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Останнім часом у літературі
часто повідомляється про роль
мікроорганізмів у виникненні
захворювань, що вважаються
на даний час непатогенними
або умовно-патогенними. Знач-
ною мірою ця проблема стосу-
ється збудників інфекцій ди-
хальних шляхів, у тому числі
туберкульозу. На думку більшо-
сті авторів, однією з головних
причин подібних випадків є роз-
повсюдження ВІЛ-інфекції,
інших імунодефіцитів, а також
нераціональна антибактеріаль-
на терапія [1].
У низці публікацій [2] по-

відомляється про випадки диф-
терії, в тому числі комбінова-
них і токсичних форм,  коли у
хворих були виділені умовно-
патогенні представники роду
Corynebacterium (C. pseudo-
tuberculosis, C. ulcerans, C. xero-
sis та ін.). Токсигенних C. diph-
theriae у цих випадках виявле-
но не було, а введення проти-
дифтерійної сироватки було
малоефективним. Це обумов-
лює  необхідність пошуку нових
схем раціональної етіопатоге-
нетичної терапії, тому що фак-
тори патогенності цих мікроор-
ганізмів практично не вивчені.
Не до кінця зрозумілі причини
конверсії умовно-патогенних
бактерій, а також їх істинна
роль в етіології запального про-
цесу [2; 3].
Аналогічну картину спосте-

рігають і фтизіатри. Крім збуд-
ників туберкульозу людського
та бичачого типів, при леге-
невій та шкірній патології, лім-
фаденітах, кон’юнктивітах, за-
паленнях урогенітальної систе-
ми у хворих виділяються понад
20 різних видів мікобактерій,
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серед яких найбільш поширені
M. avium, M. intracellulare,
M. kansasii, M. phlei, M. fortui-
tum. Повідомлення про від-
криття нових видів мікобактерій
з’являються практично щоріч-
но, але ідентифікація і  встанов-
лення етіологічної ролі міко-
бактерій у розвитку патологіч-
ного процесу пов’язані зі знач-
ними труднощами [4;  5]. Нау-
кові дослідження у цьому на-
прямку мають важливе прак-
тичне значення, тому що міко-
бактеріози нерідко перебігають
несприятливо, важко піддають-
ся терапії, характеризуються
тривалим бактеріовиділенням,
частими рецидивами [5; 6].
Загальною проблемою у клі-

ніці та діагностиці мікобакте-
ріозів і захворювань, що викли-
кані умовно-патогенними кори-
небактеріями, є складність їх
видоідентифікації, а також ви-
значення чутливості та резис-
тентності до антибактеріаль-
них препаратів. Бактеріоло-
гічні методи досліджень, що
широко застосовуються у лабо-
раторіях нашої держави, на
жаль, за своєю чутливістю,
швидкістю та відтворюваністю
не зовсім відповідають вимогам
клініки. У зв’язку з цим зверта-
ють на себе увагу методи ДНК-
діагностики, що грунтуються
на вивченні та порівнянні до-
сліджуваних геномів об’єктів.
Одним з найбільш сучасних,
точних, а також доступних, екс-
пресивних і надійних методів є
полімеразна ланцюгова реакція
(ПЛР) та її різновиди.
Раніше [7; 8] було доведено

можливості специфічної ПЛР у
діагностиці дифтерії та тубер-
кульозу. Однак у клініці міко-

бактеріозів і захворювань,
спричинених недифтерійними
коринебактеріями, ми маємо
справу з великою кількістю ви-
дів мікроорганізмів. У зв’язку з
цим, крім специфічної ПЛР з
парою праймерів, звертають на
себе увагу методи ПЛР-геноти-
пування, що дозволяють прово-
дити порівняння та ідентифіка-
цію геномів організмів за допо-
могою так званих універсаль-
них, або випадкових, прай-
мерів. Серед цих методів нами
був обраний метод RAPD-ана-
лізу (Random Amplified Poly-
morphic DNA) із застосуван-
ням одного праймера до довіль-
них сайтів у геномі мікроор-
ганізмів, один або кілька з яких
є поліморфними [9]. При цьому
продуктом ампліфікації є так
званий ПЛР-патерн — низка
фрагментів ДНК різної молеку-
лярної маси, що помітні на
електрофореграмі у агарозно-
му гелі у вигляді дискретних
смуг.
Порядок та яскравість освіт-

