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Резюме. У роботі наводиться обґрунтування необхідності вдосконалення методів діагностики життєдіяльності грибів у процесі 
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Вступ
За останні два десятиріччя у структурі дерматозів 

відмічається прогресивне підвищення питомої ваги мі-
котичної інфекції шкіри та її придатків, обумовленої 
патогенними і особливо умовно-патогенними мікро-
міцетами. Розповсю дженість оніхомікозів варіює за-
лежно від країни, але залишається стабільно високою. 
Дослі дження, яке проводилося в 10 країнах світу, по-
казало, що частка оніхомікозів серед усіх захворювань 
стоп інфекційної та неінфекційної природи сягає 30%. 
Захворюваність у загальній популяції земної кулі ко-
ливається у межах 8–13% [4, 13, 14].

Грибкова інфекція спричиняє від 50% до 60% випад-
ків захворювань нігтів. В інших випадках патологія ніг-
тів має негрибкову природу й спричинена багатьма па-
тологічними процесами, зокрема: оніхії та пароніхії при 
різних шкірних захворюваннях (псоріаз, екзема, черво-
ний плоский лишай, червоний вовчак, склеродермія, 
червоний волосяний лишай, бульозні дерматози тощо); 
ураження нігтів при інфекційних захворюваннях не-
грибкової етіології (сифіліс, лепра, туберкульоз, маля-
рія, черевний тиф тощо); травматичні ураження нігтів; 
новоутворення нігтів; ураження нігтів при нервово-пси-
хічних та ендокринних захворюваннях; ураження нігтів 
при ураженні внутрішніх органів (легень, серця і вели-
ких судин); вро джені та спадкові ураження нігтів; про-
фесійні ураження нігтів [1, 5].

На сьогодні для діагностики оніхомікозу застосову-
ють регламентовані методи, що передбачають мікроско-
пічне та культуральне дослі дження. Мікроскопія є 
базовим і найчастіше використовуваним методом ла-
бораторної діагностики оніхомікозів. Нині найчастіше 
використовується мікроскопія незабарвлених препара-
тів із попереднім обробленням (просвітленням) дослі-
джуваного матеріалу. При мікроскопії є необхідність 
дослі джувати декілька препаратів, щоб збільшити 

надійність аналізу й уникнути псевдопозитивних ре-
зультатів [9]. Помилки в мікроскопічній діагностиці 
грибів можуть виникнути у зв’язку з дефектами при-
готування препарату, а також недостатньою досвідчені-
стю лаборанта. Дефекти дослі дження передусім пов’я-
зані з перегріванням препарату, що може призвести 
до випадання кристалів лугу, руйнування матеріалу 
та появи дрібнозернистого розпаду в патологічному 
матеріалі. Лінійне розташування подовжених рівних 
кристалів лугу дуже нагадує нитки септимованого мі-
целію навіть на чистому склі без патологічного мате-
ріалу. Чутливість традиційної мікроскопії сягає тільки 
60%, причому не може бути ідентифікований вид дер-
матофіту [7]. Культуральне дослі дження є високочут-
ливим і специфічним методом лабораторної діагнос-
тики оніхомікозів та вважається «золотим стандартом» 
діагностики. Його необхідно робити незалежно від ре-
зультатів мікроскопії, оскільки культуральний метод 
дозволяє іноді виявляти збудника при негативних да-
них мікроскопії, а також визначати рід і вид збудника. 
Тому культуральне дослі дження залишається тради-
ційним способом мікологічної діагностики в дермато-
логії [9].

Одним із сучасних та перспективних методів діагнос-
тики оніхомікозів вважається молекулярно-генетич-
ний аналіз. Численні дослі дження, проведені з вико-
ристанням молекулярно-генетичного методу, довели, 
що пряме виділення ДНК є більш чутливим, точним 
та швидким, ніж традиційні методи, що базуються 
на культуральному дослі дженні [8]. Ефективний ме-
тод полімераної ланцюгової реакції (ПЛР) розробле-
ний для швидкого виявлення видів дерматофітів безпо-
середньо з клінічних зразків протягом 24 годин. Пряме 
виділення ДНК із клінічних зразків методом ПЛР за-
безпечує швидкий, відтворюваний і чутливий ефект 
для виявлення та розрізнення основних дерматофітів 
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на видовому рівні, незалежно від морфологічних і біо-
хімічних показників [11]. За даними деяких дослідни-
ків, при проведенні порівняльного аналізу даних стан-
дартних методів дослі дження та ПЛР було встановлено, 
що чутливість ПЛР складає 91,9%, тоді як мікроскопія 
та засів лише 75,9% та 47,3% відповідно [5].

