
Вступ

Встановлення систематичного положення 
більшості мікроорганізмів, зокрема коринебак-
терій, неможливе без застосування поліфазної 
таксономії, яка базується на використанні гено-
типної, фенотипної та філогенетичної інформа-
ції про організми [1–3]. При цьому водночас із 
дослідженням молекулярно-генетичних ознак 
вивчають морфологію, ультраструктуру, фізіо-
лого-біохімічні, хемотаксономічні, антигенні та 
інші властивості мікроорганізмів. У таксономіч-
них дослідженнях різних груп бактерій успішно 
використовують дані щодо складу клітинних 
білків, визначеного методом електрофорезу у 
поліакриламідному гелі у присутності додецил-
сульфату натрію (SDS) з подальшим нумерич-
ним аналізом електрофореграм [4–6]. Застосу-
вання нумеричного аналізу дає змогу групувати 
найподібніші між собою штами бактерій та здій-
снювати розподіл видів у межах роду з ураху-
ванням ступеня їхньої спорідненості за білкови-
ми спектрами. Це, своєю чергою, дає змогу з ви-
соким ступенем вірогідності вибудовувати 
«ланцюг» родинних взаємозв’язків між штама-
ми, оскільки групування бактерій за електрофо-
ретичними білковими профілями, як правило, 
збігається з результатами ДНК-гібридизації та 
досліджень філогенетичних ознак [7–10]. 

У проведених раніше дослідженнях [11] було 
охарактеризовано білкові профілі представників 
видів Corynebacterium glutamicum, Corynebacte-
rium ammoniagenes, Corynebacterium vitaerumi-
nis, Corynebacterium variabilе та Corynebacterium 
sp. (Brevibacterium stationis) УКМ Ас-719, який 
за сучасною класифікацією віднесений до виду 
Corynebacterium stationis [12].

Метою цієї роботи було дослідження елек-
трофоретичних спектрів поверхневих білків 
представників видів Corynebacterium fl avescens і 
Corynebacterium terpenotabidum та визначення 
на основі нумеричного аналізу ступеня спорід-
неності за згаданою ознакою цих та інших видів 
непатогенних коринебактерій.

Матеріали та методи

Об’єктами досліджень були штами непато-
генних видів коринебактерій – Corynebacterium 
fl avescens УКМ Ас-611Т (Т-типовий для виду 
штам), Corynebacterium terpenotabidum УКМ Ас-
610Т, Corynebacterium glutamicum (УКМ Ас-673, 
УКМ Ас-674, УКМ Ас-675, УКМ Ас-714, УКМ 
Ас-715, УКМ Ас-733), Corynebacterium ammoni-
agenes УКМ Ас-732Т, Corynebacterium vitaerumi-
nis УКМ Ас-718Т, Corynebacterium variabilе 
(УКМ Ас-716 і УКМ Ас-717Т) та Corynebacterium 
stationis УКМ Ас-719Т, які підтримуються в Укра-
їнській колекції мікроорганізмів (УКМ). Для по-
рівняння було залучено штам Brevibacterium 
linens УКМ Ас-728 як представник типового ви-
ду роду Brevibacterium. 

Препарати поверхневих білків клітин кори-
небактерій одержували екстракцією з інтактних 
клітин добових культур 1 % розчином SDS 
(«Serva», Німеччина) у 0,15 М розчині NaCl, pH 
4,5, як описано раніше [13]. Вміст білків у пре-
паратах визначали методом Лоурі, вуглеводів – 
антроновим методом [14]. Електрофорез зразків 
проводили у системі ПААГ-SDS («Sigma», 
США) за Laemmli із застосуванням 14 % гелів, 
як описано у праці [11]. Для візуалізації електро-
фореграм застосовували фарбування гелів кума-
сі блакитним R-250 («Serva», Німеччина). Для 
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визначення молекулярних мас (Мm) використо-
вували комерційний набір маркерних білків 
LMW («Bio-Rad», США): фосфорилаза В 
(97,4 кДа), альбумін (66,2 кДа), овальбумін 
(45,0 кДа), карбонатангідраза (31,0 кДа), інгібі-
тор трипсину (21,5 кДа), лізоцим (14,4 кДа). Роз-
рахунок молекулярних мас білків після скану-
вання гелів проводили за допомогою спеціальної 
комп’ютерної програми TotalLab v1.10. Останню 
адаптовано для подальшого використання одер-
жаних даних у створених нами програмах роз-
рахунку коефіцієнта подібності (КП) препаратів 
за складом білків (так званий Dice Coeffi cient) 
і кластерного аналізу. На підставі проведеного 
аналізу було побудовано дендрограми спорідне-
ності досліджених штамів за електрофоретични-
ми білковими спектрами із застосуванням мето-
ду незважених парних середніх (unweighted pair-
group method using arithmetic averages, UPGMA) 
[6; 15; 16].

