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Патогенні штами ризобій виявляли методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). 
Для тестування в ПЛР використовували одно-дводобові культури бактерій, які виросли на 
картопляному агарі [5]. ДНК виділяли методом теплового лізису бактеріальних суспензій 
згідно з J. Haas et al. [5] і E. Szegedi and S. Bottka [13]. Для цього до бактеріальної суспензії 
концентрацією 108 кл/мл додавали азид натрія (0,25 %) і Тритон Х-100 (1 %).  Надалі суспензії 
прогрівали 10 хв за температури 95 °С, центрифугували 5 хв при 5700g. Надосадову рідину, 
яка містила ДНК, в об’ємі 5 мкл вносили до реакційної суміші для ПЛР як зразок. Використо-
вували реакційну суміш та протокол проведення ПЛР згідно з методикою, запропонованою 
J. Haas et al. [5]. 

У роботі використовували праймери до ділянок генів ізопентенилтрансферази іpt, ендону-
клеази virD2 [5] та генів вірулентності virC Ті-плазміди [13] (таб. 1). 

Ампліфікацію проводили на термальному циклері «MyCycler» (BioRad, США).
Методом ПЛР було досліджено 41 ізолят з винограднику Одеської області і 32 ізоляти з 

винограднику Миколаївської області.
Таблиця 1

Праймерні послідовності, використані у роботі

Назва Послідовність Довжина 
амплікона

Темпера
тура 

відпалу
Автор

ipt (CYT/
CYT')

5’– GAT CG(G/C) GTC CAA TG(C/T) TGT - 3’
5’ – GAT ATC CAT CGA TC(T/C) CTT - 3’

427 п.о. 50-54 ºС
Haas et al., 

1995
virD2 

(A/C')
5’ – ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT - 3’

5’ – TCG TCT GGC TGA CTT TCG TCA TAA - 3’
224 п.о. 50-54 ºС

Haas et al., 
1995

VCF3/ 
VCR3

5’ – GGC GGG CGY GCY GAA AGR AAR ACY T - 3’
5’ – AAG AAC GYG GNA TGT TGC ATC TYA C - 3’,

де N – A, C, G або T; R – A або G; Y – C або T.
414 п.о. 52 ºС

Suzaki et 
al., 2004

VCFb/ 
VCRb

5’ – ATC ATT TGT AGC GAC T - 3’
5’ – AGC TCA AAC CTG CTT C - 3’

730 п.о. 52 ºС
Suzaki et 
al., 2004

За позитивний контроль слугував патогенний штам Rhizobium radiobacter C58 (штам 
було люб’язно надано доктором біологічних наук Ф.І. Товкачем).

Облік результатів ПЛР проводили за допомогою електрофорезу. Для цього готували 1,5 % 
агарозний гель у трисборатному буфері (ТБЕ). Гелеву платівку забарвлювали окремо після 
завершення електрофорезу бромистим етидієм (0,5 мкг/мл). Результати ПЛР враховували за 
наявності поодиноких ампліконів певних розмірів (табл. 1). 

Гель фотографували в ультрафіолетовому світлі за допомогою відеосистеми “GelDoc” 
(BioRad, США). Використовували маркери молекулярної маси pBR322 DNA/Alul Marker, 
20 та pUC19 DNA / MspI (Hpa II) Marker, 23 (Fermentas, Литва). 

Результати та їх обговорення. Загальна чисельність усіх представників мікробіоти 
пухлин, що здатні до росту на середовищі LB, складала від (2,3 ± 0,8) х 103 до (7,3 ± 0,4) х 
105 КУО/г (табл. 2).  

Така різниця могла бути обумовлена різним станом досліджуваних рослин. У рослин, де 
вже спостерігали здерев’яніння пухлинної тканини внаслідок старіння, а також підсихання 
через посушливу погоду, чисельність мікроорганізмів у внутрішніх тканинах пухлин була 
меншою. Таких рослин було більше у господарстві Миколаївської області, отже саме тому у 
зразках, відібраних на даному винограднику, загальна чисельність мікробіоти була менше на 
1-2 порядки від такої на винограднику Одеської області, де пухлини були більш молодими. 

