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СТІЙКІСТЬ БАКТЕРІЙ РОДУ LACTOBACILLUS, 
ІЗОЛЬОВАНИХ З ЧОРНОМОРСЬКИХ ГУБОК,

ДО АНТИБІОТИКІВ І ВАЖКИХ МЕТАЛІВ

Метою роботи є визначення ступеня стійкості до антибіотиків і важких 
металів молочнокислих бактерій, виділених з чорноморських губок роду 
Haliclona sp. Методи. Класичні мікробіологічні методи використовували для 
вивчення культуральних і біохімічних характеристик ізольованих штамів, 
що за сукупними показниками дозволило віднести ізольовані штами до роду 
Lactobacillus. Ідентифікацію до виду здійснювали за спектром жирних кислот 
з використанням автоматичної системи ідентифікації мікроорганізмів 
MIDI Sherlock методом газової хромотографії. На підставі отриманих 
результатів штами ідентифікували до видів Lactobacillus vaccinostercus, 
Lactobacillus parabuchneri і Lactobacillus bifermentans. Стійкість до важких 
металів визначали методом реплік, а резистентність до антибіотиків 
– диско-дифузійним методом. Графічне опрацювання даних проводили 
за програмою Microsoft Excel та R 3.4.0. Результати. За результатами 
дослідження показано, що більшість штамів молочнокислих бактерій  були 
стійкими  до канаміцину (95,2%), цефалексину (71,4%), цефазоліну (57,1%), 
левофлоксацину (71,4%), бензилпеніциліну (85,7%), оксациліну (76,2%), 
фугарину (76,2%). Серед штамів, які володіли множинною резистентністю,  
були L. bifermentans 8a, L. bifermentans 102, L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 
192b  і L. bifermentans 382а. Штами L. bifermentans 8a, L. parabuchneri101, 
L. parabuchneri 152а, L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 192b, L. vaccinostercus 
221  володіли резистентністю до нікелю, цинку та кобальту в концентрації 
10  mM, 10 mM і 5 mM, відповідно. Штами L. bifermentans 151b і  L. parabuchneri 
252 володіли резистентністю до міді, кадмію і ртуті. Висновки. На основі 
отриманих даних показано, що  більшість досліджених чорноморських 
штамів молочнокислих бактерій, ізольованих  з губок володіють природною 
резистентністю до антибіотиків та важких металів. 

Ключові  слова:  Чорне море, Haliclona sp., Lactobacillus, резистентність, 
антибіотики, важкі метали.
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Молочнокислі бактерії активно використовуються для створення корис-
них і потенційно безпечних для здоров'я людини продуктів харчування. Од-
нак у зв'язку з  поширенням ринку пробіотиків виникла проблема мікробної 
стійкості до лікарських препаратів у даної групи мікроорганізмів.

Оскільки пробіотичні бактерії додаються в різні види продуктів, вони є 
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потенційним джерелом поширення генів стійкості до антибіотиків і хоча біль-
шість продуктів харчування, які асоційовані з молочнокислими бактеріями, 
набули статусу «Generally Regarded As Safе» (GRAS), потенційний ризик для 
здоров'я через перенесення генів стійкості до антибіотиків від штамів молоч-
нокислих бактерій до бактерій резидентної мікробіоти шлунково-кишкового 
тракту людини і, отже, до патогенних бактерій, зберігається.

Без сумніву, механізми поширення набутої стійкості до антибіотиків 
з'явилися задовго до використання антибіотиків. Придбаними детермінан-
тами стійкості, в першу чергу, володіли продуценти антибіотиків, які мають 
механізм захисту від своїх же антимікробних метаболітів, а найбільш активні 
генетичні чинники стійкості кодуються в плазмідах, транспозонах і хромосо-
мі, що полегшило горизонтальний перенос і забезпечило широке поширення 
чинників стійкості між мікроорганізмами. 

Раніше вважалося, що збільшення резистентності до антибіотиків було 
наслідком широкого застосування антибіотиків в терапії та сільському госпо-
дарстві [18, 21], однак зараз існує думка, що резистентність до антибіотиків 
виникає не лише від неправильного або надмірного використання антибіоти-
ків [6, 9, 19]. Так, багатьма дослідниками показано, що стійкість до антибіо-
тиків може також формуватися під впливом забруднення важкими металами 
[19, 24, 28].

