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ПÐÅÁÈÎÒÈÊÈ УÃËÅÂÎÄÍÎÉ ПÐÈÐÎÄЫ 
È  ПÅÐСПÅÊÒÈÂЫ ÈÕ ÈСПÎËЬЗÎÂÀÍÈß

В посëедние ãоды боëьшое внимание удеëяется биоëоãически активным 
добавкам – «пребиотикам», избиратеëьно стимуëирующим рост и 
метабоëическую активность пробиотическиõ микроорãанизмов тем 
самым оказывая общее бëаãотворное действие на макроорãанизм 
в цеëом. Данный обзор освещает современное состояние вопроса о 
пребиотикаõ уãëеводной природы, иõ вëияние на состояние макроор-
ãанизма. В работе нашëи своё отражение те виды пребиотическиõ 
препаратов, которые поëучиëи официаëьное признание на основании 
предкëиническиõ и кëиническиõ иссëедований. Показано, что в настоя-
щее время «пребиотическое» направëение в медицине, ветеринарии и 
пищевой промышëенности интенсивно развивается. В современной 
стратеãии коррекции дисбактериоза кишечника ведущая роëь отво-
дится препаратам-пребиотикам. В то же время, до сиõ пор остаются 
нерешенными вопросы научноãо обоснования разработки пребиотиков, 
что оãраничивает возможность иõ интенсивноãо производства и ис-
поëьзования. 

Кëючевые  с ë ова : пребиотики, пробиотики, нормобиота кишечника.

Ñогласно совреìенныì данныì, кише÷ник является основныì ìестоì 
колонизаöии более 400 видов ìикроорганизìов [30].

Основныìи представителяìи ìикробиоты кише÷ника ÷еловека в 
норìе являются бифидобактерии, бактероиды, лактобаöиллы, кише÷ная 
пало÷ка, энтерококки, которые составляют 99% от всего пула кише÷ных 
ìикроорганизìов. Ñреди них важную роль в организìе ÷еловека играют 
лактобактерии и бифидобактерии [22]. В результате ìного÷исленных 
исследований in vitro и in vivo показано, ÷то лактобактерии и бифидо-
бактерии у÷аствуют в регуляöии проöесса пищеварения, синтезируют 

©  О.À. Полтавская, Н.Ê. Êоваленко, 2013



7

ПÐÅБ²ОÒÈÊÈ ВУГËÅВОÄНОЇ ПÐÈÐОÄÈ ² ПÅÐÑПÅÊÒÈВÈ ЇХ ВÈÊОÐÈÑÒÀННЯ

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 6–23

витаìины, снижают уровень холестерина и конöентраöию аìинов в 
крови, действуют как иììуноìодуляторы, обладают противоопухолевой 
активностью, способствуют расщеплению атеросклероти÷еских бляшек 
и о÷ищению стенок сосудов [55]. 

В последние годы большое вниìание уделяется биологи÷ески актив-
ныì добавкаì, которые избирательно стиìулируют рост и ìетаболи÷е-
скую активность пробиоти÷еских ìикроорганизìов. Они полу÷или назва-
ние «пребиотики». Òерìин предложен в середине 1990-х гг. Gibson  G.R. 
и Roberfroid M.B. [22]. Ñогласно этой конöепöии, «пребиотики» – это 
физиологи÷ески функöиональные пищевые ингредиенты, которые при 
систеìати÷ескоì употреблении в составе пищевых продуктов обеспе÷и-
вают благоприятное воздействие на организì ÷еловека за с÷ет избира-
тельной стиìуляöии роста и /или повышения биологи÷еской активности 
норìальной ìикробиоты кише÷ника. Пребиотик не должен подвергаться 
гидролизу пищеварительныìи ферìентаìи, адсорбироваться в верхних 
отделах пищеварительного тракта и должен являться питательныì суб-
стратоì для бифидо- и лактобактерий, заселяющих толстый кише÷ник 
÷еловека. Благодаря селективной стиìуляöии роста норìальной ìикро-
биоты, пребиотики активизируют ìетаболи÷еские проöессы в ìакроорга-
низìе, способствуя проявлению антагонизìа по отношению к патогенной 
и условно патогенной ìикробиоте.

Èсходно к пребиотикаì относили, главныì образоì, непереваривае-
ìые в кише÷нике низкоìолекулярные углеводы. Однако последующие 
ìного÷исленные исследования показали, ÷то пребиоти÷еский эффект 
присущ ìногиì соединенияì [39]. Òак, в настоящее вреìя большинство 
пребиотиков, обладающих способностью стиìулировать рост бифидобак-
терий, относятся к нейтральныì сахараì. Ðазли÷ают также белковые 
и витаìинные пребиотики, ìенее популярные, по сравнению с углевод-
ныìи.

Область нау÷ных исследований пребиоти÷еских веществ в последние 
несколько лет зна÷ительно расширилась. Ñписок субстанöий, обладающих 
пребиоти÷ескиì эффектоì, постоянно пополняется. 