Відомо, що чисельність Rhizobium у пухлинах рослин складає від  102 кл/г до 104 кл/г, а 
загальна чисельність представників мікробіоти зазвичай сягає  104 кл/г – 105 кл/г [2]. Як ми 
бачимо у табл. 2, щільність популяцій ризобій у дослідних зразках складала 102 – 104 КУО/г. 

З літературних даних відомо, що переважна більшість ризобій у пухлинних тканинах є 
авірулентними [2]. Відрізнити патогенні та непатогенні штами можна було за допомогою 
ПЛР-аналізу. 

Рис.1. Дендрограма філогенетичних 
взаємовідносин між штамом Bacillus sp.  
УКМ В7404 та типовими штамами роду 
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Дослідження бактерій, пов’язаних із виноградом, фокусуються переважно на збудниках 
захворювань, таких, як бактеріальний рак рослин, що спричиняється Rhizobium vitis, а іноді 
онкогенними штамами Rhizobium radiobacter [2]. Корончатий гал є одним із небезпечних та 
розповсюджених захворювань винограду. Від наслідків цієї хвороби економічно найбільш 
страждають країни з розвинутим виноградарством та виноробством [15].

Ключовим моментом у циклі розвитку бактеріального раку є систематичне виживання 
R. vitis у рослинах винограду. У 1968 р. Lehoczky J.  вперше показано, що збудник корон-
чатого галу виживає та розповсюджується по ксилемі винограду, що провокує виникнення 
пухлин за різних ушкоджень тканин рослини [9]. У дослідженнях Jager J. et  al. (1989) по-
казано, що R. vitis зберігаються у шарі тканини, яка знаходиться безпосередньо під корою 
[7]. Також онкогенні R. vitis можуть потрапити у ґрунт із залишками лози хворої рослини, 
де зберігаються, як сапрофіт, протягом декількох років [3]. Martins G. et  al. (2013) вивчали 
екосистему двох виноградників. За допомогою аналізу послідовності 16S РНК встановлено 
наявність бактерій R. vitis та  R. radiobacter у корі винограду та ґрунті [10].

Метою даної роботи було вивчення чисельності ризобій у тканинах пухлин із виноградників 
півдня України та виявлення патогенних штамів R. vitis.   

Матеріали і методи. Матеріалом дослідження слугували тканини пухлин, відібрані з рос-
лин винограду сорту Каберне Совіньон з двох господарств Одеської та Миколаївської обла-
стей. Усього досліджено по 10 зразків пухлин з кожного виноградника.

Відбирали пухлини, які утворилися на місці щеплення та на штамбі біля основи куща. 
Пухлини ретельно мили під проточною водою, ополіскували стерильною дистильованою во-
дою, після чого бактерії з пухлин виділяли двома способами. 

Для підрахунку чисельності ризобій тканини новоутворень розтирали у стерильній 
дистильованій воді, потім суспензії, що отримали, висівали на середовище Рой і Сасера [1, 
11]. Посіви культивували впродовж 5 днів за температури 28 ºС. 

Для підрахунку загальної чисельності бактерій здійснювали висіви з серійних розведень 
суспензій із розтертих пухлин на середовище LB. Культивували 24 години за температури 
28 ºС.  

Результати дослідів обраховували за допомогою статистичного пакету Microsoft Word 
Excel. Чисельність бактерій виражали як середнє значення з 5 повторностей із конфіденційним 
інтервалом на рівні 95 %. 

Для виділення патогенних ризобій великі пухлини подрібнювали на фрагменти розмірами 
5х5 мм і поміщали зрізами донизу на тверде середовище Рой і Сасера [1, 11]. Колонії R. vitis 
виростали під фрагментами пухлини. 

