar™ MH Orientation 
дає можливість провести тестування стійкості 
змішаної культури мікроорганізмів. У зв’язку 
з тим, що колір колоній відрізняється, зона за-
тримки росту для кожного збудника візуально 
різна. Це зменшує час необхідний для отри-
мання результату в порівнянні з використан-
ням не хромогенного агару. 

Виявлені нами Staphylococcus aureus, 
CoNS, Streptococcus agalactiae та Streptococcus 
disgalactiae асоційовані з інфекційним масти-
том, тимчасом Streptococus uberis – із санітар-
ним [18].

Стійкість до b-лактамних антибіотиків роз-
вивається завдяки ферментам, що розщеплю-
ють діючу речовину антибіотика, або через 
мобільні генетичні елементи, що змінюють 
білкові сполуки, які є мішенями дії сполук 
цього класу (рис. 3). Клавуланова кислота має 
подібну будову до β-лактамних антибіотиків, 
у зв’язку з цим частина ферментів, які можуть 
виробляти бактерії, зв’язується з цією сполу-
кою і не діє безпосередньо на антибактері-
альну речовину. Генетична стійкість до цього 
класу антибіотиків розвивається завдяки хро-
мосомній касеті SCCmec [19, 20].

У процесі дослідження деякі ізоляти фор-
мували стійкість до антибактеріальних спо-
лук. В середині зони пригнічення росту утво-
рювалися поодинокі колонії, які були стійкі 
до досліджуваного антибіотика. Дослідники 
Flanagan and Steck провели декілька послідов-
них пересівань поодиноких, стійких колоній. 
Після декількох пасажів отримані штами були 

повністю стійкі до антибіотика, нанесеного  
на диск [21].

За останні 5 років з’явилося декілька публі-
кацій про дослідження молока від хворих тва-
рин, щодо стійкості грампозитивних кокових 
збудників до антибактеріальних засобів. 

Дослідження S. aureus від корів Ефіопії 
показало, що всі ізоляти були стійкі до β-лак-
тамних антибіотиків, 48 % виділених мікро- 
орагнізмів виявились не чутливими до окси-
тетрацикліну, 38 % – до стрептоміцину і 33 %  
– до канаміцину [16]. S. aureus ізольовані з 
молока в Бангладеші, також мали високу стій-
кість до β-лактамних антибіотиків: 50 % всіх 
ізолятів були стійкі до ципрофлоксацину,  
42 % – до амоксициліну, тимчасом стійкість 
до гентаміцину та еритроміцину була низька –  
18 та 8 %, а цефтріаксон діяв на всі ізоляти 
[22]. Дослідження стафілококів виділених у 
корів з Непалу, виявило стійкість всіх ізоля-
тів до пеніцилінових антибіотиків. Зокрема 
стійкість S. aureus до гентаміцину становила 
27 %, ципрофлоксацину – 20 %, а еритроміци-
ну – 14 %. Для CoNS відзначали стійкість до 
цих антибіотиків на рівні 24; 42 та 37 % [23]. 
Streptococcus disgalactiae, виділений від хворих 
на клінічний мастит корів у Китаї, був стійким 
до канаміцину у 90 %, стрептоміцину – 58 %,  
еритроміцину – 48 %, цефалексину – 34 % та 
цефтріаксону у 14 % випадків [24]. У аналізі 
молока від румунських корів було визначено 
високу стійкість ізолятів S. aureus до антибіо-
тиків еритроміцину 75 %, тимчасом стійкість 
до амоксициліну та канаміцину становила 25 
та 16 % відповідно. Також в цьому досліджен-
ні виявили, що 100 % ізолятів стрептококів 
стійкі до канаміцину, 87 % Str. agalactiae – до 
еритроміцину, а 75 % Str. uberis – до комбіна-
ції амоксициліну та клавуланової кислоти [25]. 
Річний аналіз збудників, виділених з молока 
від словацьких корів показав що 44,6 і 36,4 % 
S. aureus та CoNS мали стійкість до стрептомі-
цину, 13,9 і 10,8 % – до цефалексину. Str. uberis 
та Str. agalactiae мали стійкість до стрептомі-
цину на рівні 70 та 79 %, до цефалексину – 23 
та 10 %. Str. uberis мав стійкість до амоксицилі-
ну та комбінації амоксициліну з клавулановою 
кислотою на рівні 4 % [26]. У десятирічному 
аналізі збудників, що були виділені з молока 
хворих корів у Франції [27], вивчили видовий 
склад мікрофлори молока ізольованої від суб-
клінічно хворих тварин, стійкість до еритромі-
цину мали 13 % Streptococcus spp., 13 % CoPS 
та 17 % CoNS, до цефалексину – 15; 22 і 9 %, 
до ципрофлоксацину – 7; 9 та 6 % [28].