лення окремих смуг є критерія-
ми розрізнення патернів. Засто-
сування сучасних комп’ютер-
них програм дозволяє встано-
вити ступінь споріднення до-
сліджуваних організмів. На
нашу думку, цей метод є досить
точним, він не потребує подаль-
шої гібридизації, відносно про-
стий і може бути застосованим
у практичній лабораторній
діагностиці.
Метою нашої роботи було

проведення порівняння та іден-
тифікації геномів різних видів
мікроорганізмів родів Coryne-
bacterium і Mycobacterium ме-
тодом ПЛР-генотипування з
довільними праймерами.
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Матеріали
та методи дослідження

Нами було досліджено 42
чисті культури коринебактерій
C. diphtheriae var. Gravis et Mi-
tis, C. pseudotuberculosis. C. xe-
rosis, C. ulcerans, що були виді-
лені у хворих на дифтерію, ан-
гіни і бактеріоносіїв, 10 культур
мікобактерій людського виду,
що були виділені у хворих на
різні форми легеневого тубер-
кульозу, а також референтні
штами C. diphtheriae, M. tu-
berculosis, M. bovis, M. avium,
M. intracellulare (таблиця).
Виділення ДНК із мікроор-

ганізмів проводили шляхом
лізису клітин із застосуванням
детергента Triton X-100, при
цьому фрагмент колонії з ага-
ру суспендували у 50 мкл 2%-го
водного розчину Triton X-100,
інкубували 50 хв при 95 °С в
мікротермостаті. Суміш цент-
рифугували при 10 000 хв–1 про-
тягом 15 хв, надосадову рідину
у кількості 2,5 мкл застосову-
вали як матрицю у ПЛР.
Для проведення ПЛР вико-

ристовували 2 довільних прай-
мери № 19 і № 45, що були на-
дані проф. Л. О. Носкіним (від-
діл радіаційної біофізики Санкт-
Петербурзького НДІ ядерної
фізики РАН, м. Гатчина, Росія).
Продукти електрофорезу

аналізували у 1,5%-му агароз-
ному гелі, що був забарвлений
бромистим етидієм. Фіксування
результатів досліджень здійс-
нювали за допомогою відеоси-
стеми “Gel Imager” («ДНК-
діагностика», Росія). Матема-
тичну обробку з подальшим ди-
ференціюванням ПДР-патернів

здійснювали із застосуванням
програм “Gel Analysis” і
“Trees”.

Результати дослідження
та їх обговорення

На першому етапі дослі-
джень нами було поставлене
завдання визначити можливості
застосування RAPD-аналізу та
ідентифікувати патогенні
мікроорганізми — збудни-
ки захворювань легень і дихаль-
них шляхів. За об’єкт дослі-
джень були обрані референтні
(верифіковані) штами мікобак-
терій — збудників туберкульо-
зу людського та бичачого ти-
пів, а також атипових, або не-
туберкульозних мікобактерій
(M. avium і M. intracellulare).
Результати RAPD-аналізу

ДНК референтних штамів міко-
бактерій різних видів подано на
рис. 1. До недавнього часу мож-
ливості обробки результатів
ДНК-генотипування були обме-
жені візуальним порівнянням
ПЛР-патернів організмів. Що-
правда, очевидно, що праймер
№ 19 дозволив виявити най-
більшу кількість низькомолеку-
лярних фрагментів у патернах
нетуберкульозних мікобактерій
(доріжки 2 і 3), і, навпаки, у
мікобактерій бичачого та
людського типів спостерігаєть-
ся ампліфікація більш високо-
молекулярних фрагментів (до-
ріжки 4 і 5). Помітні відмінності
між ПЛР-патернами типових
(доріжки 6, 9, 10) і атипових (до-
ріжки 7, 8) мікобактерій і при за-
стосуванні праймера № 45.
Однак при візуальному