Висока чутливість методу ПЛР є надзвичайно важ-
ливим показником для виявлення хворих на оніхомі-
кози та при встановленні факту елімінації збудника 
виникають складності, бо цим методом виявляються 
навіть поодинокі екземпляри ДНК, які у свою чергу 
можуть бути (у зв’язку з впливом антигрибкових за-
собів, які мають властивість накопичуватися у нігтьо-
вих пластинках) нежиттєздатними, тобто не потребу-
вати подальшого впливу лікувальних засобів. Треба 
підкреслити, що лікування оніхомікозів триває зде-
більшого місяцями. Тому скорочення терміну засто-
сування антигрибкових засобів, у першу чергу систем-
них, має дуже велике значення з точки зору зниження 
курсової дози та можливих побічних ефектів їх засто-
сування.

Виявлення РНК у дослі джуваному матеріалі свід-
чило би про життєздатність збудника, але методоло-
гічно це дуже складна задача. Для вирішення цієї за-
дачі було запропоновано використовувати визначення 
комплементарної ДНК (кДНК). кДНК –  це ДНК-копія 
молекули РНК, що виробляється за допомогою зворот-
ної транскриптази, ДНК-полімерази, яка може вико-
ристовувати РНК як матрицю [12, 15].

Метою роботи було дослідити можливість динаміч-
ного спостереження за ефективністю терапії оніхомі-
козів та оцінити доцільність запропонованого методу 
ПЛР зі зворотньої транскрипцією (ЗТ ПЛР) для рутин-
ної лабораторної діагностики щодо визначення життє-
здатності грибів при оніхомікозі.

Матеріали і методи
Дослі дження проводилися в лабораторії імунології, 

патоморфології та молекулярної генетики лаборатор-
но-експериментального відділу Державної установи 
«Інститут дерматології та венерології НАМН України» 
(свідоцтво про відповідність системи вимірювань вимо-
гам ДСТУ ISQ 10012:2005 № 01–0007/2023 від 06 лю-
того 2023 р.).

Зразки нігтьових пластин були отримані від 70 осіб 
віком від 23 до 78 років. Середній вік становив (51,0 ± 
0,7) року. Серед них 47 осіб були проліковані з приводу 
оніхомікозів у клініці Державної установи «Інститут 
дерматології та венерології НАМН України» та 23 паці-
єнти, що були репрезентативні за віком і статтю і скла-
дали групу контролю, в яких були здорові нігтьові плас-
тини без клінічних проявів оніхомікозу з негативними 
результатами мікроскопічного дослі дження.

У дослі дженні взяли участь усього 195 осіб. Серед 
обстежених і пролікованих пацієнтів було 85 чолові-
ків і 110 жінок віком від 23 до 78 років. З них 172 па-
цієнти одержували лікування з приводу оніхомікозу 
стоп і 23 пацієнти

Виділення ДНК і РНК проводили з використанням 
набору реагентів для екстракції тотальної РНК / ДНК 
з клінічного матеріалу RIBO-prep nucleic acid extrac-
tion kit варіант 100, ТОВ «ІнтерЛабСервіс-Україна», 
який містить розчин для лізису, розчин для преципі-
тації, розчини для відмивання та РНК-буфер.

Частину суміші продуктів екстракції тотальної РНК / 
ДНК відбирали для проведення ПЛР з метою підтвер-
дження наявності специфічної ділянки ДНК грибів 
у матеріалі, що дослі джується.

З метою деградації ДНК до суміші продуктів екстрак-
ції тотальної РНК / ДНК додавали розчин ДНКази І, 
вільної від РНКази, з відповідним буфером виробни-
цтва ThermoScientific (Литва) та інкубували при 37 °C 
протягом ночі. Після інкубації частину суміші відби-
рали для проведення ПЛР з метою підтвер дження від-
сутності специфічної ділянки ДНК.

Реакцію зворотної транскрипції (ЗТ) проводили з ви-
користанням набору реагентів REVERTA-FL RT re-
agents kit варіант 100 виробництва AmpliSens. Після ре-
акції ЗТ частину суміші відбирали для проведення ПЛР 
з метою підтвер дження відсутності чи присутності де-
зоксирибонуклеїнової кислоти, яка отримана після ре-
акції зворотної транскрипції (кДНК).

Для проведення ПЛР використовували пандермато-
фітні праймери ITS4 і ITS5, Taq ДНК-полімеразу ви-
робництва ThermoScientific, Литва. ПЛР проводили 
в мікропробірках на 0,6 мл; обсяг реакційної суміші 
у всіх випадках становив 25 мкл [6, 10].

