
Вісник ОНУ Том 9, випуск 1, 2004. Мікробіологія і вірусологія

УДК 579.825.11:579.842.11:576.52:579.264

І. Г. Царук’янова *,  асп., І. Б. Сорокулова \ ст. наук, співроб.,
А. І. Осадча \ ст. наук, співр., Н. О. Єлинська 2, доц.
1 Інститут мікробіології і вірусології НАН України, 
вул. Академіка Заболотного, 154, Київ, 03143, Україна

2 Одеський національний університет ім. І. І. Мечнікова, 
кафедра мікробіології і вірусології,
Шампанський пров., 2, Одеса, 65058, Україна

АНТАГОНІСТИЧНІ ТА АДГЕЗИВНІ ВЛАСТИВОСТІ 
ПРОБІОТИЧНИХ ШТАМІВ БАКТЕРІЙ

Штами Bacillus subtilis УКМВ-5007 і Escherichia coli М 17 є перспективни­
ми для створення комплексного пробіотика. Вивчали антагоністичну та 
адгезивну властивісті досліджуваних штамів, а також їх асоціативної куль­
тури, в залежності від умов культивування.
Ключові слова: Bacillus subtilis УКМВ-5007, Escherichia coli М 17, адгезія, 
антагоністична активність.

Значне погіршення екологічної обстановки, збільшення стресових 
ситуацій, а також масове використання хіміотерапевтичних препара­
тів — ось фактори, що негативно впливають на склад нормобіоти лю­
дини, викликаючи тим самим дисбіоз шлунково-кишкового тракту 
(ШКТ). Одним з ефективних засобів для ліквідації цих порушень і 
покращення травлення є біотерапія за допомогою пробіотиків.

Пробіотики — препарати, виготовлені з живих мікробних культур, 
представників резидентно!' або транзиторної мікробіоти. Основні меха­
нізми захисту макроорганізму від колонізації патогенними і умовно- 
патогенними видами мікроорганізмів, що здійснюються представника­
ми нормобіоти, це конкуренція за специфічні місця зв'язування з 
рецепторами епітеліальних клітин та виражений антагонізм, направле­
ний проти патогенів [1, 2, 3]. Саме тому одними з найважливіших 
характеристик штамів при відборі їх з метою використання для отри­
мання біопрепаратів є антагоністична та адгезивна властивості.

Метою роботи було виявлення оптимального співвідношення клітин 
штамів В. subtilis і Е. coli для прояву високої антагоністичної актив­
ності по відношенню до тест-культур патогенних та умовно-патоген­
них мікроорганізмів, а також дослідження адгезивних властивостей 
цих штамів в моно- та асоціативній культурі за різних умов культи­
вування.

Матеріали і методи дослідження
Роботу провадили на базі Державного науково-дослідного інституту 

стандартизації і контролю медичних біологічних препаратів імені

234 © І. Г. Царук’янова, І. Б. Сорокулова,
А. І. Осадча, Н. О. Єлинська



Антагоністичні та адгезивні властивості бактерій

Л. А. Тарасевича Міністерства охорони здоров’я Російської Федерації 
та Інституту мікробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного НАН 
України. Об'єктами дослідів були штами В. subtilis УКМ В-5007 і 
Е. соїі М 17 — складові препаратів біоспорину і колібактерину, що 
використовуються для профілактики і лікування дисбіозів шлунково- 
кишкового тракту [5].

Штами бактерій вирощували на тужавому поживному середовищі, 
змивали забуференим фізіологічним розчином, готували суспензії 
клітин з концентрацією 0,54109 кл/мл та змішували у співвідношен­
нях 1:1, 1:2, 1:4, 2:1, 4:1.

Антагоністичні властивості штамів бактерій та їх асоціативних 
культур по відношенню до тест-культур Staphylococcus aureus 209, 
Е. соїі 028, Candida albicans 690, Salmonella typhimurium 11, Proteus 
vulgaris U-8, Citrobacter sp. D 28, Serratia sp. D 52, Pseudomonas 
aeroginosa 4141, Staphylococcus aureus D 7, Streptococcus faecium D 48, 
Enterobacter sp. D 7, E. соїі ATCC 25922, Shigella flexneri 36/59, 
Klebsiella oxytoca D 45, Candida albicans D 69 досліджували за допо­
могою методу відстроченого антагонізму [6]. Всі вище перераховані 
штами були виділені від дітей, страждаючих на дисбіоз ШКТ. Отри­
мані дані порівнювали з контролем — зонами затримки росту в мм 
тих самих тест-культур окремими штамами Е. соїі і В. subtilis.

