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ОРГАНІЧНИХ СПОЛУК

Мета. Оцінка потенційно патогенних властивостей бактерій-деструкто-
рів органічних сполук на моделях культури клітин людини і тварин та на 
білих мишах. Методи. Оцінку патогенних властивостей за показниками 
інвазивності та цитотоксичності проводили in vitro на культурах клітин 
людини Нер-2 та тварин  L20B, а також  in vivo на лабораторних білих 
мишах. Результати. Експериментально підтверджено, що протягом 96 
годин спостережень  бактерії-деструктори не викликали морфологічних 
змін і деструкцію моношару перещеплюваних культур клітин людини Heр-2 
і миші L20B. Бактерії не проникали в цитоплазму і не інфікували клітини, що 
свідчило про відсутність в них інвазивних і цитотоксичних властивостей. 
У лабораторних білих мишей клінічних ознак токсикозу та загибелі тварин 
не відмічалося. Протягом всього  періоду спостереження всі тварини збері-
гали життєздатність, добре поїдали корм, змін з боку хутряного покрову 
не помічено. Висновок. Результати досліджень свідчать про те, що штами 
бактерій-деструкторів Bacillus subtilis ONU551, Brevibacillus centrosporus 
Ф14, Pseudomonas fluorescens ONU328, Pseudomonas maltophilia ONU329 та 
Pseudomonas cepacia ONU327 не володіють інвазивними та цитотоксични-
ми властивостями у культурах клітин людини Нер-2 і тварин L20B, а та-
кож вірулентністю для лабораторних білих мишей.  

Ключові  слова:  бактерії-деструктори, патогенність, інвазивні та ци-
тотоксичні властивості, культури клітин людини і тварин, лабораторні 
тварини.
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Бурхливий розвиток промисловості призвів до забруднення біосфери 
різноманітними важкоокиснювальними органічними полютантами, що воло-
діють токсичними, мутагенними, тератогенними та канцерогенними власти-
востями [1, 14]. Особливу небезпеку становлять важкоокиснювальні  сполуки 
– вуглеводні нафти, фенол, поліциклічні ароматичні вуглеводні (ПАВ), син-
тетичні поверхнево-активні речовини (ПАР), зокрема біологічно «жорсткі» 
ароматичної природи – алкілбензолсульфонати, оксиетильовані алкіл феноли 
та інш. [10, 15]. 

У зв’язку з цим особливо важливе значення мають дослідження, при-
свячені розробці методів детоксикації органічних сполук. Одним з перспек-
тивних напрямків стало використання біохімічної діяльності мікроорганіз-
мів, що дозволило розробити ефективні методи очистки стічних вод, морської 
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води, нафтозабрудненого ґрунту [3, 4, 12, 13]. Однак практичне застосування  
штамів бактерій-деструкторів можливе тільки за відсутності у них патоген-
них властивостей. Тому вивчення взаємодії бактерій-деструкторів з живими 
об’єктами у модельних системах, зокрема взаємовідносини між мікроорганіз-
мами та макроорганізмами становить практичний інтерес.

У літературі є дані щодо використання клітинних культур для диферен-
ціації авірулентних штамів, визначення інвазивних та цитотоксичних власти-
востей бактерій, у тому числі потенційних біодеструкторів [2, 8, 11, 16, 17]. 

Метою роботи була оцінка потенційно патогенних властивостей бакте-
рій-деструкторів важкоокиснювальних органічних сполук на моделях куль-
тур клітин людини і тварин та на білих мишах. 

Матеріали та методи 
Об’єктом досліджень були 5 штамів бактерій-деструкторів важкоо-

киснювальних органічних сполук, відібраних для використання у біотехно-
логіях очистки стічних вод, морської води та ґрунту з колекції культур мікро-
організмів Одеського національного університету імені І. І. Мечникова: де-
структори фенолу – Bacillus subtilis ONU551 (Ф13) і Brevibacillus centrosporus 
Ф14,  iзольовані зі фармацевтичних стічних вод; деструктори ПАР, фенолу та 
вуглеводнів нафти – Pseudomonas fluorescens ONU328 та штам Pseudomonas 
maltophilia ONU329, ізольований з  морської води,  та виділений з нафтоза-
брудненого ґрунту штам Pseudomonas cepacia ONU327; деструктор азото-
вмісних органічних барвників – Pseudomonas aeruginosa 2-9, ізольований з 
промислових стічних вод килимного комбінату [4, 15].  

