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Як відомо, ентерококи входять до складу 

нормальної мікрофлори кишечнику, але досить 

часто їх виділяють за різних патологічних станів 

[1–4, 11]. Однією із складних задач є оцінка 

етіологічного значення ентерококів, вилучених 

із нестерильних локусів макроорганізму, напри-

клад, з раньової поверхні, піхви, кишечнику. До 

останнього часу вирішальне значення у діагнос-

тиці неспецифічних інфекцій при визначенні 

етіологічної значущості надавалося чисельності 

мікроорганізмів, вилучених із клінічного матеріа-

лу. Проте, з’являються роботи, в яких дослідники 

більш суттєвим визнають наявність у виділених 

культур факторів патогенності [6]. Цінність цього 

критерію підвищується при виявленні не одного, 

а декількох факторів, і особливо в патогенетично 

значущій дозі і рівні активності.

Відомо, що наявність у ентерококів комплексу 

факторів патогенності забезпечує можливість їх 

транслокації з місць природного перебування в 

інші органи і тканини, з наступною ініціацією за-

пального процесу і підтриманням його протягом 

тривалого часу [4, 13]. Деякі вчені вважають, що 

при транслокації умовно-патогенної мікрофлори 

(УПМ) із місць природного перебування в інші 

біотопи відбувається модифікація фенотипових 

характеристик мікроорганізмів та збільшення їх 

патогенного потенціалу [7].

До теперішнього часу залишається супереч-

ним питання про етіологічну роль ентерококів 

у виникненні трофічних виразок у хворих на 

цукровий діабет і вивчення генів патогенності, 

на наш погляд, буде сприяти перегляду оцінки 

клінічної ролі ентерококів. Раніше нами було 

проведено вивчення факторів патогенності ен-

терококів на фенотиповому рівні й доведено, що 

пенентрантність та ступінь вираженості протеолі-

тичної, гіалуронідазної та РНК-азної активності 

у штамів корелює з наявністю гнійно-запального 

процесу в екотопі їх вегетування [5].

Мета роботи: визначення генів патогенності: 

asa1 (субстанція агрегації), esp (ентерококовий 

поверхневий протеїн), gelE (желатиназа), cytA 

(цитолізин) і hyl (гіалуронідаза) у Enterococcus 

faecalis за допомогою мультиплексної поліме-

разної ланцюгової реакції (ПЛР).

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

Об’єктом досліджень були 20 штамів Entero-

coccus faecalis, вилучених у хворих на цукровий 

діабет з синдромом “діабетична стопа“, з них 11 

штамів — з поверхні трофічної виразки, 9 — з 

кишечнику цих хворих. Для визначення генів 

патогенності мікроорганізмів роду Enterococcus 

проводили ПЛР-ампліфікацію фрагментів генів, 

які кодують фактори патогенності: asa1, esp, 

cytA, gelE та hyl. Детекція генів патогенності про-

ведена з використанням мультиплексної ПЛР. 

Дослідження проводились на базі лабораторії 

медичної мікробіології разом з Музеєм патоген-

них для людини мікроорганізмів ДУ “Інститут 

епідеміології та інфекційних хвороб ім. Л.В. 

Громашевського АМН України”.

Бактеріальну ДНК для проведення ПЛР-ана-

лізу виділяли з добової культури, для цього ви-

користовувався комерційний набір “ДНК-сорб 

АМ” (“Амплі Сенс”, Росія).

Для детекції генів патогенності використо-

вувались системи праймерів авторів [10]. По-

слідовності праймерів та розміри продуктів амп-

ліфікації наведено у табл. 1. ПЛР проводили 

в об’ємі 50 мкл на ампліфікаторі, що програ-

мується, “Терцік” (“ДНК-технологія”, Росія). 

Реакційна суміш мала такі компоненти: 20 mМ 

Тris HCl (pH 8,3), 2,5 mМ MgCl2, 2,5 од Tag-

полімерази (“Амплі Сенс”, Росія), по 0,1 мкм 

праймерів asa1, gelE і hyl; по 0,2 мкм праймерів 

cylA та esp; 5 мкл бактеріальної суспензії.

ПЛР проводили за таких умов: початко-

ва денатурація при температурі 95°С — 15 хв.; 

30 циклів денатурації при температурі 94°С — 

1 хв.; відпал при 56°С — 1 хв.; елонгація при 

температурі 72°С — 1 хв. В останньому циклі 

ампліфікації етап елонгації при температурі 72°С 
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продовжувався 10 хв. [10]. Продукти ампліфікації 

розділяли в 1,5% агарозному гелі, забарвленому 

розчином бромистого етидію, візуалізували в 

ультрафіолетовому світлі і фотографували.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Сумарні результати, що отримали при ви-

значенні генів патогенності asa1, esp, gelE, cylA 

та hyl у штамів E. faecalis за допомогою ПЛР — 

детекції наведено в табл. 2.