Наприклад, було показано, що існує колінеарність між концентрацією в 
навколишньому середовищу металів (алюмінію, міді, марганцю, нікелю, ва-
надію і цинку) і рівнем експресії таких генів як blaCTX, blaOXA, blaTEM, 
tet4series, tetM, tetW, sul1andsul2 [19, 24].

Amanpreet et al. [5] повідомили, що кадмій і цинк можуть стимулювати 
спільний відбір на стійкість до метициліну у S. aureus за допомогою горизон-
тального переносу плазмід, що містять гени, як для стійкості до метициліну, 
так і до металів (mec і czr).

Швидше за все, можна вважати, що мікробні популяції реагують на 
стрес, викликаний присутністю токсичних речовин, розвитком систем само-
захисту, а навколишнє середовище діє як біореактор, що містить генетичні 
ознаки стійкості і хімічні стресори [4, 5, 7, 8].

Метою даного дослідження було визначення стійкості до антибіотиків 
і важких металів молочнокислих бактерій виділених з чорноморських губок 
роду Haliclona sp.

Матеріали та методи
Бактерії були ізольовані з морських губок Haliclona sp. (Order 

Haplosclerida, Demospongiae), зібраних за допомогою легководолазного об-
ладнання на глибині 5–6 м в Одеській затоці Чорного моря (Малий Фонтан) 
на відстані 300–400 м від берега у вересні 2017 року. 

Зразки губок транспортували до лабораторії у контейнері об'ємом 10 л 
з морською водою протягом до 3 год. Отримані зразки тричі промивали мор-
ською водою, яку попередньо автоклавували, для відділення сміття і неасо-
ційованих мікроорганізмів. Потім поверхню губки стерилізували швидким 
промиванням 70% етанолом і негайно занурювали в автоклавовану морську 
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воду. Для безпосереднього виділення асоційованих мікроорганізмів з губок, 
зразки кожної губки витягували з води, поміщали в стерильну чашку Петрі і 
стерильними ножицями поділяли на рівні фрагменти. Отримані фрагменти 
губки (приблизно 1 г) гомогенізували механічним способом в 5,0 мл стериль-
ного сольового розчину (3% NaCl в дистильованій воді). Гомогенат серійно 
розводили, починаючи з 100 мкл гомогенату в 900 мкл стерильної води до 
отримання остаточного розведення 10-4 від початкової концентрації. Потім 
100 мкл кожного розведення висівали на щільне середовище MRS для виді-
лення молочнокислих бактерій. Культивування проводили в термостаті при 
температурі 37,0±0,5 °С протягом 48–72 год. Виділені бактеріальні колонії 
відбирали і знову пересівали на середовище MRS до отримання чистих куль-
тур. 

Ідентифікацію до роду проводили на підставі основних морфологічних, 
культуральних і біохімічних тестів [2]. Видову ідентифікацію штамів прово-
дили за складом жирних кислот клітинних ліпідів з використанням автома-
тичної системи ідентифікації мікроорганізмів MIDI Sherlock на газовому хро-
матографі Agilent 7890 (Agilent Technologies, USA) з капілярною колонкою 
ULTRA-2 (25мм × 0,2 мм × 0,33мкм) і полум'яно-йонізаційним детектором  
[1].

Резистентність до йонів важких металів вивчали до солей міді 
(CuSO4×7H2O), кадмію (CdSO4×H2O), кобальту (CоSO4×5H2O), цинку 
(ZnSO4×6H2O), нікелю (Ni(NO3)2×6H2O) і ртуті (Hg(NO3)2 (дослід) і без них 
(контроль). В досліді використовували концентрації – 100 mМ, 10 mМ, 5mМ,  
1 mM, 0,5 mM і 0,01M, що додавали до середовища MRS.

Для визначення мінімальної пригнічувальної концентрації (МІК) вико-
ристовували метод реплік, що дозволило отримати ідентичні відбитки коло-
ній на чашках Петрі з різними концентраціями металів.