Бактерії зберігали на м'ясопептонному агарі в пробiрках з гумовими 
корками, пiд шаром вазелiнової олії.   

Оцінку патогенних властивостей проводили на рівнях клітин та організ-
мів: in vitro на культурах клітин людини Heр-2 та тварин  L20B, а також  in vivo 
на лабораторних білих мишах [4, 5, 6, 9].  

Для вивчення цитотоксичних та інвазивних властивостей бактерій-де-
структорів використовували перещеплювані культури клітин карциноми гор-
тані людини Heр-2 та фібробластів мишей L20B. При культивуваннi клітин 
застосовували середовище 199, що містило 10% сироватки великої рогатої 
худоби. Посiвна доза складала 3–5×104 клітин у 1 мл ростового середовища. 
Культивували клітини за температури 37 оС протягом 72 год до утворення мо-
ношару клітин.  

Iнокуляцiю культури клітин здійснювали суспензiєю 18-годинної куль-
тури бактерій, яку вирощували на м’ясопептонному агарі за температури 
30 оС. Посiвна доза складала 1×105 клітин бактерій у 1 мл ростового середо-
вища 199. 

Після інокуляції культур клітин бактеріями, через визначені інтервали 
часу (24, 48, 72, 96 год) здійснювали цитологічні дослідження нативних не-
забарвлених i постійних зафіксованих фіксатором Буена i забарвлених гема-
токсилін-еозином препаратів. 

Патогенні властивості бактерій-деструкторів in vitro на культурі клітин 
оцінювали за 2-ма показниками: 
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− цитотоксичну дію через 24–96 год визначали візуально при мікроско-
пічному дослідженні постійних препаратів за морфологічними змінами ок-
ремих клітин і ступенем дегенерації моношару, яку враховували за кількістю 
нежиттєздатних клітин. Через 96 год знімали клітини з поверхні скла за допо-
могою скляного шпателя з гумовою насадкою, забарвлювали трепановим си-
нім (у концентрації 0,01%), при цьому нежиттєздатні клітини забарвлювалися 
дифузно у синій колір, їх кількість виражали у відсотках (%). Критерієм цито-
токсичності було збільшення кількості нежиттєздатних клітин у моношарі до 
10% і більше у порівнянні з контролем;

− інвазивну активність оцінювали через 24–96 годин за кількістю інфі-
кованих бактеріями клітин моношару у постійних забарвлених препаратах, 
виражали у відсотках (%). Критерій інвазивності – поява у моношарі клітин 
контамінованих мікроорганізмами [5]. 

Дослідження вірулентності бактерій-деструкторів здійснювали у го-
стрих дослідах in vivo на моделі білих мишей. Використовували безпородних 
статевозрілих білих мишей вагою 18±2 г. Тварини були адаптовані протягом 
15 діб до умов утримання. Було сформовано 10 дослідних і одна контрольна 
група тварин по чотири особини одного віку в кожній.  Суспензію добових 
культур бактерій концентрацією 4×109 і 40×109 КУО/мл готували на стериль-
ному фізіологічному розчині. Досліджуваний матеріал вводили по 0,5 мл вну-
трішньочеревинно за допомогою ін'єкцій. Мишам контрольної групи вводи-
ли 0,5 мл фізіологічного розчину. Спостереження за зараженими тваринами 
вели протягом 14 діб. LD50 визначали за методом Ріда і Менча. Критерієм 
авірулентності слугувала відсутність інфекційної патології та загибелі мишей 
протягом 14 діб. Контролювали поведінкові реакції та фізіологічний стан ми-
шей [6, 9]. 

Експериментальні дослідження на культурах клітин проводили у п’яти-
кратному повторі, на лабораторних тваринах – у чотирьохкратному повторі. 
Математичне опрацювання результатів досліджень здійснювали з викорис-
танням комп’ютерної програми MSExcel [7].

Результати досліджень та їх обговорення
Результати дослідження патогенних властивостей бактерій-деструкто-

рів органічних сполук іn vitro та іn vivo наведені у таблиці. 
З наведених у таблиці даних видно, що протягом 96 год спостере-

жень  бактерії B. subtilis ONU 551, B. centrosporus Ф14, P. cepacia ONU 327,  
P. fluorescens ONU 328 та P. maltophilia ONU 329 не викликали морфологічних 
змін і деструкцію моношару перещеплюваних культур клітин людини Heр-2 і 
миші L20B, не проникали в цитоплазму і не інфікували клітини, тобто цито-
токсичні та інвазивні властивості в них були відсутні.  