При детекції методом мультиплексної ПЛР ге-

нів патогенності у 13 (65,0±10,9%) штамів E. fae-

calis були візуалізовані амплікони розміром, що 

відповідає відмітці 375 пар нуклеотидів (п.н.) 

на треках маркера молекулярної маси ДНК та 

співпадає з розміром специфічного фрагменту 

гену asa1, що свідчить про наявність субстанції 

агрегації у цих штамів. Слід відмітити, що з 13 

штамів — 7 штамів ізольовано з трофічної ви-

разки, а 6 — з кишечнику цих хворих.

Результати наших досліджень співпадають 

з даними польських вчених, згідно яких ген 

asa1 було визначено у 54% клінічних ізолятів 

[8]. Відомо, що субстанція агрегації обумовлює 

кон’югацію і адгезію до клітин макроорганізму, 

зокрема до епітелію кишечнику, нирок та веге-

тацію на клапанах серця. Деякі вчені вважають 

субстанцію агрегації фактором патогенності 

ентерококів, поясняючи це тим, що частіше 

ген asa1 визначається серед клінічних ізолятів 

[4, 14].

Ген патогенності esp, який кодує ентероко-

ковий поверхневий білок, було визначено із ДНК 

9 (45,0±11,1%) штамів, з них 3 штами вилучено з 

трофічної виразки, а 6 — з кишечнику цих хворих. 

Роль esp гену до кінця не визначена, вважають, 

Таблиця 1

Перелік праймерів, використаних у роботі

ген Фактор патогенності Праймер Послідовність праймера, 5’–3’ Розмір продукту 
(пар нуклеотидів)

asa1 Aggregation substance
ASA 11 GCACGCTATTACGAACTATGA

375
ASA 12 TAAGAAAGAACATCACCACGA

hyl Gelatinase
GEL 11 TATGACAATGCTTTTTGGGAT

213
GEL 12 AGATGCACCCGAAATAATATA

cylA Cytolysin
CYT I ACTCGGGGATTGATAGGC

688
CYT IIb GCTGCTAAAGCTGCGCTT

esp
Enterococcal surface 

protein
ESP 14F AGATTTCATCTTTGATTCTTGG

510
ESP 12R AATTGATTCTTTAGCATCTGG

hyl Hyaluronidase
HYL n1 ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG

276HYL n2 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA

Таблиця 2

Результати патогенотипування штамів E. faecalis, ізольованих від хворих на цукровий діабет

Комбінація генів 
патогенності 

asa1 esp gelE cylA hyl
Штами

Абс. M±m%

+ + + + – 2 10,0±6,7

+ – + + + 1 5,0±4,9

+ + + – – 3 15,0±8,0

+ – + + – 3 15,0±8,0

+ – + – – 4 20,0±9,0

– + + – – 2 10,0±6,7

– + – – – 1 5,0±4,9

– – + + – 1 5,0±4,9

– – + – – 2 10,0±6,7

– – – – + 1 5,0±4,9
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що він обумовлює адгезію та колонізацію енте-

рококів та дозволяє уникати впливу ефекторів 

імунологічної відповіді [4, 12].

Із ДНК 7 (35,0±10,9)% штамів було отрима-

но продукт ампліфікації розміром 688 п.н., що 

характерно для гена cylA. Серед них з трофічної 

виразки виділено 3 штами, а з кишечнику — 4 

штами. Цитолізин — цитолітичний (зокрема, 

гемолітичний) токсин білкової природи, який має 

також властивості бактеріоцина. Цитолізин з ви-

сокою частотою виявляється у штамів E. fae calis, 

вилучених при інфекціях різної локалізації [13].

Встановлено, що кількість штамів з геном gelE, 

який кодує протеазу, становила 18 (90,0±6,7%), 

з них 11 (61,1±11,5%) штамів ізольовано з трофіч-

ної виразки, а 7 (38,9±11,5%) — з кишечнику цих 

хворих (p>0,05, різниця не достовірна). Протеаза 

ентерококів є позаклітинною металопротеазою, 

яка гідролізує желатин, казеїн, гемоглобін та 

інші біоактивні пептиди, тим самим спричиняє 

цитотоксичну дію. Згідно даних деяких вчених 

ген gelE найчастіше виявляється у штамів, ви-

лучених з клінічного матеріалу, ніж у здорових 

осіб [3, 4, 9, 11]. Також вважають, що продукція 

желатинази сприяє транслокації фекальних ен-

терококів в інші біотопи організму [15].