Результати та обговорення

Відомо, що за сучасною класифікацією до ро-
ду Corynebacterium поряд із переважаючою кіль-
кістю (близько 60) видів так званого медичного 
походження, серед яких є представники нор-
мальної мікрофлори та патогенні для людини і 
тварин види, належать «немедичні» (сапрофітні) 
види – C. ammoniagenes, C. callunae, C. casei, 
С. effi ciens, C. fl avescens, C. glutamicum, C. moore-
parkense, C. terpenotabidum, C. stationis, C. varia-
bile і C. vitaeruminis, ізольовані з ґрунту, стічних 
вод, молочних продуктів та інших джерел. У по-
передніх дослідженнях показано, що білкові 
профілі видів C. glutamicum, C. ammoniagenes, 
C. vitaeruminis, C. variabilе та C. stationis харак-
теризувалися видоспецифічним спектром мак-
симально представлених у зразках (мажорних) 
білків і мали значну кількість спільних мінорних 
компонентів [11; 13]. Для встановлення можли-
вості ширшого застосування результатів дослі-
дження білкових спектрів у таксономії роду 
Corynebacterium необхідним є вивчення цієї ха-
рактеристики у якомога більшої кількості шта-
мів різних видів коринебактерій. З огляду на це, 
ми вважали доцільним долучити у дослідження 
типові штами видів C. fl avescens УКМ Ас-611Т і 
C terpenotabidum УКМ Ас-610Т та визначити 
спорідненість за спектрами поверхневих білків 
цих штамів із представниками інших видів кори-
небактерій немедичного походження. 

Аналіз білкових електрофореграм C. fl ave-
scens УКМ Ас-611Т засвідчив, що цей штам ха-
рактеризувався наявністю незначної кількості 
мажорних білків (рис. 1). У препаратах виявлено 
4 таких білки з Мm 39,0; 23,0; 14,4 і 13,5 кДа, 
а також (у значно меншій кількості) білки з Мm 
143,0; 66,0; 55,0; 52,0; 50,0; 44,0; 42,0; 35,0; 33,0; 

31,0; 29,0; 26,0; 25,0; 19,5; 19,0; 18,5; 18,0; 17,0; 
і 16,5 кДа. При вивченні білкового спектру шта-
му C. terpenotabidum УКМ Ас-610Т ідентифіко-
вано 5 мажорних білків із Мm 60,0; 33,0; 28,0; 
14,4 і 13,5 кДа та протеїни з Мm 153,0; 143,0; 
105,0; 55,0; 52,0; 44,0; 42,0; 40,0; 36,0; 35,0; 34,0; 
30,0; 25,0; 23,0; 22,0; 21,0; 19,5; 18,5; 16,5 і 15,5 
кДа, віднесені до мінорних компонентів. 

Рис. 1. Електрофоретичні спектри поверхневих білків 
колекційних штамів коринебактерій: 1 – C. stationis УКМ 
Ac-719Т, 2 – C. ammoniagenes УКМ Ac-732Т, 3 – 
C. vitaeruminis УКМ Ac-718Т, 4 – C. variabilе УКМ Ac-
717Т, 5 – C. variabilе УКМ Ac-716, 6 – C. glutamicum УКМ 
Ac-733, 7 – C. glutamicum УКМ Ac-714, 8 – C. glutamicum 
УКМ Ac-715, 9 – C. glutamicum УКМ Ас-673, 10 – 
С. glutamicum УКМ Ас-УКМ Ас-675, 11 – C. glutamicum 
УКМ Ас-674, 12 – С. terpenotabidum УКМ Ас-610Т, 13 – 
C. fl avescens УКМ Ac-611Т, 14 – маркерні білки