Штам P. aeruginosa 2-9 вже в першу добу спостережень викликав вира-
жений цитопатичний ефект у моношарі перещеплюваних культур клітин лю-
дини Heр-2 та тварин L20B, який проявлявся у округленні клітин, вакуолізації 
та грануляції цитоплазми, деформації, зморщуванні та пікнозі ядер. Реєстру-
валася  повна дегенерація клітин моношару перещеплюваних культур клітин 
Heр-2 та L20B, що свідчило про цитотоксичну активність штаму P. aeruginosa 
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Таблиця
Результати оцінки патогенних властивостей бактерій-деструкторів органічних 

сполук in vitro та in vivo

Table
Results of evaluation of pathogenic properties of bacteria-destructors of organic 

compounds in vitro and in vivo

Штам

Культура клітин (експозиція 96 год) Тварини*

людини Нер-2 миші L20B білі миші

Цитотоксичні Інвазивні Цитотоксичні Інвазивні Вірулентні

Деструкція 
моношару, %

Кількість 
інфікованих 
клітин, %

Деструкція 
моношару, %

Кількість 
інфікованих 
клітин, %

Кількість 
тварин,що 

загинули,%
B. subtilis 
ONU551 (Ф13) 0 0 0 0 0

B. centrosporus 
Ф14 0 0 0 0 0

P. cepacia 
ONU327 0 0 0 0 0

P. fluorescens 
ONU328 0 0 0 0 0

P. maltophilia 
ONU329 5±1 0 0 0 0

P. aeruginosa 
2-9 97±12 100 100 100 75±8

Примітка:* експозиція 14 діб
Note:* 14 daysexposure

2-9. Бактерії активно проникали до клітин, у цитоплазмі реєстрували їх скуп-
чення біля ядра. Через 24 год експозиції майже половина клітин моношару 
була інфікована. Через 96 годин число інфікованих клітин сягало 100%, мо-
ношар був повністю зруйнований – кількість нежиттєздатних клітин сягала 
97±12 – 100%, що свідчило про наявність у бактерій P. aeruginosa 2-9 цито-
токсичних і інвазивних властивостей.  

В експериментах на білих лабораторних мишах встановлено, що бак-
терії-деструктори важкоокиснювальних органічних сполук B. subtilis ONU 
551, B. centrosporus Ф14, P. fluorescens ONU 328, P. maltophilia ONU 329 та 
P. cepacia ONU 327 не володіють вірулентними властивостями. Протягом 
всього  періоду спостереження після введення суспензії живих клітин бакте-
рій внутрішньочеревинно всі тварини зберігали життєздатність, добре поїда-
ли корм, змін з боку хутряного покрову не помічено. Миші були активними, 
фізіологічні відправлення у них не порушувалися, поведінкові реакції були 
звичайними. Клінічних ознак токсикозу не відмічено. Середні вірулентні дози 
не досягнули LD50в/ч>2,0×109 кл/миш і перевищують рекомендовані порогові 
значення для IV-ого класу небезпеки штамів – “малонебезпечних, практично 
без алергенної та загальнотоксичної дії” [9]. 
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Штам P. aeruginosa 2-9 – деструктор азотовмісних органічних барвни-
ків викликав загибель 75±8% мишей на 14 добу експозиції, що свідчить про 
його вірулентність. 

В результаті експериментальних досліджень встановлено залежність 
між показниками патогенності бактерій-деструкторів органічних сполук на 
клітинному та організмовому рівнях – in vitro на культурах клітин людини 
Heр-2 та тварин  L20B, та in vivo на лабораторних білих мишах. 

Дані літератури свідчать про те, що для оцінки патогенних властивос-
тей штамів бактерій-деструкторів, виробничих штамів, мікробних препаратів 
дослідники переважно використовують лабораторних тварин, що потребує  
економічних витрат на  їх підтримання, харчування та інш. [6, 9, 17]. На під-
ставі наших досліджень можемо рекомендувати використання методу культур 
клітин людини та тварин для первинного скринінгу патогенності бактерій-де-
структорів ізольованих з різних джерел (стічних вод, ґрунту, водного середо-
вища), а також колекційних штамів. Цей метод дозволяє у короткий термін 
(96 год) визначити цитотоксичність та інвазивність великої кількості штамів 
та відібрати серед них ті, що не володіють патогенними властивостями.