Для визначення рівня резистентності до антибіотиків серед ізолятів ви-
користовували диско-дифузійний метод. Досліджували антибіотики, які вхо-
дили до груп макролідів, аміноглікозидів, цефалоспоринів, хінолонів, пеніци-
лінів, амфеніколів, тетрациклінів та рифампіцинів (концентрація антибіотика 
у дисках наведена у таблиці 1). За розміром зони пригнічення росту (мм) всі 
штами поділяють на чутливі, проміжні і стійкі до даного антибіотика, згідно 
з рекомендацією EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing) [14].

Достовірність отриманих результатів оцінювали за критерієм Стьюден-
та з вірогідністю р < 0,05.

Графічне опрацювання даних проводили за програмою Microsoft Excel 
та R 3.4.0.

Результати та їх обговорення 
За результатами дослідження вивчені штами були віднесені до 

Lactobacillus vaccinostercus, Lactobacillus parabuchneri і Lactobacillus 
bifermentans. На підставі отриманих даних побудована дендрограма для візу-
алізації ступеня спорідненості між штамами (рис. 1) на підставі складу жир-
них кислот клітинних ліпідів. Отримані результати свідчать, що незважаючи 
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на деяку варіабельність у складі жирних кислот, при зведенні даних отримано 
підтвердження  високого рівня подібності між штамами, які при ідентифікації 
були віднесені до одного виду. 

Рис. 1. Дендрограма спорідненості штамів Lactobacillus, ізольованих з губок 
Haliclona sp., за складом жирних кислот клітинних ліпідів

Fig. 1. Relationship  dendrograma of studied Lactobacillus strains isolated from 
Haliclona sp. sponges based on the fatty acid composition of cell lipids

Проведені дослідження показали, що більшість  молочнокислих бакте-
рій стійкі до одного або кількох антибіотиків, причому багато штамів проде-
монструвало властивість множинної стійкості до антибіотиків. У таблиці 1 
наведено зведені показники стійкості молочнокислих бактерій до антибіоти-
ків, на підставі визначення рівня природної резистентності [14].

Як видно даних з табл. 1, майже усі штами молочнокислих бактерій 
стійкі до канаміцину (аміноглікозиди), який використовують в основному 
при лікуванні кишкових інфекцій, тому стійкість пробіотичних культур до 
цього антибіотика досить важлива. Чутливим до канаміцину виявився штам 
L. parabuchneri 522b. До іншого аміноглікозиду – стрептоміцину, були стій-
кими  23,8% досліджених штамів (табл. 1). Серед найбільш чутливих до 
цього антибіотика виявилися штами L. bifermentans 32, L. bifermentans  522a  
і L. parabuchneri 522b. Отримані дані узгоджуються з результатами інших до-
слідників, які показали, високу стійкість лактобацил до аміноглікозидних ан-
тибіотиків [10, 13], що може бути пов'язано з низькою проникністю аміноглі-
козидів через мембрани лактобацил.
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 Інша ситуація спостерігається при дослідженні стійкості  молочнокис-
лих бактерій до нетилміцину (57,1% чутливих штамів), який також належить 
до групи аміноглікозидів. Найбільшу чутливість (> 20,0 мм) проявили штами 
L. bifermentans 31, L. parabuchneri 522b і L. bifermentans  151b. Інші штами були 
меш чутливими (табл. 2).

Згідно М. Danielsen і А. Wind [13] бактерії роду Lactobacillus, зазвичай, 
чутливі до пригнічувачів біосинтезу білка (крім деяких аміноглікозидів, як 
було показано раніше).  Отримані нами результати перегукуються з даними 
інших дослідників  [10].

Серед макролідів найбільшу бактеріостатичну активність мали клари-
троміцин і еритроміцин, до яких стійких штамів  молочнокислих бактерій не 
було виявлено (табл. 1 і 2). До азитроміцину стійкими виявилися лише штами 
L. bifermentans 192a  і L. parabuchneri 192b, що  склало 9,5% усіх досліджених 
штамів (табл. 1 і 2).

Серед досліджених штамів стійкими до  левоміцетину були лише 9,5% 
(L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 192b). Можливим поясненням щодо отри-
маних даних може бути те, що при ефективності відносно багатьох грампо-
зитивних і грамнегативних бактерій, та штамів бактерій, які є стійкими до 
пеніциліну, стрептоміцину, сульфаніламідів, левоміцетин слабо активний від-
носно кислотостійких бактерій.