Вивчення адгезивних властивостей штамів мікроорганізмів та їх 
асоціації у співвідношенні 1:1 здійснювали на моделі клітин макроор­
ганізму — формалінізованих еритроцитах крові людини 0/1 групи 
Rh(+). Для глибинного культивування використовували синтетичне 
середовище М-9 [7]. Залежно від поставлених цілей досліду отримані 
суспензії відмивали або не відмивали від метаболітів за допомогою 
центрифугування і змішували з еритроцитами крові у співвідношенні 
1:1. Для оцінки адгезивних властивостей мікроорганізмів використо­
вували середній показник адгезії (СПА), який вираховували за серед­
нім числом мікроорганізмів на поверхні одного еритроцита. Підрахо­
вували еритроцити в п’яти полях зору [8].

Із всієї кількості підрахованих еритроцитів визначали відсоток 
клітин, що несли на своїй поверхні клітини бактерій (коефіцієнт К).

Використовуючи значення СПА і коефіцієнта К, підраховували ін­
декс адгезивності мікроорганізмів (ІАМ) за такою формулою:

ТАЛЛ. СПА 100% ІАМ=-------------- ,К
Згідно даних В. І. Бріліса та співавт. [9], мікроорганізми вважали 

неадгезивними при ІАМ < 1,75, низькоадгезивними при ІАМ від 1,76 
до 2,5, середньоадгезивними — від 2,51 до 4,0 і високоадгезивними 
при ІАМ > 4 [8].

Статистичну обробку отриманих результатів з обчисленням серед­
ніх арифметичних даних, їх довірчих інтервалів та ступеня вірогідно­
сті провадили за допомогою комп'ютерної програми MS Excell 7.0.
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Результати дослідження
Відомо, що бактерії роду Bacillus характеризуються високою антаго­

ністичною активністю завдяки антибіотичним сполукам, що продуку­
ють, здатні пригнічувати патогенну мікробіоту, яка викликає дисбіоз 
ШКТ [5]. В наших експериментах при порівнянні значень цього важли­
вого показника досліджуваного штаму В. subtilis УКМВ-5007 зі шта­
мом Е. coli М 17 видно, що культура бацил дійсно характеризується 
більш вираженим антагонізмом до обраних тест-культур (табл. 1).

Прояв антагоністичної активності штамами Bacillus subtilis 
УКМВ- 5007 і Escherichia coli М 17 до умовно патогенних 

та патогенних тест-культур мікроорганізмів

Таблиця 1

Співвідношення 
В. subtilis :Е. coli

Зона затримки росту тест-культур. мм ( М ± т)

Salmonella 
typhimurium 11

Staphylococcus 
aureus 209

Escherichia 
coli 028

Candida 
albicans 690

1 : 1 12,2 ± 1,8 23,8 ±2,7 19,2 ±2,4 23,1 ± 1,8

1 :2 10,1 ±1,4 20,1 ± 1,4 16,3 ±2,1 23,3 ± 1,9

1 :4 9,3 ± 1,0 14,7 ±1,4 14,4 ± 1,4 18,5 ± 1,4

2 : 1 12,5 ± 1,9 21,3 ± 1,4 17,8 ± 1,6 21,7 ± 1,5

4 : 1 15,4 ± 1,5 23,6 ±2,1 19,1 ± 1.5 24,1 ±2,5
В. subtilis 
(контроль)