Öелью данной работы было изложить совреìенное состояние вопро-
са о пребиотиках углеводной природы, которые полу÷или офиöиальное 
признание на основании предклини÷еских и клини÷еских исследований, 
и их влиянии на состояние ìакроорганизìа. 

Лактуëоза – наиболее известный пребиотик, который практи÷ески 
не разлагается ферìентаìи ìакроорганизìа и не всасывается в тонкоì 
кише÷нике. Ëишь около 0,25–2,0% её усваивается в неизìененноì 
виде. Ëактулоза широко известна во всёì ìире как слабительный пре-
парат. В двойноì слепоì, плаöебо-контролируеìоì рандоìизированноì 
исследовании Kokke F.T. et al. показали положительный эффект после 
приìенения лактулозы при запорах у детей [33]. Àналоги÷ные данные 
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полу÷или Van der Spoel J.I. еt al. В испытаниях с у÷астиеì взрослых 
паöиентов [58]. Этот дисахарид хорошо зарекоìендовал себя в ÑШÀ как 
высокоэффективный препарат при коìплексноì ле÷ении заболеваний 
пе÷ени. Èзу÷ен ìеханизì его действия [2]. Показано улу÷шение ка÷е-
ства жизни и когнитивных функöий у паöиентов с öиррозоì пе÷ени и 
пе÷ено÷ной энöефалопатией [60]. По данныì Cummings J.H., лактулоза 
эффективна при заболеваниях ìо÷евыводящих путей, жел÷нокаìенной 
болезни, гиперхолестеринеìии и др. [14]. В последнее вреìя лактулозу 
все шире используют для производства лекарственных средств, пищевых 
и функöиональных продуктов питания.

Лактитоë (ëактит) – это углеводородный спирт (4-O-альфа-
D-галактопиранозил-D-глюöитол). Ëактитол обладает ìеньшей, ÷еì 
лактулоза, выраженностью побо÷ных эффектов в организìе ÷еловека 
(ìетеоризì, вздутие, флатуленöия). Åго используют в слабительных 
препаратах в ка÷естве основного коìпонента, а также в коìплексе с 
другиìи коìпонентаìи [4].

Ballongue J. et al. показали эффект лактулозы и лактитола на 
36  здо ровых добровольöах в сравнении с плаöебо [4]. Установлено, ÷то 
лактулоза приводит к более выраженныì изìененияì ìикробиоöеноза 
по сравнению с лактитолоì: увели÷ивается коли÷ество представителей 
норìальной ìикробиоты, снижается содержание гнилостных ìикроорга-
низìов. Êроìе того, наблюдалось снижение активности проканöерогенных 
ферìентов (азоредуктазы, 7 альфа-дегидроксилазы, ß-глюкуронидазы, 
нитратредуктазы и уреазы; зна÷ительно увели÷ивается содержание ко-
роткоöепо÷е÷ных жирных кислот в фекалиях и снижается содержание 
фенола, крезола, индола и скатола [3].

Инуëин – наиболее изу÷енный и наиболее широко используеìый в 
пищевой проìышленности пребиотик. Он является фруктозаноì и при 
его полноì гидролизе образуется фруктоза. Ñостоит инулин из одной ìо-
лекулы α-глюкозы и разного коли÷ества ìолекул фруктозы, соединенных 
ìежду собой β-(2-1) связью. Ñуществует несколько типов инулинов, ко-
торые разли÷аются длиной полиìерной öепи: низкоìолекулярный инулин 
(средняя степень полиìеризаöии 10-20) и высокоìолекулярный инулин 
(средняя степень полиìеризаöии 20-60). Чеì выше средняя степень по-
лиìеризаöии, теì выше биологи÷еская активность инулина [31].

Оëиãофруктоза (ОФ) относится к производныì инулина и представ-
ляет собой сìесь олигосахаридов, состоящих из глюкозы и нескольких 
остатков фруктозы, связанных друг с другоì ß-(2-1) гликозидной связью. 
Общее ÷исло фруктозных единиö в ìолекуле олигофруктозы в öелоì 
колеблется ìежду 2 и 8.

Èнулин и ОФ приìеняются при ле÷ении воспалительных кише÷ных 
расстройствах, раке, при нарушениях кальöиевого обìена в организìе, 
в педиатрии, при ле÷ении ожирения. Эффективность их приìенения под-
тверждена клини÷ескиìи исследованияìи [31]. Êроìе того, инулин и ОФ 
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способствуют стиìуляöии иììунной систеìы ìакроорганизìа. В опытах 
на лабораторных животных показано, ÷то употребление этих сахаров 
стиìулирует фагоöитарную активность ìакрофагов [31].

β-Гаëактооëиãосаõара (β-ГОС) представляют собой сложные угле-
воды животного происхождения, присутствующие в женскоì ìолоке. 
Они являются класси÷ескиì «бифидус-фактороì», стиìулирующиì рост 
бифидобактерий. Ñостоят из ìолекул галактозы и глюкозы и представ-
ляют собой структуру с длиной öепи от 3 до 10 ìолекул сахаров, при÷еì 
в ее ìолекулярноì строении преобладает галактоза [35].