Порівняльний аналіз білкових спектрів шта-
мів C. fl avescens УКМ Ас-611Т і C. terpenotabidum 
УКМ Ас-610Т дав змогу з’ясувати, що, незважа-
ючи на наявність значної кількості спільних біл-
ків, за білковими профілями ці штами відрізня-
лися не лише один від одного (рис. 1), а й від 
інших представників раніше досліджених видів 
непатогенних Corynebacterium. Характерною 
особливістю білкових профілів обох штамів 
(УКМ Ас-611Т і УКМ Ас-610Т) порівняно з ін-
шими видами непатогенних коринебактерій була 
наявність максимальної кількості компонентів у 
зоні гелю, у якій локалізовані біополімери з Мm 
43,0 кДа та менше, і практична відсутність висо-
комолекулярних білків. 

Як ми вже згадували, вивчення складу індиві-
дуальних білків бактерій, як правило, поєднують 
із нумеричним аналізом отриманих електрофо-
ретичних білкових профілів. Для обробки даних 
та визначення коефіцієнтів групової подібності 
мікроорганізмів за певними біологічними озна-
ками використовують спеціалізоване програмне 
забезпечення (наприклад, TotalLab, GelPro Ana-
lyzer, GelPrepar та ін.), серед яких найбільш ши-
роковживаними є Biomage Whole Band analyzer 
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(поширена у США) чи GelCompare (застосову-
ється переважно у Європі). Основною метою за-
стосування згаданого програмного забезпечення 
є мінімізація суб’єктивного впливу дослідника 
під час оцінки електрофоретичних профілів, 
а також значне прискорення і полегшення роз-
рахунків. Сучасне програмне забезпечення дає 
змогу здійснити нормалізацію профілю, вида-
лення фону (який може бути зумовлений пере-
криттям піків), корегування на викривлення ге-
лів тощо. Після цього таблиця з молекулярними 
масами білків може бути використана для підра-
хунку коефіцієнтів їхньої подібності [6]. Залеж-
но від рівня технічного забезпечення лаборато-
рій за допомогою згаданих програм здійснюють 
розрахунок подібності електрофоретичних про-
філів бактерій із врахуванням інтенсивності за-
барвлення індивідуальних білкових смуг (напри-
клад, «соrrelation coeffi cient» чи «simple matching 
coeffi cient»), або лише констатують наявність 
цих смуг у зразках (Dice coeffi cient) [6; 8; 17]. 

На підставі результатів вивчення складу ін-
дивідуальних білків C. fl avescens УКМ Ас-611Т і 
C. terpenotabidum УКМ Ас-610Т розраховано 
коефіцієнти подібності електрофоретичних про-
філів цих культур та проведене їхнє порівняння 
із представниками інших видів непатогенних ко-

ринебактерій (табл. 1). Встановлено, що КП до-
сліджених штамів за білковими спектрами, який 
дозволяє визначати ступінь спорідненості видів 
коринебактерій у межах роду, для штамів одного 
виду становив > 68 %, для філогенетично близь-
ких видів – 65–51 % і для віддалених –  50 %. 

За умови аналізу значного масиву даних для 
встановлення рівня подібності досліджених 
об’єктів та наочної ілюстрації одержаних ре-
зультатів, як правило, застосовують графічні ме-
тоди зображення. Одним із таких методів є ди-
ференційно заштрихована матриця подібності 
[6]. Вважають, що такий спосіб представлення 
експериментальних даних має спрощувати ін-
терпретацію одержаних результатів й полегшу-
вати їхнє сприйняття. У роботі для побудови ди-
ференційно заштрихованих матриць подібності 
досліджених штамів застосовували визначені 
нами для видів роду Corynebacterium діапазони 
подібності значень КП (табл. 1 та рис. 2, а) або 
інтервали подібності, які використовують інші 
автори (рис. 2, б) [6]. У створених матрицях 
подібності кожен діапазон значень заштрихову-
вали таким чином, аби щільність забарвлення 
корелятивно відображала вищі значення КП. 
Проте такий підхід значною мірою залежить від 
довільно обраних дослідниками інтервалів 