9,5 ± 1,3 22,2 ± 1,5 16,2 ± 1,1 21,2 ±2,3

Е. coli (контроль) 6,1 ±0,5 5,0 ± 0,4 5,3 ± 0,4 0,0 ± 0,0

Зони затримки росту всіх досліджуваних тест-культур чистою 
культурою бацил значно перевищували аналогічні дані для Е. coli. 
До культури С. albicans 690 кишкова паличка взагалі не проявляла 
активності. Антагоністична активність штамів В. subtilis УКМВ-5007 
та Е. coli М 17 при їх використанні в асоціативній культурі зберіга­
лась при всіх застосованих співвідношеннях клітих цих штамів. Крім 
цього, у змішаній культурі зона затримки росту тест-культур у порів­
нянні до контролю В. subtilis зросла на 2—3 мм, а Е. coli — на 6— 
15 мм. При збільшенні вмісту клітин бацил в змішаній культурі 
(співвідношення 2 : 1 і 4 : 1) зона затримки росту тест-культур в 
порівнянні зі співвідношенням 1 : 1 суттєво не змінювалась, а при 
збільшенні вмісту клітин Е. coli (співвідношення 1 : 2, 1 : 4) ця зона 
зменшувалась. Таким чином, можна зробити висновок, що В. subtilis 
і Е. coli в асоціативній культурі характеризувались більш високою 
антагоністичною активністю, ніж окремі культури тих самих штамів. 
Для подальшого підтвердження одержаних результатів щодо активно­
сті відібраного співвідношення 1 : 1 було використано більш розши­
рений спектр тест-культур.
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З рисунка 1 видно, що культура бацил проявляла більшу, ніж 
кишкова паличка, антагоністичну активність до штамів Р. vulgaris 
U-8, Citrobacter sp. D 28, Serratia sp. D 52, S. aureus D 7, Enterobacter 
sp. D 7, S. flexneri 36/59. Кишкова паличка виявилась більш актив­
ною до культур Р. aeroginosa 4141, S. faecium D 48, Enterobacter sp. 
D 7, E. coli ATCC 25922, K. oxytoca D 45, C. albicans D 69.

У п'яти випадках з 11 антагоністична активність асоціативної 
культури значно перевищувала активність штамів у монокультурі. У 
випадку з S. aureus D 7 активність асоціативної культури була мен­
ша за таку у бацил, але більша, ніж у кишкової палички. По відно­
шенню до К. oxytoca D 45 і С. albicans D 69 активність асоціативної 
культури була вища за таку у бацил, але нижча ніж в Е. coli. В 
інших випадках показники антагоністичної активності бактерій в 
асоціативній культурі були на 2—4 мм нижчі, ніж у монокультурі.

Виходячи з поставленої мети створення комплексного препарату — 
пробіотику, наступною, не менш важливою частиною роботи була пе­
ревірка здатності досліджуваних штамів до адгезії як в моно-, так і 
в асоціативній культурі. В ході проведених досліджень було виявлено, 
що для бацил був характерним нульовий (ІАМ 1,3 ± 0,03, 
К 22,3 ± 3,1), а для кишкової палички — середній ступінь адгезії 
(ІАМ 3,4 =ь 0,4, К 71,3 ± 12,7). Отримані дані узгоджуються з літе­
ратурними [4, 5, 9].

ьтурн мііфоорганимів

□ В. subtilis УКМВ-5007
Ц Е. coli М 17
□ В. subtilis УКМВ-5007+ Е. coli М 17 (1:1)

Рис. 1. Антагоністична активність штамів Bacillus subtilis УКМВ-5007 і 
Escherichia coli М-17 по відношенню до патогенних та умовно-патогенних 

мікроорганізмів
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При зміні умов культивування показники ІАМ для обох штамів 
коливались незначно (табл. 2). Так, для добової культури В. subtilis, 
вирощеної в умовах глибинного культивування і відмитої від продук­
тів метаболізму, ІАМ дорівнював 1,4 ± 0,09; при цьому в процесі 
адгезії приймало участь 31,6 ± 5,3 % клітин крові. При інкубуванні 
з еритроцитами крові клітин, не відмитих від продуктів метаболізму, 
показник ІАМ практично не змінювався і*  складав 1,3 ± 0,19, але 
кількість клітин, що брали участь у процесі адгезії, значно зменшува­
лася — до 20,2 ± 4,5 %.

Показники ІАМ і К для клітин штаму Е. соїі, вирощених в глибин­
них умовах культивування і відмитих від продуктів метаболізму, 
складали 3,2 ± 0,8 і 72,9 ± 20,7 %. Однак, для культури, клітини 
якої не були відмиті від метаболітів, адгезивні властивості знижу­
валися до 2,5 ± 0,6 і 69,0 ± 10,2 % відповідно. При прогріванні 
клітин показники адгезії змінювалися несуттєво.