Колонії ризобій виявляли за характерною для них морфологією: розмір 3–5 мм у діаметрі, 
слизові, білі, мають рожеву середину за рахунок відновлення тетразоліумхлориду, доданого 
у середовище. З колоній здійснювали пересів на скошений картопляний агар і накопичену 
біомасу використовували для виділення ДНК. 

© Н.В. Коротаєва, Н.В. Ліманська, 2015



ISSN 0201-8462. Мікробіол. журн., 2015, Т. 77, № 2 29

2
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Автор
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За позитивний контроль слугував патогенний штам Rhizobium radiobacter C58 (штам 
було люб’язно надано доктором біологічних наук Ф.І. Товкачем).

Облік результатів ПЛР проводили за допомогою електрофорезу. Для цього готували 1,5 % 
агарозний гель у трисборатному буфері (ТБЕ). Гелеву платівку забарвлювали окремо після 
завершення електрофорезу бромистим етидієм (0,5 мкг/мл). Результати ПЛР враховували за 
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Результати та їх обговорення. Загальна чисельність усіх представників мікробіоти 
пухлин, що здатні до росту на середовищі LB, складала від (2,3 ± 0,8) х 103 до (7,3 ± 0,4) х 
105 КУО/г (табл. 2).  

Така різниця могла бути обумовлена різним станом досліджуваних рослин. У рослин, де 
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зразках, відібраних на даному винограднику, загальна чисельність мікробіоти була менше на 
1-2 порядки від такої на винограднику Одеської області, де пухлини були більш молодими. 
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Дослідження бактерій, пов’язаних із виноградом, фокусуються переважно на збудниках 
захворювань, таких, як бактеріальний рак рослин, що спричиняється Rhizobium vitis, а іноді 
онкогенними штамами Rhizobium radiobacter [2]. Корончатий гал є одним із небезпечних та 
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страждають країни з розвинутим виноградарством та виноробством [15].

Ключовим моментом у циклі розвитку бактеріального раку є систематичне виживання 
R. vitis у рослинах винограду. У 1968 р. Lehoczky J.  вперше показано, що збудник корон-
чатого галу виживає та розповсюджується по ксилемі винограду, що провокує виникнення 
пухлин за різних ушкоджень тканин рослини [9]. У дослідженнях Jager J. et  al. (1989) по-
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де зберігаються, як сапрофіт, протягом декількох років [3]. Martins G. et  al. (2013) вивчали 
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Для підрахунку чисельності ризобій тканини новоутворень розтирали у стерильній 
дистильованій воді, потім суспензії, що отримали, висівали на середовище Рой і Сасера [1, 
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Таблиця 2
Загальна чисельність гетеротрофних бактерій (КУО/г) та ризобій (КУО/г)