В последние годы появились сообщения о проведении клини÷еских 
исследований β-ГОÑ с у÷астиеì не только детей, но и взрослых. Òак, 
Shadid R. et al. показали, ÷то приеì β-ГОÑ женщинаìи, находящиìися в 
третьеì триìестре береìенности, стиìулирует пролифераöию норìальной 
ìикробиоты ìатери и новорожденного, но в то же вреìя не оказывает 
влияния на стиìуляöию иììунитета плода [50]. 

Èнтересен тот факт, ÷то влияние β-ГОÑ на рост ìикроорганизìов 
зависит от способа его полу÷ения. В клини÷еских исследованиях [16] до-
казано, ÷то использование в ка÷естве добавки к пище β-ГОÑ, полу÷енных 
с приìенениеì β-галактозидазы пробиоти÷еского штаììа B. bifidum, 
зна÷ительно сильнее влияет на увели÷ение коли÷ества бифидобактерий 
кише÷ника, ÷еì β-ГОÑ, полу÷енных с использованиеì проìышленных 
β-галактозидаз.

Vulevic J. et al. показали, ÷то использование β-ГОÑ здоровыìи людьìи 
пожилого возраста стиìулирует рост норìальной кише÷ной ìикробио-
ты и иììунный ответ. Показано, ÷то β-ГОÑ иìеет потенöиал в ка÷естве 
терапевти÷еского средства при синдроìе раздраженной кишки [59]. Silk 
D.B. et al. показали бифидогенный эффект и перспективность приìенения 
β-ГОÑ в ле÷ении синдроìа раздраженной кишки [52].

Изомаëьтуëоза (паëатиноза) – (6-О-α-D-глюкопиранозид-D-
фруктоза) используется в ка÷естве пребиотика в на÷але 2000-х гг. 
[29]. Наряду с существующиìи данныìи о способности изоìальтулозы 
оказывать пребиоти÷еский эффект in vitro [1], появились сообщения 
об эффективноì ее приìенении как пребиоти÷еской добавки в раöио-
не питания людей, страдающих серде÷нососудистыìи заболеванияìи, 
атеросклерозоì, нарушениеì обìена веществ [5, 57, 68]. Êроìе того, в 
экспериìентах на животных показано, ÷то употребление изоìальтулозы 
в сульфатированной форìе оказывает противоопухолевый эффект [65].

Нерастворимый краõмаë (НК) – это ìодифиöированный вид крах-
ìала с повышенной ферìентативной устой÷ивостью, который стабилен 
в кислой среде и при высоких теìпературах [41]. Ñодержание аìилозы 
в НÊ достигает 60–70%, тогда как ее содержание в обы÷ноì крахìа-
ле – всего 30%, ÷то обеспе÷ивает его устой÷ивость к аìилолизису. НÊ 
разделяют на 5 классов [55].
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Он широко используется при создании продуктов функöионального 
питания. Åго пребиоти÷еские свойства изу÷ены достато÷но хорошо [4], 
однако данных о влиянии на организì ÷еловека недостато÷но. В экс-
периìентах на животных показано, ÷то употребление НÊ способствует 
регенераöии слизистой оболо÷ки кише÷ника, уìеньшает риск возникно-
вения опухолей разной этиологии [36], улу÷шает гликеìи÷еский контроль 
[51], уìеньшает риск возникновения ишеìи÷еской травìы пе÷ени [43], 
стиìулирует иììунный ответ [55].

Ксиëооëиãосаõариды (КОС) – это сìесь дисахаридов и трисахари-
дов, состоящих из 2–8 ìолекул ксилозы, соединенных β-1,4-гликозидной 
связью [68]. По сравнению с вышеописанныìи пребиотикаìи, ÊОÑ ìенее 
изу÷ены. В настоящее вреìя существуют сведения об эффективности 
ÊОÑ при желудо÷но-кише÷ных патологиях [46,53]. Они эффективны 
при поддержании уровня железа в пе÷ени [32], предотвращают адгезию 
патогенных ìикроорганизìов (in vitro) [17], способны стиìулировать 
иììунную систеìу путеì синтеза интерферона и образования ìакрофагов 
и Ò-лиìфоöитов [70]. Приìенение ÊОÑ также перспективно в животно-
водстве и птиöеводстве [69].

Оëиãосаõариды сои (ОС) представлены, в основноì, двуìя угле-
водаìи: раффинозой и стахиозой. Ðаффиноза (α-D-галактопиранозил-
(1-6)-α-D-глюкопиранозил-(1-5)-β-D-фруктофуранозид) – трисахарид, 
содержащий по одной ìолекуле D-галактозы, D-глюкозы и D-фруктозы. 
Ñтахиоза (ìаннеотетроза, дигалактозилсахароза) состоит из остатков 
двух ìолекул галактозы, ìолекулы глюкозы и ìолекулы фруктозы. 