Таблиця 2
Показники адгезивної активності досліджуваних штамів Bacillus 

subtilis і Escherichia соїі на моделі еритроцитів крові людини 
за різних умов культивування

Штам Умови отримання добової 
культури клітин бактерій

К 
(М + ш),%

ІАМ 
(М ± ш)

Ступінь 
адгезивності

В. subtilis 
УКМ В 5007

Клітини, вирощені на 
МПА

22,3 ±3,1 1,3 ±0,03 нульова

Клітини, вирощені на 
МПА та прогріті при 60 °С 
протягом 1 год.

73,0 ± 9,04

Р< 0,01

2,0 ± 0,4

Р=0,95

низька

Клітини, отримані за умов 
глибинного 
культивування, відмиті

31,6 ±5,3

Р=0,87

1,4 ±0,09

Р=0,55

нульова

Клітини, отримані за умов 
глибинного 
культивування, не відмиті

20,2 ± 4,5

Р=0,08

1,3 ±0,19

Р=0,13

нульова

Е. соїі МІ7

Клітини, вирощені на 
МПА

71,3 ± 12,7 3,4 ± 0,4 середня

Клітини, вирощені на 
МПА та прогріті при 60 °С 
протягом 1 год.

94,9 ± 0,7

Р=0,94

3,6 ± 0,09

Р=0,42

середня

Клітини, отримані за умов 
глибинного 
культивування, відмиті

72,9 ± 20,7

Р=0,06

3,2 ± 0,8

Р=0,14

середня

Клітини, отримані за умов 
глибинного 
культивування, не відмиті

68,7 ± 10,2

Р=0,13

2,5 ± 0,6

Р=0,77

середня
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Таким чином, з отриманих результатів видно, що умови культиву­
вання практично не впливали на показники адгезії штамів бактерій, 
в той час як продукти метаболізму штаму Е. coli значно подавляли 
його здатність до адгезії, можливо, за рахунок того, що екранували 
специфічні адгезини досліджуваного штаму. Для кишкової палички 
характерна наявність таких структур, що зв’язуються з рецепторами 
епітеліальних клітин. Вони поділені на декілька типів і значно від­
різняються за складом у патогенних и непатогенних ешеріхій. Очеви­
дно, саме їх наявність дозволяє кишковій паличці проявляти високу 
адгезивну активність і успішно конкурувати з патогенними видами 
ентеробактерій за місця з’язування [2, 10].

Для штаму В. subtilis такої залежності не було виявлено, але 
показники I AM і К для клітин бацил, що були прогріті перед інку­
буванням при високих значеннях температур, були значно вищі по­
казників, отриманих за інших умов. У цьому випадку в суспензії від­
сутні живі клітини, тому можна припустити, что адгезивність штаму 
залежить від наявності в суспензії специфічних речовин, які й обумо­
влюють прикріплення клітин. На користь цього припущення свідчать 
дані, що є в літературі. Відомо, що для бацил характерна наявність 
значної кількості вуглеводних рецепторів, які можуть забезпечувати 
прикріплення до клітин макроорганізму [11].

В наших експериментах при інкубуванні суміші клітин бактерій з 
еритроцитами досліджувані штами активували значно більшу кіль­
кість клітин крові. Крім того, специфічні адгезини Е. coli, що знахо­
дились в метаболітах, були здатні стимулювати адгезивність бацил, 
тоді як метаболіти штаму В, subtilis, навпаки, інгібували адгезивність 
культури Е. coli. Було показано, що при додаванні клітин кишкової 
палички до суміші еритроцитів з клітинами штаму В, subtilis, що 
була попередньо інкубована протягом 40 хв., показники адгезії для 
бацил не змінювалися. При додаванні до суміші клітин штаму Е. coli 
і еритроцитів, що також була преінкубована протягом 40 хв., клітин 
і метаболітів бацил адгезивні властивості кишкової палички зменшу­
валися (табл. 3).