аналізі електрофореграм неми-
нуче існують елементи суб’єк-

тивізму, які нині усунені за ра-
хунок використання комп’ютер-
них програм обробки і аналізу
зображень. З метою поглибле-
ного вивчення результатів
RAPD-аналізу нами був засто-
сований комплекс програм
“Gel Analysis” («ДНК-діагнос-
тика», Росія), який дозволяє
здійснювати оцифрування зоб-
раження, побудову профі-
лограм відносної оптичної
щільності окремих ДНК-па-
тернів та їх порівняння. На
підставі результатів матема-
тичної обробки профілів мож-
ливим є об’єктивне порівняння
ДНК-патернів та подальша
ідентифікація мікроорганізмів.
Результати такого аналізу по-
дано на рис. 2.
За результатами досліджен-

ня, при застосуванні праймера
№ 19 виявляється, що для збуд-
ників туберкульозу (гістограми
4, 5) характерною є наявність
піків оптичної щільності (а) у
високомолекулярній та велика
група близьких за молекуляр-
ною масою фрагментів у низь-
комолекулярній ділянках (б).
Для нетуберкульозних мікобак-
терій більш характерними є
піки у середньомолекулярній (в)
та більш розріджені низькомо-
лекулярні фрагменти, особливо
на гістограмі 3, що відповідає
патерну ДНК M. avium. Засто-
сування праймера № 45 дозво-
ляє дуже чітко відокремити ати-
пові туберкульозні мікобактерії
(гістограми 7, 8) від типових
(гістограми 9, 10), для яких є
характерними два піки у висо-
комолекулярній ділянці (г). У
цілому представлення резуль-
татів у вигляді гістограм оп-

Таблиця
Культури, досліджені із застосуванням ПЛР-аналізу

           Матеріал, що
          досліджувався

Культури, що були виділе- 21 11 5 2 2 10 — — — — —
ні у хворих, n=52

Референтні культури, n=10 2 — — — — 2 1 1 1 1 1
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Рис. 3. Електрофореграма  продуктів RAPD-
ампліфікації ДНК збудників дифтерії та дифтероїдів:

1. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
2. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
3. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
4. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
5. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
6. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
7. Corynebacterium diphtheriae var. Mitis tox+
8. Corynebacterium diphtheriae var. Mitis tox+
9. Corynebacterium pseudodiphtheriticum
10. Corynebacterium pseudodiphtheriticum
11. Corynebacterium ulcerans
12. Corynebacterium ulcerans

Рис. 1. Електрофореграма продуктів RAPD-амплі-
фікації ДНК мікобактерій різних видів:

1. Mycobacterium bovis valee
2. Mycobacterium intracellulare
3. Mycobacterium avium
4. Mycobacterium bovis
5. Mycobacterium tuberculosis
6. Mycobacterium bovis valee
7. Mycobacterium intracellulare
8. Mycobacterium avium
9. Mycobacterium bovis
10. Mycobacterium tuberculosis
Доріжки 1–5 — праймер № 19;
доріжки 6–10 — праймер № 45

Рис. 2. Гістограми оптичної щільності ДНК-патернів
різних видів мікобактерій:

1. Mycobacterium bovis valee
2. Mycobacterium inracellulare
3. Mycobacterium avium
4. Mycobacterium bovis
5. Mycobacterium tuberculosis
6. Mycobacterium bovis valee
7. Mycobacterium intracellulare
8. Mycobacterium avium
9. Mycobacterium bovis
10. Mycobacterium tuberculosis
Доріжки 1–5 — праймер № 19;
доріжки 6–10 — праймер № 45
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Рис. 4. Гістограми оптичної щільності ДНК-патернів
збудників дифтерії та дифтероїдів:

1. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
2. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
3. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
4. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
5. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
6. Corynebacterium diphtheriae var. Gravis tox+
7. Corynebacterium diphtheriae var. Mitis tox+
8. Corynebacterium diphtheriae var. Mitis tox+
9. Corynebacterium pseudodiphtheriticum
10. Corynebacterium pseudodiphtheriticum
11. Corynebacterium ulcerans
12. Corynebacterium ulcerans
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тичної щільності дозволяє точ-
ніше оцінити результати
RAPD-аналізу ДНК мікобак-
терій.
На підставі результатів до-

сліджень референтних штамів
мікобактерій туберкульозу шля-
хом ПЛР-генотипування з по-
дальшою комп’ютерною об-
робкою ми застосували RAPD-
аналіз для поглибленої іденти-
фікації та диференціювання
чистих культур коринебактерій
дифтерії та умовно-патогенних
видів роду Corynebacterium, що
були виділені у хворих з клі-
нічними проявами дифтерії,
ангіни, хронічного тонзиліту та
бактеріоносіїв. Приклад елек-
трофореграми продуктів ПЛР-
генотипування  цих мікроор-
ганізмів подано на рис. 3, а
відповідні профілі — на рис. 4.
На перший погляд, у дано-

му випадку відмінності між па-
тернами різних штамів корине-
бактерій незначні. Наприклад,
дуже важко розрізнити патер-
ни 6 і 7, 9 і 11, що відповідають
різним видам коринебактерій.
Профілі оптичної щільності
теж є близькими за структурою.
Тому для аналізу результатів
генотипування доцільним є за-
стосування програм кластери-
зації (групування), що базують-
ся на обчислюванні відносних
генетичних відстаней між вида-
ми та різновидами досліджува-
них організмів. Для аналізу ре-
зультатів RAPD-аналізу кори-
небактерій нами було застосо-
вано програму “Trees” [9; 10].
Результати дослідження пода-
но на рис. 5.

Перш за все, звертають на
себе увагу два достатньо доб-
ре відокремлені кластери, що
складаються зі зразків №№ 1,
2, 4 і №№ 8–11. Було виявлено,
що перший із них цілковито
складається з представників
варіанта Corynebacterium
diphtheriae Gravis tox+, а дру-
гий — головним чином із диф-
тероїдів (№№ 9, 10 — C. hof-
fmanii і № 11 — C. ulcerans).
Крім того, в ньому присутній
також представник C. diphthe-
riae Mitis tox+ (№ 8).
Впритул до цих кластерів

знаходяться ще два представ-
ники C. diphtheriae Gravis tox+
(№№ 3, 5). На достатньо ве-
ликій генетичній відстані від
усіх перелічених видів розта-
шовані інші представники ко-
ринебактерій дифтерії (№№ 6,
7).
Таким чином, методи обчис-

лювання генетичних відстаней
і кластеризації дозволили дос-
татньо чітко віддиференціюва-
ти, з одного боку, збудників
дифтерії від не дифтерійних
коринебактерій, з іншого, —
види коринебактерій між со-
бою. Очевидне також і те, що
результати генетичного аналі-
зу у деяких випадках (№№ 6, 7,
8) не збігаються з даними бак-
теріологічної ідентифікації. Це
відображає, на нашу думку, як
достатню близькість видів і ва-
ріантів коринебактерій між со-
бою, так і недосконалість бак-
теріологічних методів іденти-
фікації та необхідність застосу-
вання з цією метою молекуляр-
но-генетичних методів.

Висновки

Вищенаведені  результати
дозволяють зробити висновок
про те, що RAPD-аналіз (ПЛР
з поодинокими  довільними
праймерами) дає змогу отрима-
ти видо- і варіантоспецифічні
ПЛР-патерни, які придатні до
подальшого аналізу та іденти-
фікації збудників хвороб. Од-
ним із шляхів такого аналізу
може бути кластеризація, яка
грунтується на обчислюванні
відносних генетичних відста-
ней. Методи ПЛР-генотипуван-
ня разом зі специфічною ПЛР
та комплексом бактеріологіч-
них та імунологічних методів
можуть бути застосовані не ті-
льки для ідентифікації  збуд-
ників, а й для досліджень клі-
нічно значущих ознак міко- та
коринебактерій, наприклад, їх-
ньої чутливості до антибакте-
ріальних препаратів.
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УДК 616.9-002-073/.076:615.03
Ю. І. Бажора, В. В. Ніколаєвський, М. М. Чеснокова
НОВІ ПІДХОДИ ДО ПИТАНЬ ІДЕНТИФІКАЦІЇ