До тетрацикліну стійкими були 23,8%  штамів, серед яких L. bifermentans 
32, L. bifermentans 8a, L. bifermentans 151b, L. parabuchneri 252, L. bifermentans 
382а. (табл. 1 і 2).

Наявність стійких штамів можна пояснити широким розповсюдженням 
завдяки  горизонтальному переносу генів стійкості до хлорамфеніколу (catA, 
cat), еритроміцину (erm(B), erm(B)-1, erm(C)  і тетрацикліну (tet(M), tet(K), 
tet(W)) [16, 17].

До рифампіцину стійкими виявилися 19,0% усіх досліджених шта-
мів, серед яких  L. parabuchneri101, L. bifermentans 102, L. bifermentans 192a  і 
L. parabuchneri 192b (табл. 1 і 2). Найбільшу стійкість досліджені штами про-
явили до групи цефалоспоринів. Так, до цефалексину стійкими були 71,4% 
досліджених штамів молочнокислих бактерій, до цефіксиму – 47,6% шта-
мів, а до цефазоліну – 51,1% досліджених штамів молочнокислих бактерій 
(табл. 1 і 2).

Стійкими до левофлоксацину (група хінолонів) виявилися 71,4%  шта-
мів. Оскільки даний антибіотик активний проти низки умовно-патогенних мі-
кроорганізмів, то його призначають при інфекціях нижніх дихальних шляхів, 
ЛОР-органів, сечовивідних шляхів і нирок, та при туберкульозі і хронічному 
простатиті, що і може слугувати причиною виникнення настільки високого 
рівня стійкості до цього препарату у молочнокислих бактерій, які мешкають 
у Чорному морі. 

До антибіотиків групи пеніцилінів досліджені штами демонстрували різ-
ну стійкість. Так до бензилпеніциліну стійкими були 85,7% штамів, до ампіци-
ліну – лише 4,7% усіх досліджених штамів, а до  оксациліну стійкими вияви-
лися 76,1% штамів (табл. 1 і 2). Отримані дані досить цікаві, бо взагалі відомо, 
що усі препарати групи пеніцилінів володіють високою антибактеріальною 
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Таблиця 2
Розподіл штамів  Lactobacillus, ізольованих з губок Haliclona sp., 

за рівнем стійкості до антибіотиків  
Table 2

Distribution by antibiotic resistance level of Lactobacillus strains isolated 
from Haliclona sp. sponges

Антибіотик Стійкі Чутливі Проміжні
1 2 3 4

Кларитроміцин Немає L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 253b

L. bifermentans 31
L. bifermentans 8a 
L. vaccinostercus 221
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. parabuchneri 522b
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Азитроміцин L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b

L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 31
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. parabuchneri 391а
L. bifermentans 551а

L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. parabuchneri 522b
L. bifermentans 531
L. bifermentans 681а

Еритроміцин Немає L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 31
L. parabuchneri 391а
L. bifermentans 531

L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. parabuchneri 522b
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Стрептоміцин L. parabuchneri101
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а

L. bifermentans 32
L. bifermentans 522а
L. parabuchneri 522b

L. vaccinostercus 2 
L. bifermentans 31
L. bifermentans 8a 
L. bifermentans 102
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1 2 3 4
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 253b
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Нетилміцин Немає L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 31
L. bifermentans 32
L. bifermentans 82a
L. bifermentans 151b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 522b
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 531

Канаміцин L. vaccinostercus 2 
L. bifermentans 31
L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

L. parabuchneri 522b Немає 

Цефалексин L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а

L. parabuchneri 522b
L. bifermentans 531

L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 31
L. parabuchneri 253b
L. parabuchneri 391а

Продовження таблиці
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1 2 3 4
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Цефіксим L. bifermentans 32
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 522а

L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522b

L. vaccinostercus 2 
L. bifermentans 31
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. parabuchneri 152a
L. parabuchneri 391а
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Цефазолін L. bifermentans 31
L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 531
L. bifermentans 681а

L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. parabuchneri 253b
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522b

L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 391а
L. bifermentans 551а

Левофлоксацин L. bifermentans 31
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а