Ðезультаты исследований ОÑ, в основноì полу÷ены in vitro или 
на животных. Òак, Faber T.A. et al. На ìодели бройлерных öыплят, 
инфиöированных Eimeria acervulina, показали, ÷то употребление ОÑ 
способствовало увели÷ению потребления корìа, быстроìу набору веса, 
а также увели÷ению продукöии дуоденальных öитокинов [19]. Xie S. et 
al. установили, ÷то потребление ОÑ крысаìи способствует предотвраще-
нию у них атеросклероза путеì норìализаöии уровня липидов в крови, 
регуляöии вазоактивных веществ и защиты от окислительного стресса 
[66]. Piastowska-Ciesielska A.W. et al. наблюдали увели÷ение плотности 
костей у крыс [47]. В клини÷еских исследованиях Cha Y.S. et al. На до-
бровольöах с избыто÷ныì весоì, потреблявших 9,9 г ферìентированной 
соевой пасты, наблюдалось снижение веса и содержания висöерального 
жира [7].

Ìаннан-оëиãосаõариды (ÌОС) – углеводы, содержащие ìаннан – 
полиìер ìаннозы. ÌОÑ широко используют как БÀÄы в птиöеводстве 
и свиноводстве [12,19]. 

Èсследования последних лет показали, ÷то этот олигосахарид также 
обладает пребиоти÷ескиìи свойстваìи. Установлено, ÷то добавление 
ÌОÑ в основной корì свиней способствует стиìуляöии иììунного от-
вета [9], улу÷шает пищеварение и положительно влияет на рост поросят 
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[44]. Äобавление ÌОÑ в раöион питания птиöы способствует улу÷шению 
эпителиального барьера энтероöитов [10].

Гуммиарабика (ГА) – это пищевые волокна из сìолы акаöии. Ìо-
лекула ГÀ представляет собой высокоìолекулярный гетерополисахарид 
(около 350–850 kDa), содержащий остатки галактозы, раìнозы, глюку-
роновой кислоты, арабинозы, до 3% белков, а также калий, кальöий, 
ìагний. Пребиоти÷еские свойства ГÀ обнаружены Calame W. et al. В ис-
следовании с у÷астиеì здоровых женщин [6]. Àвторы показали, ÷то ГÀ 
эффективен как пребиотик при 10-ти граììах суто÷ного употребления. 
В ходе исследования не наблюдалось зна÷ительного побо÷ного действия, 
а эффективность ГÀ была выше, ÷еì при употреблении инулина.

Поëидекстроза (ПД) – полисахарид, состоящий из остатков глю-
козы, используется как пищевая добавка, для которой не предусìотрена 
определенная су то÷ная дозировка. ПÄ – универсаль ный ингредиент. Åго 
приìеняют и как наполнитель, и как исто÷ник раствориìых пищевых 
волокон с пребиоти÷ескиì действиеì. 

ПÄ положительно влияет на норìальную ìикробиоту и в öелоì на 
ìакроорганизì [27, 28]. Costabile A. et al. установили, ÷то при употре-
блении ПÄ улу÷шается пищеварение, снижается дискоìфорт в области 
живота [13]. В то же вреìя Hengst C. et al. указывают, ÷то употребление 
ПÄ взрослыìи здоровыìи людьìи в той же дозе способствует лишь сни-
жению рН содержиìого кише÷ника и зна÷ительноìу уìеньшению коли-
÷ества жел÷ных кислот и нейтральных стиролов. Êроìе того, авторы не 
отìе÷али никаких изìенений в работе кише÷ника, в составе норìальной 
ìикробиоты и конöентраöии короткоöепо÷е÷ных жирных кислот [26]. 
Witaicenis A. et al. показали на ìодели колита у крыс, ÷то при приеìе 
ПÄ иìеет ìесто антивоспалительный эффект, способствующий снижению 
ìиелопероксидазной активности, содержания глутатиона. Êроìе того, 
ПÄ препятствует распространению о÷ага поражения [64].

Арабиноксиëан-оëиãосаõариды (АКОС) – олигосахариды, являю-
щиеся производныìи арабиноксилана, гидролиз которого приводит к 
форìированию ÀÊОÑ, характеризующихся средней степенью полиìе-
ризаöии и средней степенью заìещения арабинозы. 

Neyrinck A.M. et al. На ìодели лабораторных ìышей показали, ÷то 
ÀÊОÑ обладает выраженныìи пребиоти÷ескиìи свойстваìи: проявляет 
бифидогенный эффект, который сопровождается улу÷шениеì функöий 
кише÷ного барьера и снижениеì öиркулирующих воспалительных ìар-
керов [41,42]. 