Загалом профіль стійкості до антибіотиків 
відрізнявся в різних дослідженнях. Це може 
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бути пов’язано з тим, що у господарствах різ-
них країн використовують різні антибіотики. 
Слід відзначити тенденції стійкості до пев-
них класів антибактеріальних сполук у різних 
грампозитивних збудників.

Висновок. Staphylococcus aureus і CoNS 
найчастіше були стійкими до бензилпеніциліну 
– 60 і 66,7 % ізолятів. Streptococcus agalactiae 
проявляли резистентність до кліндаміцину та 
тетрацикліну – 35,3 % ізолятів. Streptococcus 
disgalactiae проявив найбільшу стійкість до 
тетрацикліну – 46,7 %, а Streptococcus uberis 
до цефтріаксону – 50 % ізолятів. MAR індекс 
вище 0,2 мали 75 % Streptococus uberis, 60 % 
CoNS та 52,9 % Streptococcus agalactiae.

Використання хромогенних середовищ 
допомагає спростити протоколи ідентифікації 
грампозитивних мікроорагнізмів. Використан-
ня середовища CHROMagar™ MH Orientation 
зменшує час, необхідний для визначення стій-
кості до антибіотиків, оскільки не потребує от-
римання чистої культури.
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Antibiotic resistance of isolates of Staphylococ-
cus spp. and Streptococcus spp. causing mastitis on 
dairy farms in Ukraine

 Shevchenko M., Andriichuk A.
Mastitis is the most common pathology of cows 

that causes large economic losses to dairy farms. Mas-
titis is often caused by a group of infectious associat-
ed pathogens that can be transmitted among animals. 
Most often, the pathological process in subclinically and 
clinically sick animals is caused by coccal gram-posi-
tive microflora. A major problem is the mechanisms by 
which microorganisms acquire resistance to one or more 
antibacterial agents. Thus, standard treatment regimens 
used on the farm become ineffective. The publication 
presents the results of the study of antibiotic resistance 
of 45 isolates of Staphylococcus spp. and 22 isolates of 
Streptococcus spp. In this study, the chromogenic media 
CHROMagarTM Mastitis, CHROMagarTM Orientation 
and CHROMagarTM MH Orientation were used, which 
helped to speed up the isolation and identification of 
cultures. Phenotypic antibiotic resistance profiles were 
determined using the agar diffusion method. Staphylo-
coccus aureus and coagulase-negative Staphylococcus 
(CoNS) showed a high level of resistance to beta-lac-
tams of the penicillin class of benzylpenicillin – 60% 
and 66.7%. Streptococcus disgalactiae and Streptococ-
cus agalactiae showed high resistance to tetracycline –  
46.7% and 35.3%. At the same time, Streptococcus aga-
lactiae had a high resistance to clindamycin of 35.3%. 
Streptococcus disgalactiae to benzylpenicillin – 29.4%, 
Streptococus uberis to clindamycin – 75%. The lowest 
resistance was observed to the antibiotic vancomycin 
in 6.7% of isolated staphylococci and 13.3% of strep-
tococci. MAR index of more than 0.2 was observed in 
75% of Streptococus uberis, 60% of CoNS and 52.9% of 
Streptococcus agalactiae. More than 50% of all studied 
isolates had multiple resistance to antibiotics most com-
monly used on Ukrainian farms.

Key words: Streptococcus spp., Staphylococcus 
spp., antibiotic resistance, mastitis, infectious mastitis, 
gram-positive bacteria.
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