L. parabuchneri 522b L. vaccinostercus 2
 L. bifermentans 32
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 681а

Ампіцилін L. vaccinostercus 2 
L. bifermentans 31
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 253b
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. parabuchneri 522b
L. bifermentans 531

L. bifermentans 192a L. bifermentans 32
L. bifermentans 82a
L. parabuchneri101
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а

Продовження таблиці
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Продовження таблиці

1 2 3 4
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Бензилпеніцилін L. vaccinostercus 2 
L. bifermentans 31
L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

L. parabuchneri 192b
L. parabuchneri 522b

L. parabuchneri 253b

Оксацилін L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 31
L. bifermentans 32

L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522b

L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Фурагін L. bifermentans 31
L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. bifermentans 102
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 522b

L. parabuchneri101
L. parabuchneri 253b

Левоміцетин 
(хлорамфенікол)

L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b

L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 31

L. bifermentans 8a 
L. parabuchneri 152a
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Продовження таблиці

1 2 3 4
L. bifermentans 32
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 151b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 253b
L. parabuchneri 391а
L. bifermentans 522а
L. parabuchneri 522b

L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 482
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Тетрациклін L. bifermentans 32
L. bifermentans 8a 
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 252
L. bifermentans 382а

L. bifermentans 531 L. vaccinostercus 2 
L. bifermentans 31
L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. parabuchneri 152a
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 253b
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. parabuchneri 522b
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

Рифампіцин L. parabuchneri101
L. bifermentans 102
L. bifermentans 192a
L. parabuchneri 192b

L. vaccinostercus 2
L. bifermentans 31
L. bifermentans 32
L. parabuchneri 253b
L. bifermentans 382а
L. parabuchneri 391а
L. parabuchneri 522b

L. bifermentans 8a 
L. bifermentans 151b
L. parabuchneri 152a
L. vaccinostercus 221
L. parabuchneri 251
L. parabuchneri 252
L. parabuchneri 482
L. parabuchneri 522а 
L. bifermentans 531
L. bifermentans 551а
L. bifermentans 681а

активністю, однак до  них досить швидко виробляється «імунітет» за раху-
нок  ферменту пеніцилінази.  В даному випадку отримані дані збігаються з 
результатами інших дослідників [17] і рівень резистентності, скоріш за все, 
залежать від присутності таких факторів, як гени blaZ, bla і mecA, що визнача-
ють стійкість до ампіциліну у молочнокислих бактерій  [5, 17], або стійкість 
виникає за рахунок точкових мутацій в генах, що кодують білки, які зв'язують 
пеніцилін [26].

До дії фурагіну стійкими були 76,1% штамів молочнокислих бакте-
рій. Чутливими виявилися штами  L. vaccinostercus 2, L. bifermentans 151b і 
L. parabuchneri 522b (табл. 1 і 2).

Як видно з наведених даних, більшість штамів досліджених молочно-
кислих бактерій, ізольованих з морських губок, володіють множинною ре-
зистентністю до антибіотиків. У більшості випадків вони були стійкі до ка-
наміцину, цефалексину, цефазоліну, цефіксиму, фурагіну і бензилпеніциліну. 
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Також деякі штами додатково стійкі до левофлоксацину, левоміцетину, ампі-
циліну, рифампіцину або тетрацикліну.

Серед досліджених штамів до максимальної кількості  антибіоти-
ків (від 7 до 9)  були резистентними L. bifermentans 8a, L. bifermentans 102, 
L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 192b і L. bifermentans 382а. До меншої кіль-
кості антибіотиків (від 5 до 7) мали множинну резистентність  L. bifermentans 
32, L. parabuchneri101, L. bifermentans 151b, L. vaccinostercus 221, L. parabuchneri 
251, L. parabuchneri 252, L. parabuchneri 522а, L. bifermentans 531, L. bifermentans 
551а і L. bifermentans 681а.