Підсумовуючи одержані результати, можна зробити висновок, що 
досліджувані штами бактерій доповнюють один одного за спектром 
антагоністичної активності і мають принципово різні механізми дії 
на організм людини та тварини. Показано, що досліджуваний штам 
Е. coli М 17 мав середній ступінь адгезивності, в той час як В. subtilis 
УКМВ-5007, навпаки, — дуже низький, близький до нульового, ступінь 
по відношенню до клітин крові людини. При створенні змішаної 
культури досліджуваних штамів бактерій індекси адгезивності дещо 
знижувались, але значно збільшувалась кількість клітин, які прийма­
ли участь у процесі адгезії.
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Таблиця З
Показники адгезивної активності за різних умов інкубування змішаної 

культури штамів Bacillus subtilis і Escherichia coli з еритроцитами 
крові людини

Штам Умови інкубування клітин 
бактерій з еритроцитами 

крові людини

К
(М ± ш), %

ІАМ 
(М± ш)

Ступінь 
адгезивності

В. subtilis
УКМВ 5007

Клітини В. subtilis з 
метаболітами штаму Е. coli

56,2 ±2,1

Р < 0,01

1,8 ±0,05

Р < 0,01
низька

Клітини В. subtilis з 
додаванням суспензії клітин 
Е. coli після 40 хв.
інкубування

62,2 ± 12,8

Р = 0,99

1,4 ±0,4

Р = 0,23

нульова

Клітини Е coli з додаванням 
суспензії клітин В. subtilis 
після 40 хв. інкубування

35,4 ± 15,1

Р = 0.61

1,4 ±0.1

Р = 0,4

нульова

Е. соїіМ 17

Клітини Е. coli з 
метаболітами 
В. subtilis

78,0 ± 6,4

Р = 0,38

2,6 ± 0,3

Р = 0,88
середня

Клітини В. subtilis з 
додаванням суспензії клітин 
Е. coli після 40 хв. 
інкубування

72,8 ±6,1

Р = 0,08

2,7 ± 0,2

Р = 0,89

середня

Клітини Е. coli з додаванням 
суспензії клітин В. subtilis 
після 40 хв. інкубування

78,9 ± 5,5

Р = 0,42

3,1 ±0,4

Р = 0,36

середня

Все це дає можливість припустити, що комплексний препарат — 
пробіотик, створюваний на основі досліджуваних штамів бактерій, буде 
мати більш виражений ефект, ніж кожен з препаратів зокрема. Вивчені 
нами властивості дозволять живим мікробним культурам, що складуть 
основу препарату, проявляти активність в різних відділах ПІКТ, не пе­
решкоджаючи його заселенню нормальною мікробіотою і подавляючи 
при цьому патогенні мікроорганізми, здатні викликати дисбіоз ШКТ.

Висновки
1. Штами В. subtilis УКМ В 5007 та Е. coli М 17 проявляють 

високий рівень антагоністичної активності в асоціативній куль­
турі у співвідношенні 1: 1, яка у 73 % випадків значно пере­
вищувала активність окремих культур по відношенню до умов­
но-патогенних мікроорганізмів.

2. Штам В. subtilis УКМВ 5007 характеризувався низьким рівнем 
адгезивної активності, штам Е. coli М 17 та асоціативна куль­
тура, створена з цих штамів, характеризувались середнім рівнем 
адгезивної активності.
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АНТАГОНИСТИЧЕСКИЕ И АДГЕЗИВНЫЕ СВОЙСТВА
ПРОБИОТИЧЕСКИХ ШТАММОВ БАКТЕРИЙ
Резюме
В результате проведенной работы установлено наиболее оптимальное для про­

явления антагонизма к тест-культурам патогенных и условно патогенных микро­
организмов соотношение исследуемых бактерий в смешанной культуре -1:1. Уста­
новлено, что для штама В. subtilis УКМ В-5007 характерна низкая, а для Е. coli 
М 17 средняя степень адгезии к эритроцитам крови человека. При создании ассо­
циативной культуры, как и при изменении условий культивирования степень адге­
зии обоих штаммов существенно не изменяется.

Ключевые слова: Bacillus subtilis УКМ В-5007, Escherichia coli М 17, адгезия, 
антагонистическая активность.
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ANTAGONISTIC AND ADHESIVE PROPERTIES OF PROBIOTIC
STAMS OF BACTERIA
Summary
As a result of conducted work it has been selected the most optimum for antagonism 

to test-cultures of pathogenic and opportunistic microorganisms ratio of studied 
bacteria-l:l. It has been established, that B. subtilis УКМ B-5007 has a low and E. coli 
M 17 an average adhesion levels to human blood platelets. It was confirmed that 
creation of a mixed bacteria culture and modifications in cultivation conditions do not 
change strain adhesive properties.

Keywords: Bacillus subtilis УКМ B-5007-5007, Escherichia coli M 17, adhesion, 
antagonistic activity.