Таблиця 1. Коефіцієнти подібності непатогенних коринебактерій за білковими спектрами 

Вид, штам
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C. glutamicum 
УКМ Ас-673
C. glutamicum
УКМ Ас-675

88,4

C. glutamicum
УКМ Ас-674

87,8 81,0

C. glutamicum 
УКМ Ас-715

78,9 71,8 81,1

C. glutamicum 
УКМ Ас-714

73,7 71,8 75,7 88,2

C. glutamicum 
УКМ Ас-733

71,8 70,0 68,4 68,6 68,6

C. vitaeruminis 
УКМ Ас-718Т

62,9 64,7 58,8 58,1 51,6 43,8

C. ammoniagenes
УКМ Ас-732Т

53,7 61,9 45,0 48,6 48,6 52,6 47,1

C. stationis
УКМ Ас-719Т

50,0 53,7 41,0 44,4 38,9 48,6 42,4 61,5

C. variabile 
УКМ Ас-716

42,6 45,8 34,8 32,6 32,6 36,4 35,0 30,4 44,4

C. variabile
УКМ Ас-717Т

53,1 56,0 50,0 44,4 44,4 39,1 42,9 50,0 42,6 50,0

C. fl avescens 
УКМ Ас-611Т

48,8 47,6 50,0 48,6 37,8 31,6 35,3 30,0 30,8 30,1 54,2

C. terpenotabidum 
УКМ Ас-610Т

31,8 40,0 27,9 35,0 35,0 30,4 37,8 41,9 33,3 49,0 39,2 46,5
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діапазону подібності значень КП, тому не дозво-
ляє однозначно трактувати результати під час 
групування мікроорганізмів за дослідженими 
ознаками. 

Більш прийнятною для аналізу електрофоре-
тичних спектрів білків, на наш погляд, є побудо-
ва таксономічних дендрограм із застосуванням 
«критерію середнього зв’язку». Результати, 
представлені у вигляді таких дендрограм, пока-
зують не лише рівень подібності між окремими 
штамами, а й між групами (кластерами) дослі-
джених мікроорганізмів. 

На підставі проведених нами розрахунків 
коефіцієнтів подібності за електрофоретичними 

білковими профілями було побудовано дендро-
граму спорідненості штамів непатогенних кори-
небактерій (рис. 3). Аналіз отриманих результа-
тів засвідчив, що при КП ≥ 48 % досліджені ко-
ринебактерії розподілилися на 5 відокремлених 
груп, кожна з яких об’єднувала різну кількість 
штамів. 

Першу групу утворювали усі штами виду 
C. glutamicum (УКМ Ас-673, УКМ Ас-674 і УКМ 
Ас-675, УКМ Ас-714, УКМ Ас-715, УКМ Ас-
733), для яких встановлено найвищий внутріш-
ньовидовий показник КП (68,4–88,4 %). До дру-
гої групи зараховано штами C. ammoniagenes 
УКМ Ас-732Т та C. stationis УКМ Ас-719Т, по-
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Рис. 2. Результати групування досліджених штамів непатогенних коринебактерій у диференційно заштрихованій 
матриці подібності залежно від діапазону та інтервалу розподілу значень КП: А – діапазон значень КП, визначений 
для непатогенних видів роду Corynebacterium; Б – діапазон значень КП, обраний за літературними джерелами. Щіль-
ність штриховки корелятивно відображає зменшення КП
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казник КП для яких становив 61,5 %. Встановле-
на значна подібність цих штамів за спектрами 
поверхневих білків узгоджується із наведеними 
у літературі результатами аналізу їхніх філоге-
нетичних характеристик [12]. До складу третьої 
групи входили штами C. fl avescens УКМ Ас-611Т 
і C. variabilе УКМ Ас-717Т, рівень подібності 
між якими становив 54,2 % (рис. 4). Четверта 
група, сформована на рівні подібності 51,0 %, 
представлена одним штамом C. vitaeruminis 
УКМ Ас-718Т. Відокремленість C. vitaeruminis 
від інших непатогенних видів роду Corynebacte-
rium підтверджується також результатами 
молекулярно-генетичних досліджень інших ав-
торів [18, 19]. У наших дослідженнях зазначений 
штам за електрофоретичними спектрами білків 
виявляв найбільшу подібність зі штамами виду 
C. glutamicum (рис. 1 та 3). П’ята група містила 
штам C. variabilе УКМ Ас-716 і типовий штам 
виду C. terpenotabidum УКМ Ас-610Т, рівень по-
дібності між якими становив 48,0 % (рис. 3). 
Отримане нами групування вказаних штамів за 
білковими спектрами підтверджується даними 
аналізу 16S рРНК [18; 20]. Слід зазначити, що 
обидва досліджені колекційні штами C. variabilе, 
ізольовані з молочних продуктів, виявилися до-
статньо віддаленими між собою за спектрами 
поверхневих білків. Типовий штам C. variabilе 
УКМ Ас-717Т, описаний раніше як Arthrobacter 
variabilis, близький до штаму C. fl avescens УКМ 
Ас-611Т, що входить до складу мікрофлори по-
верхні «дозріваючих» сирів, натомість C. va-
riabilе УКМ Ас-716, який за старою класифіка-
цією ідентифіковано як Caseobacter polymorphus, 
виявляв найвищий ступінь спорідненості до ви-