При опису взаємодії металів з мікроорганізмами слід враховувати, що 
в багатьох випадках метали (наприклад, Cu, Fe, Mo, Mg), які є кофакторами 
ферментів необхідні для росту мікроорганізмів. Однак межа між поняттям 
«життєво необхідний» і токсичний в даному випадку залежить від концентра-
ції металу. Мікроорганізми розробили кілька способів нівелювання загрози 
в разі надмірності металу в середовищі, які включають в себе відтік йонів 
металів, комплексоутворення, відновлення металів, причому досить часто ці 
способи активні і щодо деяких антибіотиків [5].

При дослідженні стійкості чорноморських лактобацил до важких мета-
лів було показано, що солі нікелю, цинку та кобальту майже не впливали на 
ріст цих бактерій.

Так, більшість штамів Lactobacillus були резистентними до нікелю 
(Ni(NO3)2×6H2O)  при МІК 5 mМ впродовж 24 годин інкубації на щільному се-
редовищі MRS. Кількість штамів, що були життєздатними при цій концентра-
ції нітрату нікелю, досягала 57,1%. При концентрації  Ni(NO3)2×6H2O 10 mМ 
частка штамів, що демонстрували гарний ріст на щільному середовищі, скла-
дала 33,3% (рис. 2). Найбільш чутливими до дії  нітрату нікелю виявилися 
штами L. vaccinostercus 2 і L. bifermentans 32 (рис. 3).

В присутності солі  цинку (ZnSO4×6H2O) на 24 годину культивуван-
ня 57,1% штамів росли при концентрації 10 mM для. В присутності 5 mM 
сульфату цинку росло 28,5% штамів. 14,5% штамів були більш чутливими 
до дії  ZnSO4×6H2O і росли в присутності 1 mM солі цинку (рис. 2). Най-
більш чутливими до дії сульфату цинку виявилися штами L. parabuchneri 253b 
і L. parabuchneri 391а (рис. 3).

На середовищі, до якого додавали сульфат кобальту (CоSO4×5H2O) в кон-
центрації 5 mM, після 24 год культивування виросло 76,1% усіх досліджених 
штамів молочнокислих бактерій. При концентрації 1 mM сульфата кобальту 
виросло 23,8% штамів, серед яких штами L. vaccinostercus 2, L. bifermentans 
31, L. bifermentans 32, L. parabuchneri 251 і L. parabuchneri 482 (рис. 3).

Найбільш різноманітно досліджені штами реагували на присутність 
сульфату міді (CuSO4×7H2O) у середовищі. Так, більшість штамів (57,1%) 
росли при концентрації 0,5 mM, 14,2% штамів росли при концентрації 1 mM 
і 23,8%  росли при 5 mM (рис. 3). 

При внесенні у середовище MRS сульфата кадмію (CdSO4×H2O) спо-
стерігали ріст мінімальної кількості штамів (14,2%) при концентрації  солі 
0,1 mM (рис. 2). Найбільш резистентними до дії кадмію виявилися штами 
L. bifermentans 151b, L. parabuchneri 251 і L. parabuchneri 252 (рис. 3).
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Рис. 2. Частка стійких штамів молочнокислих бактерій до різних концентрацій 
важких металів

Fig. 2. Proportion of lactic acid bacteria strains resistant to different concentrations 
of heavy metals

Рис. 3. Індивідуальна чутливість штамів  Lactobacillus, ізольованих з губок 
Haliclona sp., до дії важких металів

Fig. 3. Sensitivity of individual  Lactobacillus strains isolated from Haliclona sp. sponges 
to heavy metals action
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До нітрату ртуті в концентрації 0,01mM були стійкими 57,1% усіх дослі-
джених штамів молочнокислих бактерій (рис. 2 і 3).

Аналізуючи резистентність штамів молочнокислих бактерій до важких 
металів можна відзначити, що вони діляться на дві групи. До першої входять 
штами, які є стійкими до нікелю, цинку та кобальту. До другої групи вхо-
дять штами які є стійкіми до кадмію і ртуті. До першої групи відносяться: 
L. bifermentans 8a, L. parabuchneri101, L. parabuchneri 152а, L. bifermentans 192a, 
L. parabuchneri 192b, L. vaccinostercus 221, до другої групи – L. bifermentans 151b 
і L. parabuchneri 252. Саме ці штами також були стійкими до  міді  (рис. 3). 

Слід відмітити, що для більшості штамів, які мали резистентність до 
важких металів показана висока множинна резистентність до антибіотиків. 