у тканинах пухлин винограду

№
Господарство Одеської області Господарство Миколаївської області

Загальна чисельність
бактерій Ризобії Загальна чисельність

бактерій Ризобії

1 (1,8 ± 0,3) х 105 (1,2 ± 0,1) х 104 (3,2 ± 0,1) х 103 (0,8 ± 0,1) х 102

2 (2,8 ± 1,1) х 104 (1,5 ± 0,3) х 103 (4,4 ± 0,2) х 104 (1,3 ± 0,4) х 102

3 (3,2 ± 0,9) х 105 (1,3 ± 0,3) х 104 (4,8 ± 0,3) х 105 (2,1 ± 0,1) х 102

4 (7,3 ± 0,4) х 105 (2,1 ± 0,1) х 104 (5,2 ± 1,1) х 105 (2,5 ± 0,4) х 103

5 (5,4 ± 0,8) х 105 (1,1 ± 0,2) х 104 (3,4 ± 1,1) х 105 (1,4 ± 0,1) х 102

6 (2,1 ± 0,7) х 105 (2,1 ± 0,2) х 104 (2,3 ± 0,8) х 103 (1,3 ± 0,4) х 102

7 (6,2 ± 1,7) х 105 (2,1 ± 0,4) х 103 (3,4 ± 1,7) х 105 (1,5 ± 0,5) х 102

8 (4,2 ± 2,1) х 105 (1,1 ± 0,1) х 104 (5,2 ± 0,5) х 105 (1,2 ± 0,2) х 102

9 (5,8 ± 0,2) х 105 (1,8 ± 0,3) х 104 (4,0 ± 0,8) х 105 (2,3 ± 0,2) х 102

10 (4,1 ± 0,2) х 105 (1,2 ± 0,1) х 104 (6,1 ± 0,4) х 105 (1,3 ± 0,2) х 103

У ролі первинних праймерів для виявлення патогенності досліджуваних штамів за да-
ними літератури було рекомендовано використовувати праймери до послідовності virC [7]. 
Продукти генів virC беруть участь у вирізанні Т-ДНК з Ті-плазміди і володіють здатністю 
стимулювати цей процес. Праймери VCF3/VCR3 [14] було обрано через те, що вони були 
визнані кращими для виявлення патогенних R. vitis і R. radiobacter згідно з дослідженням 
Kumagai et al. [7]. Надалі проводили ПЛР з праймерами virD2, специфічними для ДНК пато-
генних R. radiobacter, R. vitis та  R. rhizogenes, і з праймерами ipt, що не зв'язуються з ДНК 
виду R. rhizogenes, який не являє загрози для винограду [1]. 

Серед 41 ізолята, виділеного із зразків, відібраних із винограднику Одеської області, па-
тогенними виявилися 2 штами (R. vitis ONU388 та R. vitis ONU389 – 4,9 % від кількості усіх 
штамів), а серед 32 ізолятів, що утворювали ризобієподібні колонії,  відібраних із рослин 
винограднику Миколаївської області, – 1 штам (R. vitis ONU390 – 3,1 % від кількості усіх 
досліджених штамів) (рис. 1). 

 
 Рис. 1. Електрофореграма продуктів ПЛР з праймерами VCF3/ VCR3 до послідовності 

гена virC: 1, 2, 4, 611 – ДНК непатогенних ізолятів; 3 – ДНК штаму R. vitis 390; 5 – ДНК 
контрольного штаму R. radiobacter C58; М – маркери молекулярної маси (908 п.о; 659 п.о.; 

521п.о.; 403 п.о.; 281 п.о.; 257 п.о.; 226 п.о.; 100 п.о.; 90 п.о.).
Одержані результати збігаються з даними попередніх дослідників, що вказують на 

присутність у пухлинах переважної кількості авірулентних штамів R. vitis і R. radiobacter. 
Частина таких штамів, ймовірно, є представниками нормальної мікробіоти рослини, а 
решта – штамами, що індукували пухлинний процес, а потім стали мутантними за генами 
патогенності внаслідок впливу захисних факторів рослини [2].

У подальшому патогенні штами тестували у ПЛР з використанням праймерів до 
послідовностей гена ipt, гена  virC (праймери VCFb3/VCRb3) та virD2 плазміди патогенності 
(рис. 2). 
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ПроЯв ФаКторів ПатоГенності у 
біоПлівКоутворЮЮчиХ та неФормуЮчиХ біоПлівКу 

штамів STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS
Проведено визначення ступеня прояву факторів патогенності: гемолітичної, ліпазної, лецитиназ-

ної активностей, а також здатності до адгезії у 20 біоплівкоутворюючих і 17 неформуючих біоплівку 
штамів Staphylococcus epidermidis. Встановлено, що повний гемоліз та ліпазну активність виявляли всі 
біоплівкоутворюючі штами S. epidermidis, лецитиназну активність спостерігали у 80 % біоплівкоутво-
рюючих штамів. Серед неформуючих біоплівку штамів повний гемоліз та ліпазну активність спостері-
гали у 89 %, лецитиназну – у 71 % штамів. 

Досліджені біоплівкоутворюючі та неформуючі біоплівку штами S. epidermidis виявляли здатність 
до адгезії на клітинах букального епітелію людини. Встановлено, що всі біоплівкоутворюючі штами 
S. epidermidis були високоадгезивними, найвищий ІАМ становив 11,84. 