Geraylou Z. et al. На ìодели сибирского осетра (Acipenser baerii) 
изу÷или влияние ÀÊОÑ с разли÷ной степенью полиìеризаöии (ÀÊОÑ-
32-0,30 и ÀÊОÑ-3-0,25) на состав норìальной  ìикробиоты и иììунный 
ответ ìакроорганизìа [21]. Показано, ÷то оба типа ÀÊОÑ норìализуют 
состав ìикробиоты и способствуют повышению выживаеìости осетров. 
Àвторы отìе÷ают, ÷то степень положительного эффекта ÀÊОÑ на здо-
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ровье осетровых рыб зависит от степени полиìеризаöии данного олиго-
сахарида.

Cloetens L. et al. провели рандоìизированное плаöебо-контролируеìое 
перекрестное исследование на здоровых волонтерах, приниìавших по 
10 г ÀÊОÑ или плаöебо ежедневно в те÷ение 3-х недель. Показано, ÷то 
ÀÊОÑ проявляет бифидогенный эффект [11]. Åжедневное употребление 
здоровыìи волонтераìи 180 г пшени÷но-ржаного хлеба с добавлениеì 
ÀÊОÑ положительно влияет на состав норìальной ìикробиоты (бифи-
догенный эффект) и на пищеварение в öелоì [15,61]. 

Grootaert C. et al. провели сравнительные исследования ÀÊОÑ и ину-
лина в ка÷естве стиìуляторов ìикробиоты кише÷ника. Установлено, ÷то 
расщепление инулина происходит в восходящеì отделе толстой кишки, 
в то вреìя как ÀÊОÑ усваивается в подвздошной ее ÷асти. Êроìе того, 
показано, ÷то инулин способствует изìенению ìикробного ìетаболизìа 
путеì коррекöии состава ìикробного сообщества. В то же вреìя, ÀÊОÑ 
воздействует на ìикробный ìетаболизì путеì «вклю÷ения» ÀÊОÑ-
расщепляющих ферìентов, при этоì практи÷ески не влияет на состав 
кише÷ной ìикробиоты [23].

Арабиноãаëактан (ÀГ) – полисахарид, состоящий из ìолекул 
арабинозы и галактозы. В природе существует 2 класса ÀГ – расти-
тельного и ìикробного происхождения. В основе ÀГ – высокоразвет-
вленная ìолекула с 3,6-галактановыì остовоì. Боковые öепи состоят 
из коìбинаöии галактозы с öепо÷каìи 3, 4, 6-; 2, 3, 6-; 3, 6-; 3, 4-; 
и  3-связанных β-галактозных и β-арабиногалактозных остатков. Ñоот-
ношение галактоза:арабиногалактоза приблизительно 6:1. Òакже ìогут 
присутствовать следовые коли÷ества глюкуроновой кислоты. ÀГ ÷асто 
связаны с белкаìи (арабиногалактановые белки), которые выполняют 
роль ìежклето÷ных сигнальных ìолекул [56].

Наибольшее содержание ÀГ отìе÷ено в растениях рода лиственни÷-
ных (Larix occidentalis). ÀГ является пищевой добавкой Å-409 (стаби-
лизатороì). Yang L.C. et al. На ìоделях ìышей линии BALB /C и крыс 
показали, ÷то водный экстракт ÀГ, полу÷енный из öветков Anoectochilus 
formosanus (Orchidaceae), снижает рН кише÷ного содержиìого, повы-
шает содержание свободного кальöия в хиìусе и сыворотке крови и уже 
на 3-й день приеìа в дозе 20 ìг /кг способствует стиìуляöии роста би-
фидобактерий и лактобаöилл кише÷ника, но подавляет рост Clostridium 
perfringens и не влияет на жизнеспособность бактерий рода Escherichia 
[67]. В исследованиях Udani J.K. et al. показано, ÷то ÀГ обладает иììу-
ноìодулирующиì эффектоì. Волонтеры, вакöинированные ранее против 
Streptococcus pneumoniae, и приниìавшие 4,5 г ÀГ в сутки в те÷ение 
72 дней, иìели зна÷ительно более высокий уровень IgG, по сравнению 
с приниìавшиìи плаöебо. В то же вреìя, авторы не отìе÷али влияния 
ÀГ на уровень IgA слюны, на коли÷ество белых кровяных телеö, вос-
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палительных öитокинов и коìплеìента. У паöиентов не было отìе÷ено 
никаких побо÷ных реакöий на приёì ÀГ [56]. 

Ìорские водоросли являются одниì из наиболее богатых природных 
ресурсов по содержанию биологи÷ески активных веществ. Вещества, 
выделенные из водорослей, проявляют разли÷ную биологи÷ескую ак-
тивность: антиìикробную, антивирусную, антиоксидантную, антивос-
палительную, антикоагулянтную, апоптолити÷ескую активности [8, 45]. 
В то же вреìя их пребиоти÷еские свойства практи÷ески не изу÷ены. 
В настоящее вреìя наиболее перспективныìи глюканаìи водорослей 
с÷итаются лаìинарин, фукоидан и альгинат.