В результаті проведених досліджень показано, що штами молочнокис-
лих бактерій, ізольовані з чорноморських губок, за своїми спектрами стійко-
сті до антибіотиків не у всіх випадках співпадають з даними літератури, щодо 
молочнокислих бактерій, ізольованих з більш звичних джерел – кисломолоч-
них та ферментованих продуктів.

Так, відомо, що штами молочнокислих бактерій чутливі до бензилпе-
ніциліну, еритроміцину, хлорамфеніколу і тетрацикліну  [3, 11, 12]. Однак, 
досліджені чорноморські штами виявилися стійкими до бензилпеніциліну і 
показали проміжну стійкість до еритроміцину і тетрацикліну (табл. 1). Рівень 
резистентності до хлорамфеніколу чорноморських штамів відповідає даним 
літератури [3, 11, 12, 25].

Рівень стійкості досліджуваних штамів молочнокислих бактерій до амі-
ноглікозидів (табл. 1) збігається з іншими дослідженнями по стійкості штамів 
Lactobacillus, ізольованих з молочнокислих продуктів харчування, до цієї гру-
пи антибіотиків  [13, 16, 27].

Відповідно, згідно з даними літератури [10, 11, 17, 22] бактерії з фер-
ментованих продуктів харчування, шлунково-кишкового тракту людини ви-
сокочутливі до рифампіцину, а бактерії, ізольовані з чорноморських губок, 
показали проміжний рівень чутливості до цього антибіотика (табл. 1).

При порівнянні літературних і власних даних по стійкості молочно-
кислих бактерій до β-лактамів було підтверджено, що молочнокислі бакте-
рії більш стійкі до ампіциліну ніж до бензилпеніциліну [20, 23]. Пояснен-
ням цього явища може слугувати виникнення точкових мутацій в генах, що 
кодують білки, які зв'язують пеніцилін [26], або присутності таких чинни-
ків як гени blaZ, bla і mecA [5,17]. Одночасно було показано, що штами мо-
лочнокислих бактерій, ізольовані з чорноморських губок, виявилися більш 
стійкими до дії цефалоспоринів (табл. 1), що не співпадає з даними літера-
тури [15, 16].

Аналізуючи результати стійкості досліджених штамів до солей важких 
металів показано, що вони були більш стійкими до дії солей важких металів, 
ніж штами, які були ізольовані з продуктів харчування і описані в літературі 
[5]. Так, більшість чорноморських штамів зберігали життєздатність при кон-
центрації солей важких металів від 10 mM до 0,5 mM (рис.1 і 2), в той час як 
наведені в літературі дані [5] свідчать, що  більшість молочнокислих бактерій 
здатна рости при концентрації від 0,07 mM до 0,6 mM в залежності від солі 
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металу. Мінімальна пригнічувальна концентрація співпадала тільки для солі 
кадмію  – 0,1 mM (рис.1 і 2). 

Таким чином, в результаті наших досліджень показано, що штами мо-
лочнокислих бактерій, ізольовані з чорноморських губок, були стійкими до 
аміноглікозидів, деяких β-лактамів, цефалоспоринів і солей важких металів 
(зокрема міді, нікелю, цинку, кобальту).
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УСТОЙЧИВОСТЬ БАКТЕРИЙ РОДА LACTOBACILLUS, 
ИЗОЛИРОВАННЫХ ИЗ ЧЕРНОМОРСКИХ ГУБОК К 