діленого з ґрунту типового штаму виду C. terpe-
notabidum УКМ Ас-610Т. Для пояснення цього 
явища необхідно провести додаткове детальніше 
дослідження складу поверхневих біополімерів 
клітин та інших біологічних характеристик вка-
заних штамів C. variabilе.

Визначений середній рівень подібності між 
різними видами непатогенних коринебактерій 
за електрофоретичними спектрами білків не 
перевищував 65 %, що узгоджується із наведе-
ними у літературі даними для представників 
інших родів актинобактерій, зокрема, видів 
Rhodococcus [7] і Brevibacterium [10]. Дуже 
низький (10 %) рівень подібності між білкови-
ми спектрами штамів Corynebacterium і пред-
ставником типового виду роду Brevibacterium – 
B. linens УКМ Ас-728 засвідчує достатньо ви-
соку родову специфічність зазначеної ознаки 
для коринебактерій. 

Висновки

Таким чином, унаслідок проведених дослі-
джень встановлено, що розподіл непатогенних 
коринебактерій за спектрами поверхневих білків 
на окремі кластери відповідав їхній сучасній 
класифікації за іншими фенотипними ознаками, 
а об’єднання більшості штамів у певні групи, як 
правило, збігалося з даними молекулярно-
генетичних досліджень інших авторів [18–20] 
і проведеним нами раніше групуванням цих 
штамів за антигенними властивостями [21; 22]. 
Одержані результати засвідчують, що метод по-
рівняння електрофоретичних білкових профілів 
може бути використаний у комплексі ознак для 
видової діагностики коринебактерій. 

Рис. 3. Таксономічна дендрограма видів непатогенних коринебактерій, побудована на основі нумеричного аналізу 
електрофоретичних спектрів поверхневих білків клітин
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Література

I. Furtat, T. Nogina, L. Mykhalsky 

NUMERIC ANALYSIS OF ELECTROPHORETIC SPECTRA OF SURFACE 
PROTEINS OF NON-PATHOGENIC CORYNEBACTERIA

In this paper it were characterized the protein profi les of cell surface biopolymers of Corynebacterium 
fl avescens UCM Ac-611T and Corynebacterium terpenotabidum UCM Ac-610T strains and compared them 
with other species of non-pathogenic corynebacteria. On the base of the numeric analysis of protein 
elektroforegram the taxonomic dendrogram of the investigated Corynebacterium species was built. The 
consistency of the grouping of corynebacteria based on the electrophoretic spectra of surface proteins with 
their species belonging, indicate about the possibility to use of this feature for the identifi cation of non-
pathogenic corynebacteria.

Keywords: non-pathogenic corynebacteria, surface proteins, electrophoretic protein spectra, numeric 
analysis, dice coeffi cient.
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