Таким чином, результати наших експериментальних досліджень свід-
чать про те, що штами бактерій-деструкторів органічних сполук B. subtilis 
ONU 551, B. centrosporus Ф14, P. fluorescens ONU 328, P. maltophilia ONU 
329, P. cepacia ONU 327 не патогенні – не володіють інвазивними та цито-
токсичними властивостями у культурі клітин людини Нер-2 і тварин L20B; та 
вірулентністю для ссавців – лабораторних білих мишей. 
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ОЦЕНКА ПАТОГЕННЫХ СВОЙСТВ БАКТЕРИЙ-
ДЕСТРУКТОРОВ ТЯЖЕЛООКИСЛЯЕМЫХ 

ОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ

Реферат    
Цель. Оценка потенциально патогенных свойств бактерий-деструкторов 
органических соединений на моделях культур клеток человека и животных 
и на белых мышах. Методы. Оценку патогенных свойств по показателям 
инвазивности и цитотоксичности проводили in vitro на культуре клеток 
человека Нер-2 и животных  L20B, а также  in vivo на лабораторных жи-
вотных белых мышах. Результаты. Экспериментально подтверждено, 
что на протяжении 96 часов наблюдений бактерии-деструкторы не вы-
зывали морфологических изменений и деструкцию монослоя перевиваемых 
культур клеток человека Heр-2 и мыши L20B. Бактерии не проникали в 
цитоплазму и не инфицировали клетки, что свидетельствовало об от-
сутствии у них инвазивных и цитотоксических свойств. У лабораторных 
белых мышей клинических признаков токсикоза и гибели животных не от-
мечалось. На протяжении всего периода наблюдений все животные сохра-
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няли жизнеспособность, хорошо употребляли корм, изменений со стороны 
шерстяного покрова не отмечено. Вывод. Результаты исследований свиде-
тельствуют о том, что штаммы бактерий-деструкторов Bacillus subtilis 
ONU 551, Brevibacillus centrosporus Ф14,  Pseudomonas fluorescens ONU 328, 
Pseudomonas maltophilia ONU 329, Pseudomonas cepacia ONU 327 не облада-
ют инвазивными и цитотоксическими свойствами в культуре клеток чело-
века Нер-2 и животных L20B, а также вирулентностью для млекопитаю-
щих – лабораторных белых мышей. 

Ключевые слова:  бактерии-деструкторы, патогенность, инвазивные и 
цитотоксические свойства, культуры клеток человека и животных, лабо-
раторные животные.
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ASSESSMENT OF PATHOGENIC PROPERTIES 
OF BACTERIA-DESTRUCTORS OF HEAVY-

OXIDIZEDORGANIC COMPOUNDS

Summary
Aim. Assessment of potentially pathogenic properties of bacteria-destructors of 
organic compounds on the model of cell cultures of human and animal and on 
white mouses. Methods. Evaluation of pathogenic properties by indicators of in-
vasiveness and cytotoxicity was carried out in vitro in a culture of human cells 
Hep-2 and animals L20B, as well as in vivo on laboratory animals of white mous-
es. Results. Experimentally confirmed that for 96 hours observation bacteria-de-
structors did not cause morphological changes and the destruction of the mon-
olayer transplantable human cell cultures Heр-2and mouseL20B.The bacteria did 
not penetrate the cytoplasm and did not infect the cells, which indicated of their 
lack of invasive and cytotoxic properties. In laboratory white mouses, clinical 
signs of toxicosis and animal death were not observed. For the whole experi-
mental period all animals stayed viable, no eating disorders were observed, no 
changes on the side of wool cover. Conclusion. The obtaining results showed that 
strains of bacteria-destructors Bacillus subtilis ONU 551, Brevibacillus centro-
sporus Ф14, Pseudomonas fluorescens ONU 328 and Pseudomonas maltophilia 
ONU 329, Pseudomonas cepacia ONU 327did not have invasive and cytotoxic 
properties in the cellculture Hep-2 and L20B; and was not pathogenic for mam-
mals – laboratory white mouse.

Key words:  bacteria-destructors, pathogenicity, invasive and cytotoxic proper-
ties, human and animal cell cultures, laboratory animals.
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