АНТИБИОТИКАМ И ТЯЖЕЛЫМ МЕТАЛЛАМ

Целью работы является определение степени устойчивости к антибио-
тикам и тяжелым металлам молочнокислых бактерий, выделенных из чер-
номорских губок рода Haliclona sp. Методы. Классические микробиологи-
ческие методы использовали для изучения культуральных и биохимических 
характеристик изолированных штаммов, что по  совокупным показателям 
позволило отнести изолированные штаммы к роду Lactobacillus. Видовую 
принадлежность осуществляли на основании анализа  спектра жирных 
кислот методом газовой хроматографии с использованием системы иден-
тификации микроорганизмов MIDI Sherlock (MIDI, USA).На основании 
полученных результатов штаммы идентифицировали как Lactobacillus 
vaccinostercus, Lactobacillus parabuchneri и Lactobacillus bifermentans. 
Устойчивость к тяжелым металлам определяли методом реплик, а рези-
стентность к антибиотикам - диско-диффузным методом. Графическую 
обработку данных проводили в программе Microsoft Excel и R 3.4.0. Резуль-
таты. По результатам исследований показано, что большинство штам-
мов молочнокислых бактерий были устойчивыми к канамицину (95,2%), це-
фалексину (71,4%), цефазолину (57,1%), левофлоксацину (71,4%), бензилпе-
нициллину (85,7 %), оксациллину (76,2%), фугарину (76,2%). Среди штаммов, 
которые обладали резистентностью к нескольким антибиотикам были 
L. bifermentans 8a, L. bifermentans 102, L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 192b 
и L. bifermentans триста восемьдесят второй. Штаммы L. bifermentans 8a, 
L. parabuchneri101, L. parabuchneri 152а, L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 
192b, L. vaccinostercus 221 характеризовались резистентностью к никелю, 
цинку и кобальту в концентрации 10 mM, 10 mM и 5 mM соответственно. 
Штаммы L. bifermentans 151b и L. parabuchneri 252 обладали резистентно-
стью к меди, кадмию и ртути. Выводы. На основании полученных данных 
показано, что большинство исследованных черноморских штаммов молоч-
нокислых бактерий, выделенных из губок обладают естественной рези-
стентностью к антибиотикам и тяжелым металлам.

Ключевые слова:  Черное море, Haliclona sp., Lactobacillus, резистент-
ность, антибиотики, тяжелые металлы.

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2019. № 3. С 58–77

Н.Ю. Васильєва, І.В. Страшнова, М.А. Васильєв, І.П. Метеліцина



73

N.Yu. Vasylieva, І.V. Strashnova, M.A. Vasyliev, 
I.P. Metelitsyna

Odesa I.I. Mechnykov National University,
2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, Ukraine,

tel.:+38 (0482) 68 79 64, e-mail: tatkamic@onu.edu.ua

 RESISTANCE OF LACTOBACILLUS STRAINS 
ISOLATED FROM THE BLACK SEA SPONGES TO 

ANTIBIOTICS AND HEAVY METAL

Summary
The aim of this work was determining the degree of resistance to antibiotics and 
heavy metals of lactic acid bacteria isolated from the Black Sea sponges of the 
genus Haliclona sp. Methods. The classical microbiological methods were used to 
study the cultural and biochemical characteristics of the isolated strains. Accord-
ing to the total obtained indices, the isolated strains were assigned to the genus 
Lactobacillus. Identification to the species was carried out by the spectrum of fatty 
acids using an automatic microorganism identification system MIDI Sherlock by 
gas chromatography. Based on the obtained results, the strains were identified 
as Lactobacillus vaccinostercus, Lactobacillus parabuchneri and Lactobacillus 
bifermentans. To determine resistance to heavy metals, the replica method was 
used, and to determine antibiotic resistance, it was used disco-diffuse method. Re-
sults. According to the results of the study, it was shown that most strains of lactic 
acid bacteria were resistant to kanamycin (95.2%), cephalexin (71.4%), cefazolin 
(57.1%), levofloxacin (71.4%), benzylpenicillin (85.7 %), oxacillin (76.2%), fug-
arin (76.2%). Among the strains resistant to several antibiotics there were L. bi-
fermentans 8a, L. bifermentans 102, L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 192b 
і L. bifermentans 382а. The strains of L. bifermentans 8a, L. parabuchneri101, 
L. parabuchneri 152а, L. bifermentans 192a, L. parabuchneri 192b, L. vaccinoster-
cus 221 were resistant to nickel, zinc and cobalt at concentration of 10 mM, 10 mM 
and 5 mM, respectively. The strains of L. bifermentans 151b and L. parabuchneri 
252 were resistant to copper, cadmium and mercury. Conclusions. Based on the 
obtained data, it was shown that most of the lactic acid bacteria strains that were 
isolated from the Black Sea sponges of the genus Haliclona sp. were resistant to 
antibiotics and heavy metals.

Key words: Lactobacillus, resistance, antibiotics, heavy metals.
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