З’ясовано, що серед неформуючих біоплівку штамів S. epidermidis були низько-, середньо- та висо-
коадгезивні. Середній ІАМ неформуючих біоплівку штамів S. epidermidis виявився у 3 рази нижчим, по-
рівняно з середнім ІАМ біоплівкоутворюючих штамів і складав 3,2. 

Ключові слова: біоплівка, біоплівкоутворюючі та неформуючі біоплівку штами, адгезивні властивос-
ті, букальний епітелій; гемолітична, ліпазна та лецитиназна активність, Staphylococcus epidermidis. 

Останнім часом показана можливість існування бактерій у формі складноорганізованного 
співтовариства – біоплівки, що має місце як у навколишньому середовищі, так і у організмі 
людини, де може ускладнювати протікання інфекційного процесу. Перебіг останнього 
ускладнюється за рахунок набуття бактеріями у біоплівковій структурі посилення стійкості 
до факторів довкілля, таких, як температура, показники рН тощо, з одного боку, та до 
антибіотиків, які використовують у лікуванні інфекцій – з іншого боку. Відкриття бактерій у 
біоплівковій культурі якісно змінило погляди на особливості перебігу, терапію і профілактику 
інфекційних захворювань. 

У процесі формування біоплівки одним із важливих факторів є здатність мікроорганізмів 
до адгезії [4]. Адгезія до біологічних об’єктів (клітин, тканин, стінок судин) пов’язана зі 
специфічною взаємодією білків-адгезинів або лектинів фімбрій екзоплазматичного ком-
партмента бактеріальної клітини з рецепторами або певними доменами поверхні мембран 
клітин-хазяїв. При цьому колонізаційна резистентність макроорганізму більшою мірою за-
лежить від сукупності факторів, які перешкоджають прикріпленню та розмноженню бактерій 
на слизових оболонках. Суттєва роль при цьому належить нормальній мікрофлорі слизової 
оболонки, її конкурентним взаємовідносинам з патогенною мікрофлорою та фізіологічному 
стану клітин макроорганізму [9]. Тому саме процес адгезії мікроорганізмів є початковою лан-
кою у розвитку інфекційного процесу та формуванні біоплівки.

Вважається, що здатність до біоплівкоутворення є додатковим фактором патогенності. 
Серед умовно-патогенних бактерій одними з найпоширеніших збудників інфекцій, що 
ускладнені утворенням біоплівки, є стафілококи. Відомо, що стафілококи є збудниками 
значної частини позалікарняних та нозокоміальних інфекцій [11]. Основні ураження викли-
кають S. aureus і S. epidermidis [3, 7], які можуть колонізувати та вражати органи і тканини 
організму людини, демонструючи при цьому широкий діапазон адаптаційних можливостей. 
Для S. epidermidis типовими є ураження, пов’язані з колонізацією різних поверхонь, в тому 
числі протезів, катетерів, дренажів, або гематогенне розповсюдження після хірургічного втру-
чання, а також інфекційні ураження шкіри та м’яких тканин, кісток, суглобів, сечовидільної 
системи тощо [12]. 

Патогенні властивості кожного окремого штаму стафілококу визначаються загальною 
дією факторів патогенності, токсинів та інвазивних властивостей даного штаму. При цьому 
вірулентність різних штамів значною мірою відрізняються між собою [6].

В зв’язку з вище сказаним, метою роботи було визначити ступінь прояву факторів 
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Summary
The total number of microbiota from grape crown gall tissues ranged from (2,3 ± 0,8) х 103  to (7,3 ± 0,4) 

х 105 CFU/g. The amount of bacteria from Rhizobium genus reached from (1,2 ± 0,2) х 102 to (2,1 ± 0,2) х 
104 CFU/g depending on a tested plant. It was found out that only a small percentage of the strains (3,1 – 4,9%) 
were oncogenic. New pathogenic strains (R. vitis ONU388, R. vitis ONU389 and R. vitis ONU390) possessing 
plasmid genes of pathogenicity virC, іpt and virD2 were isolated.    
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