Ламинарин – низкоìолекулярный полисахарид, содержащийся в 
основноì в бурых водорослях. Ëаìинарин относится к сеìейству 1-3-
β-D-глюканов и иìеет линейную структуру с невысокой степенью вет-
вления. Он состоит из (1,3)-β-D-глюкопиранозных остатков, в которых 
присутствуют несколько 6-O-ответвлений в главной öепи и несколько 
β-(1,6)-ìежöепо÷е÷ных связей, однако структура лаìинарина зависит от 
вида природного исто÷ника [38].

Фукоидан (фукан, фукозан, фукана сульфат) – водораствориìый 
полисахарид с разветвленной структурой, содержащий в основноì 
L-фукозу и сульфатированные эфиры, а также ìаннозу, галактозу, глю-
козу, ксилозу, уроновые кислоты и даже аöетильные группы и протеины. 
Фукоидан содержится в бурых водорослях и теле некоторых ìорских 
беспозвоно÷ных (устриöы, ìорской огуреö) [37]. 

McDonnell P. et al. изу÷или влияние лаìинарина и фукоидана, отдель-
но и в коìплексе, на общее состояние животных и их норìальную ìикро-
биоту. Показано, ÷то у поросят, употреблявших лаìинарин, наблюдалась 
стиìуляöия роста и норìализаöия ìикробиоöеноза кише÷ника [40].

Аëьãинат – высокоìолекулярный полисахарид бурых водорослей, 
представляющий собой линейный гетерополисахарид, состоящий из остат-
ков β-1,4-D-ìаннуроновой кислоты и α-L-гулуроновой кислоты [63]. 

В исследованиях Lynch M.B. et al. [38] показано, ÷то лаìинарин 
и фукоидан способствуют увели÷ению коли÷ества бактерий родов 
Bifidobacterium (P<0,01), Enterobacterium (P<0,05) и Lactobacillus в 
толстоì кише÷нике свиней. Выявлено, ÷то у животных, потреблявших 
лаìинарин, наблюдалось снижение содержания энтеробактерий. Àвторы 
высказывают предположение о перспективе использования лаìинарина и 
фукоидана в ка÷естве пребиоти÷еской корìовой добавки в свино водстве.

Wang Y. et al. показали, ÷то альгинатные олигосахариды, полу÷ен-
ные в результате энзиìати÷еского гидролиза альгината, стиìулируют 
рост B. bifidum ATCC 29521 и B. longum SMU 27001. В исследованиях 
in  vivо показано, ÷то альгинатные олигосахариды способны избирательно 
стиìулировать рост норìальной ìикробиоты кише÷ника крыс, а также 
способствуют уìеньшению коли÷ества энтеробактерий и энтерококков. 
Àвторы отìе÷ают отсутствие побо÷ных эффектов, ÷то свидетельствует 
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о возìожноì вклю÷ении альгинатных олигосахаридов в группу пребио-
ти÷еских препаратов [63].

Пектиновые оëиãосаõарды (ПОС) – производные пектина, который 
является обязательныì коìпонентоì всех зеленых растений, входит в 
состав ìногих фруктов и овощей, некоторых водорослей. ПОÑ широко ис-
пользуются в ка÷естве загустителей и биологи÷ески активных добавок.

Piemontese P. et al. показали положительное пребиоти÷еское влияние 
ПОÑ, используеìых в раöионе питания детей. Все антропоìетри÷еские 
и физиологи÷еские показатели ìладенöев (8–52 недели) зна÷ительно 
отли÷ались от контрольных групп [48]. Fanaro S. et al. также показали, 
÷то ПОÑ, добавленные в детское питание в конöентраöии 20%, хорошо 
переносились детьìи, однако не оказывали видиìого эффекта на кише÷-
ную ìикробиоту [20].

Nishimura N. et al. В экспериìентах на крысах линии Ñпраг-Äоули 
показали, ÷то употребление пектина (5% от суто÷ного корìа) в те÷ение 
7 дней способствует повышению содержания Н2 в толстоì кише÷нике, 
снижению активности аланин- и аспартат- аìинострансферазы, а также 
соотношения окисленный глутатион:общий глутатион. В то же вреìя 
соотношение в пе÷ени восстановленный глутатион:общий глутатион и 
восстановленный глутатион:окисленный глутатион зна÷ительно возрас-
тало. Эти данные свидетельствуют о способности пектина облег÷ать 
ишеìи÷ескую травìу пе÷ени [43].

Òакиì образоì, в настоящее вреìя «пребиоти÷еское» направление 
в ìедиöине, ветеринарии и пищевой проìышленности интенсивно раз-
вивается. Появляются новые поколения пребиоти÷еских препаратов, а 
также открывается пребиоти÷еский эффект уже давно существующих на 
рынке нутриентов углеводной природы. Ñовреìенная стратегия коррекöии 
дисбактериоза кише÷ника ìожет быть сфорìулирована, как «стиìуляöия 
разìножения собственной норìобиоты хозяина путеì естественного вос-
становления сиìбиоти÷еского равновесия в систеìе «хозяин-ìикробиота», 
где ведущая роль отводится препаратаì-пребиотикаì. 