УМОВНО-ПАТОГЕННИХ КОРИНЕБАКТЕРІЙ ТА
МІКОБАКТЕРІЙ

На матеріалі референтних і виділених від хворих чис-
тих культур різних видів патогенних та умовно-патоген-
них мікобактерій і коринебактерій проведені дослідження
з метою молекулярно-генетичної видоідентифікації мікро-
організмів. Обгрунтовано застосування з цією метою ПЛР-
аналізу з випадковими, або універсальними, праймерами
(RAPD-аналізу). Показані переваги молекулярно-генетич-
них методів видоідентифікації умовно-патогенних мікобак-
терій та коринебактерій з подальшим застосуванням ком-
п’ютерних програм для обгрунтування даних ПЛР-гено-
типування, кластеризації даних та виявлення таксономіч-
них зв’язків мікроорганізмів.

Ключові слова: умовно-патогенні мікроорганізми, ви-
доідентифікація, ПЛР-аналіз, випадкові праймери.
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MODERN APPROACHES TO THE PROBLEMS OF

IDENTIFICATION OF ATYPICAL CORYNEBACTERIA
AND MYCOBACTERIA

With the purpose of microorganisms’ molecular genetic spe-
cies identification, the researches on the material of cultures
of pathogenic and conditionally pathogenic species of Myco-
bacteria and Corynebacteria (reference and pure cultures from
sick persons) were carried out. The application of RAPD-PCR
analysis has been grounded. Advantages of molecular-genetic
methods’ application with the following computer mathema-
tical calculation for PCR pattern comparison and data clas-
terizing in identification of species of Mycobacteria and Co-
rynebacteria are discussed.

Key words: atypical microorganisms, species identification,
PCR-analysis, random primers.

До характерних екологічних
особливостей Одеської облас-
ті, що впливають на стан здо-
ров’я населення, слід зарахува-
ти наявність гідрогеохімічних
природно-антропогенних ано-
малій з підвищеним рівнем ра-
дону та деяких хімічних сполук
в об’єктах навколишнього сере-
довища.
Щодо дії на організм люди-

ни природного радону сьогодні
ще немає єдиної думки. Одні
науковці стверджують, що дія
радону, спираючись на дані про
його нестабільність, малоймо-
вірна. Дослідження інших під-
тверджують можливість біоло-
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ДО ПИТАНЬ ВПЛИВУ РАДОНУ НА СТАН ЗДОРОВ’Я
НАСЕЛЕННЯ, ЩО ПРОЖИВАЄ В УМОВАХ
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гічного ефекту радону, особли-
во продуктів його розпаду. При-
бічники третьої думки вважа-
ють, що радон у незначних кон-
центраціях може впливати по-
зитивно. Саме цей феномен ви-
користовується в лікувальній
практиці [1; 3; 5].
Якщо розглядати характер

біологічного ефекту радону че-
рез можливість комбінованого
впливу на організм у сукупності
з хімічними, біологічними чин-
никами, особливо за умов дії
екстремальних природних чи
соціально-екологічних фак-
торів, то проблема визначення
ризику для населення цього

фактора ще більш усклад-
нюється.
Саме з цих причин різні

фахівці розглядають інформа-
цію про взаємодію радону з
організмом людини через приз-
му корпоративних інтересів.
Так, лікарі з медичної реабілі-
тації та санаторно-курортного
лікування палко підтримують
ідею позитивної дії на організм ра-
дону при багатьох захворюван-
нях [3, 4]. Фахівці більш техніч-
ного спрямування зацікавле-
ність у  радоновій проблемі роз-
глядають через призму впрова-
дження високозатратних в фі-
нансово-економічному сенсі
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