Для ампліфікації використовували наступний темпе-
ратурний та часовий режим: 1 цикл: попередня денату-
рація при 95°C протягом 10 хв. 45 циклів: денатурація 
при 94°C 30 с, ві джиг при 60°C 30 с, елонгація 72°C 30 с.

Детекцію продуктів ампліфікації проводили методом 
електрофорезу в 2% агарозному гелі на трансілюміна-
торі при довжині хвилі 310 нм.

Результати та їх обговорення
При дослі дженні 23 зразків нігтьових пластинок осіб 

контрольної групи методом ПЛР 21 зразок цієї групи 
був негативним і два зразки показали позитивний ре-
зультат на наявність генетичного матеріалу грибів.

Результати проведення ПЛР аналізу представлено 
в табл. 1.

Представляє інтерес аналіз можливих причин двох 
позитивних результатів дослі дження на T. rubrum 
у групі контролю, до яких можна віднести:

1) хибнопозитивний результат, пов’язаний з контамі-
нацією ампліконами. Для виключення цього потрібне 
проведення повторного дослі дження з включенням се-
рії контролів, що дозволяють виключити контамінацію;

2) хибнопозитивний результат може бути наслідком 
випадкового потрапляння збудника в дослі джуваний 
матеріал (ніготь) поза лабораторією. Це може бути 
пов’язано з поширеною контамінацією грибами ото-
чуючого середовища, особливо у разі відвідування ба-
сейнів, лазень загального користування, а також у разі 
наявності мікологічного ураження стоп у осіб, з якими 
проживає людина. У такому разі необхідне посилення 
санітарно-гігієнічних заходів як колективних, так і ін-
дивідуальних;

3) можливо, отриманий позитивний результат ві-
дображає початкову стадію інфекції, коли збудник 
вже впровадився в тканину, але зміну структури його 
ще важко виявити. Потрібне повторне спостереження 
за клінікою.

Для уточнення діагнозу було проведено повторну мі-
кроскопію, ПЛР, специфічну до Т. rubrum, і проведено 
дерматоскопічне дослі дження (як доповнення до ві-
зуальної оцінки). В одного дослі джуваного повторні 
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дослі дження ПЛР, а також мікроскопічні виявилися 
негативними. У зв’язку з тим, що він проживає у склад-
них епідемічних умовах (батьки хворіють на оніхомі-
коз) рекомендовано батьків пролікувати і посилити са-
нітарно-гігієнічні заходи.

У другої особи при дерматоскопічному дослі дженні 
були виявлені перші ознаки початкового оніхомікозу. 
На підставі проведених обстежень пацієнтці постав-
лено діагноз: оніхомікоз і призначена відповідна тера-
пія. Хвора після постановки діагнозу була виключена 
з групи контролю. Можливо, відсутність позитив-
ного результату мікроскопічного дослі дження у цієї 
пацієнтки можна пояснити невеликою ділянкою ура-
ження нігтьової пластинки (яка виявилася непоміт-
ною візуально) і відповідно до незначної кількості 
матеріалу зі збудником, міцелію. Таким чином, вико-
ристання ПЛР-діагностики дозволило виявити оніхомі-
коз на ранній стадії захворювання і вчасно попередити 
подальше поширення інфекції. Після проведеного лі-
кування зразки, отримані від хворої, давали стабільно 
негативні результати, і відзначалося клінічне одужання 
виявлених мікотичних осередків, підтвер джене дерма-
тоскопічним дослі дженням.

Одержані дані підкреслюють необхідність викори-
стання ПЛР діагностики в процесі саногенезу захво-
рювання. Отже, ПЛР забезпечує можливість визначити 
мінімальну кількість ДНК, дозволяючи тим самим ви-
явити генетичний матеріал грибів у концентрації, на-
багато меншій за нижню межу детекції інших діагнос-
тичних тестів.

На попередніх етапах наших дослі джень [2] було ви-
вчено чутливість, специфічність та діагностичну точ-
ність методів дослі дження, що на сьогоднішній день 
використовуються для лабораторної верифікації гриб-
кового ураження нігтьових пластинок. Після відповід-
них розрахунків було доведено перевищення чутливості 
ПЛР над мікроскопічним дослі дженням на 16,0%. Цей 
показник виявився стабільним і в наших дослі дженнях.