Ñовреìенные данные ìолекулярно-генети÷еских исследований сви-
детельствуют о тоì, ÷то ìикроорганизìы, и представители норìобиоты 
в ÷астности, иìеют богатый ферìентативный аппарат, обеспе÷ивающий 
усвоение широкого спектра сложных углеводов. У некоторых видов 
ìикроорганизìов он ìожет составлять до 10% всего геноìа [55]. Ввиду 
этого, поиск и изу÷ение веществ, обладающих пребиоти÷ескиì эффектоì, 
исследование их влияния на ìакроорганизì, ставит на новый уровень 
представление о функöиональноì питании.

В настоящее вреìя все больше привлекает вниìание разработка 
синбиоти÷еских препаратов, которые представляют собой коìплекс 
пробиотиков и пребиотиков [49]. Неìного÷исленные исследования сви-
детельствуют о тоì, ÷то синбиотики благотворно влияют на здоровье 
÷еловека и избирательно стиìулируют рост и активаöию ìетаболизìа 
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индигенных ìикроорганизìов. Äобавление пребиотиков в продукты пи-
тания и создание синбиоти÷еских препаратов способствует жизнестой-
кости пробиоти÷еских бактерий и увели÷ению коли÷ества полезных для 
÷еловека ìикроорганизìов. Они стиìулируют рост и функöиональную 
активность как пробиоти÷еских ìикроорганизìов, поступающих с продук-
таìи питания, так и индигенной норìальной ìикробиоты. Ñинбиоти÷еские 
препараты способствуют проявлению иììуногенных свойств полезных 
ìикроорганизìов за с÷ет увели÷ения продукöии иìи бактериальных 
ìетаболитов с иììуноìодулирующиìи свойстваìи (пептидогликаны, 
липополисахариды, тейхоевые кислоты). 

В последние годы предложено еще одно направление приìенения 
пребиоти÷еских субстанöий – ìикро- и нанокапсулирование – новая тех-
нология выпуска ìедиöинских препаратов основанная на использовании 
«систеì уìных перенос÷иков» («smart carrier systems»), способных кон-
тролировать доставку и дозировку по вреìени биоактивного ìатериала, 
обеспе÷ивая более оптиìальную дозировку препарата и ìиниìизаöию 
побо÷ных эффектов [25]. В этоì плане пребиотики являются идеальныìи 
ингредиентаìи для капсулирования пероральных препаратов, в тоì ÷исле 
и пробиотиков, ввиду их безвредности для ìакроорганизìа, с одной сто-
роны, и природной способности защищать инкапсулированное вещество 
в верхних отделах желудо÷но-кише÷ного тракта, с другой [25, 62]. 

Несìотря на позитивный эффект пребиоти÷еских веществ, а также 
широкие перспективы их использования, до сих пор остаются нерешен-
ныìи вопросы нау÷ного обоснования разработки пребиотиков, ÷то огра-
ни÷ивает возìожность их интенсивного производства и использования. 
Это связано с теì, ÷то на данный ìоìент большинство исследований, 
касающихся пребиотиков, ограни÷ены лишь экспериìентаìи in vitro. 
В то же вреìя, для подтверждения позитивного эффекта на норìальную 
ìикробиоту и на ìакроорганизì в öелоì необходиìо проведение рандо-
ìизированных предклини÷еских и клини÷еских исследований с высокиì 
уровнеì достоверности. 

В нау÷ной литературе практи÷ески отсутствуют сведения о безопас-
ности приìенения новых пребиотиков, в тоì ÷исле, для людей разных воз-
растных групп. Проведение подобных исследований крайне необходиìо, 
поскольку существуют едини÷ные сведения об их небезопасности [29]. 

Необходиìо отìетить, ÷то ìногие клини÷еские исследования вклю÷а-
ют в себя использование öелого коìплекса олигосахаридов, ÷то делает 
невозìожныì определение роли отдельно взятого пребиотика в оказы-
ваеìоì эффекте [24]. 

При создании препарата-пребиотика необходиìо у÷итывать, ÷то 
строение ìолекулы одного и того же поли- или олигосахарида ìожет 
варьировать (степень полиìеризаöии, степень и тип ветвления и т.п.), и 
этот факт иìеет большое зна÷ение для эффективной утилизаöии данного 
пребиотика ìикроорганизìаìи [34]. 
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Àнализ литературы показывает, ÷то в будущеì приìенение препа-
ратов-пробиотиков будет возрастать, а саìо направление пребиоти÷еской 
терапии будет развиваться. Будут разрабатываться новые пребиоти÷еские 
субстанöии, а их использование станет более спеöифи÷ныì, с у÷етоì 
заболевания, возрастной группы паöиентов и т.п. 
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THE CARBOHYDRATE PREBIOTICS AND PROSPECTS 
OF  THEIR USE