Наші експерименти показали, що у 4 (20,0±

±9,0%) штамів, ізольованих з кишечнику, визна-

чено продукт ампліфікації розміром 276 п.н., який 

свідчить про наявність гену hyl (Hyaluronidase). 

Цей ген кодує гіалуронідазу — фактор, що під-

вищує інвазійну властивість мікроорганізмів 

за рахунок розщеплення гіалуронової кислоти 

в мембранах клітин сполучної тканини макро-

організму. Слід відмітити, що 1 штам було ви-

лучено з трофічної виразки, а 3 — з кишечнику 

цих хворих. У науковій літературі описані штами 

E. faecalis, які продукують гіалуронідазу, серед 

мікроорганізмів, що викликають хвороби пері-

одонту [13].

Як видно з табл. 2, гени патогенності у дослід-

них штамів знаходились в різних комбінаціях.

Встановлено, що частіше зустрічались штами 

з комплексом 2–3 генів, питома вага таких штамів 

складала 13 (65,0±10,9%). Слід підкреслити, що 

лише у 2 (10,0±6,7%) штамів було визначено по 

одному гену.

На рисунку представлено приклад електро-

фореграми продуктів ампліфікації ДНК фраг-

ментів генів asa1, esp, gelE, cylA та hyl штамів 

E. faecalis.

ВИCНОВКИ

1. Проведені нами дослідження показали 

доцільність використання мультиплексної по-

лімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) для визна-

чення генів патогенності мікроорганізмів роду 

Enterococcus.

2. Встановлено, що у штамів E. faecalis, вилу-

чених з кишечнику та трофічної виразки хворих 

на цукровий діабет, визначено гени патоген-

ності: gelE, asa1, esp, cylA, і hyl з частотою 18 

(90,0±6,7%), 13 (65,0±10,9%), 8 (40,0±11,2%), 

7 (15,0±8,2%), та 2 (10,0±6,7%) відповідно.

3. Встановлено, що найбільш частіше у шта-

мів E. faecalis зустрічався ген патогенності gelE, 

що кодує желатиназу — білок, який спричиняє 

цитотоксичну дію.

4. Доведено, що у більшості штамів E. faecalis 

13 (65,0±10,9%) було визначено комплекс із 2–

3 генів патогенності.

Автор висловлює подяку за технічну допомогу 

у проведенні досліджень провідному науково-

му співробітнику лабораторії медичної мікро-

біології з Музеєм мікроорганізмів ДУ “Інсти-

тут епідеміології та інфекційних хвороб імені 

Л.В. Громашевського АМН України” к.м.н., 

с.н.с. Ж.Е. В’ялих.
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ДЕТЕКЦИЯ ГЕНОВ ПАТОГЕННОСТИ 
У ENTEROCOCCUS FAECALIS ПРИ ПОМОЩИ 

МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ ПОЛИМЕРАЗНОЙ 
ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ

Л.Г. Мироненко

В статье представлены результаты патогенотипи-

рования 20 штаммов E. faecalis, выделенных из кишечни-

ка и поверхности трофической язвы больных сахарным 

диабетом с синдромом “диабетическая стопа”. В реакции 

ПЦР установлено, что у штаммов чаще всего определял-

ся ген патогенності gelE 18 (90,0±6,7%). Гены asa1, esp, 

cylA, hyl выявлялись в 13 (65,0±10,9%), 9 (45,0±11,1%), 

7 (15,0±8,2%) и 4 (20,0±9,0%) случаях соответственно.

DETECTION OF GENES OF PATHOGENICITY 
IN ENTEROCOCCUS FAECALIS BY MULTIPLEX 

POLYMERASE CHAIN REACTION
L.G. Myronenko

In article results of detection Genes of pathogenicity 

in 20 strains E. faecalis, isolated from patients by a diabe-

tes with a syndrome “diabetic foot”. It is established that at 

strains the gene of pathogenicity gelE 18 (90,0±6,7%) was 

mostly determined. Genes asa1, esp, cylA, hyl came to light 

in 13 (65,0±10,9%), 9 (45,0±11,1%), 7 (15,0±8,2%) and 

4 (20,0±9,0%) cases accordingly.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo true
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