Не дивлячись на те, що ПЛР має високу чутливість, 
яка перевищує стандартні методи діагностики оніхомі-
козів та дає можливість виявити навіть поодинокі ек-
земпляри ДНК грибів. Цей метод не відповідає на пи-
тання про життєздатність грибів, не дає можливість 
відповісти на питання, чи потребує подальшого ліку-
вання хворий на оніхомікоз чи ні. Отже, встановлення 
факту життєдіяльності грибів у нігтьових пластинках 
при оніхомікозі дасть можливість відповісти на ці пи-
тання.

Для встановлення факту життєдіяльності гри-
бів, що виявляються методом ПЛР в процесі саноге-
незу, використовували визначення комплементарної 
ДНК (кДНК) –  це ДНК-копія молекули РНК, що ви-
робляється за допомогою зворотної транскриптази, 

ДНК-полімерази, яка може використовувати РНК 
як матрицю [12, 15], яка є копією молекули РНК, 
що виробляється за допомогою зворотної транскрип-
тази, ДНК-полімерази і може використовувати РНК 
як матрицю. Наявність кДНК у нігтьових пластинках 
свідчить про життєздатність грибів [3].

Для визначення кДНК за допомогою ЗТ ПЛР мето-
дом рандомізації було обрано 47 хворих на оніхомікоз 
після лікування. При проведенні ПЛР встановлено, 
що у 15 хворих (31,9%) було виявлено генетичний ма-
теріал грибів, а у 32 (68,1%) результати дослі дження 
були негативними. За результатами ЗТ ПЛР визначено, 
що кДНК виявлено у 9 (19,1%) хворих, що свідчить про 
відсутність елімінації грибів, у зв’язку з чим лікування 
було продовжено. кДНК не виявлено у 6 (12,8%) паці-
єнтів, що свідчило про відсутність життєздатних грибів 
і ці хворі не потребували подальшого лікування.

Використання методу ЗТ ПЛР дозволяє удоскона-
лити алгоритм обстеження після лікування з метою 
встановлення факту елімінації збудника (рис. 1).

Розроблений алгоритм оцінки елімінації збудників 
оніхомікозу з використанням ЗТ ПЛР може бути за-
стосований в якості контролю ефективності лікування 
хворих на оніхомікози. Якщо в нігтьових пластинах хво-
рих методом ПЛР не виявляється ДНК грибів, у паці-
єнта констатують мікологічне видужання. Якщо ме-
тодом ПЛР виявляється генетичний матеріал грибів 
у нігтьових пластинках, то проводиться ЗТ ПЛР. У разі 
негативного результату ЗТ ПЛР пацієнт вважається мі-
кологічно видужаним, а у протилежному випадку –  по-
требує подальшого етіологічного лікування.

Висновки
1. Проведення молекулярного дослі дження ЗТ ПЛР 

дозволяє визначити життєздатність збудників оніхомі-
козів, що дає можливість встановити мікологічну елі-
мінацію та знизити відсоток хибнопозитивних резуль-
татів традиційної ПЛР.

2. Розроблений алгоритм оцінки елімінації збудни-
ків із використанням ЗТ ПЛР може бути застосова-
ний в якості контролю ефективності лікування хворих 
на оніхомікози, коли необхідно визначити наявність або 
відсутність життєздатних збудників.

3. Впрова дження алгоритму дозволить підвищити 
загальну ефективність лабораторного дослі дження, іс-
тотно скоротити терміни її проведення, своєчасно за-
вершити терапію, знизити ймовірність розвитку усклад-
нень.

Таблиця 1. Результати ПЛР діагностики 
в обстежених контрольної групи

Результат ПЛР

Кількість пацієнтів без патології нігтів
(контрольна група)

Абс. %

Позитивний 2 8,6

Негативний 21 91,4

Усього 23 100

Рисунок 1. Алгоритм оцінки елімінації збудників оніхомікозу

Пацієнти після 
лікування оніхомікозу

ПЛР

ДНК– | ДНК +

ЗТ ПЛР

кДНК– | кДНК +

Вилікування Продовжити лікування
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DEVELOPMENT OF THE METHOD FOR ASSESSING THE VIABILITY OF FUNGI USING 
THE POLYMERASE CHAIN REACTION

Kutasevych Ya.F., Oliinyk I. O., Suprun K. H., Sokol O. A.
SE «Institute of Dermatology and Venereology of NAMS of Ukraine»

Abstract. The work provides justification for the need to improve the diagnosing methods of the life activity of fungi in the sanogene-
sis process of onychomycosis. The proprietary technique based on the detection of complementary DNA by reverse transcription of 
the polymerase chain reaction is proposed. The algorithm for evaluating the elimination of onychomycosis pathogens has been given.

Keywords: onychomycosis, diagnosis, polymerase chain reaction with reverse transcription, complementary DNA.
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