Summary

Recently much attention is paid to the biologically active additives – 
«prebiotics», which selectively stimulate the growth and metabolic activity of 
probiotic microorganisms beneficially effecting on the whole macroorganism. 
This review highlights the current state of the question of the carbohydrate 
prebiotics and their effects on the macroorganism. The work reflects only 
those types of prebiotic products that have received an official recognition 
on the base of preclinical and clinical studies. It is shown that nowadays 
«prebiotic» trend in medicine, veterinary medicine and the food industry 
is developing intensively. In the modern strategy of intestinal dysbiosis 
correction prebiotics play a leading role. At the same time, there are many 
unresolved questions concerning the scientific study of prebiotics’ elaboration, 
which limit the possibility of their intensive production and use.
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ПÐÅÁIÎÒÈÊÈ ÂУÃËÅÂÎÄÍÎЇ ПÐÈÐÎÄÈ I ПÅÐСПÅÊÒÈÂÈ ЇÕ 
ÂÈÊÎÐÈСÒÀÍÍß

Ðеферат

В останні роки велика увага приділяється біологі÷но активниì до-
бавкаì – «пребіотикаì», що вибірково стиìулюють ріст і ìетаболі÷ну 
активність пробіоти÷них ìікроорганізìів, і тиì саìиì здійснюють за-
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гальну позитивну дію на ìакроорганізì в öілоìу. Äаний огляд висвітлює 
су÷асний стан питання про пребіотики вуглеводної природи, їх вплив 
на стан ìакроорганізìу. У роботі знайшли своє відображення лише 
ті види пребіоті÷них препаратів, які отриìали офіöійне визнання на 
підставі докліні÷них і кліні÷них досліджень. Показано, що в даний ÷ас 
«пребіоти÷ний» напряì у ìедиöині, ветеринарії та хар÷овій проìисловості 
інтенсивно розвивається. У су÷асній стратегії корекöії дисбактеріозу ки-
ше÷ника провідна роль відводиться препаратаì – пребіотикаì. Водно÷ас, 
досі залишаються невирішениìи питання наукового обґрунтування роз-
робки пребіотиків, що обìежує ìожливість їх інтенсивного виробниöтва 
і використання.

Ê лю÷ о в і  с л о в а : пребіотики, пробіотики, норìобіота кише÷ника. 
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ПÎËIÎÌIЄËIÒ: ПÅÐÅШÊÎÄÈ ÍÀ ШËßÕУ ÅÐÀÄÈÊÀÖIЇ

Оãëяд присвячений ситуації з поëіомієëіту в Україні та країнаõ 
світу. Протяãом баãатьоõ років пробëема поëіомієëіту ëишається 
актуаëьною. На сьоãоднішній день циркуëяція «дикиõ» штамів вірусу 
поëіомієëіту продовжується в трьоõ ендемічниõ країнаõ Азії та Аф-
рики. Завдяки постійному зростанню міãраційниõ процесів існує за-
ãроза завозу «дикиõ» поëіовірусів до країн, віëьниõ від циркуëяції цьоãо 
вірусу. Продемонстрований низький рівень оõопëення вакцинацією дітей 
в Україні, що призводить до збіëьшення прошарку насеëення, сприй-
нятëивоãо до заõворювання. Показано зростання кіëькості випадків 
вакцин-асоційованоãо параëітичноãо поëіомієëіту переважно в розви-
нениõ країнаõ, що зумовëено посиëенням системи епідеміоëоãічноãо 
наãëяду за поëіомієëітом з одноãо боку і збіëьшенням кіëькості осіб 
з імунодефіцитними станами – з іншоãо. Наведений меõанізм утво-
рення вірусниõ ревертантів із можëивим зворотнім набуттям ними 
нейровіруëентниõ вëастивостей, а також утворення міжтиповиõ 
вірусниõ рекомбінантів. В оãëяді наведені основні завдання ВООЗ, 
спрямовані на боротьбу з поëіомієëітом, кінцевою метою якиõ є повна 
ерадикація цьоãо заõворювання.

Кëючові сëова: поëіомієëіт, вакцинація, вірус поëіомієëіту вакцинноãо 
поõодження, в’яëий дитячий параëіч.

Поліоìієліт, як хвороба, відоìий з ÷асів анти÷ності, але тільки останні 
сто років історії ìедиöини встановлений збудник хвороби – поліовірус. 
Öей патогенний ентеровірус став при÷иною ìасового захворювання 
людства протягоì новітньої історії.

Біоëоãія поëіовірусів
Віруси поліоìієліту належать до роду Enterovirus родини Picornaviri-

dae. Поліовіруси передаються від людини до людини переважно фекально-
оральниì шляхоì за рахунок виділення з випорожненняìи та глотковиì 
секретоì від хворої людини. На сьогодні реöептори до вірусів поліоìієліту 
виявлені лише на клітинах людини та людиноподібних приìатів кількох 
видів [1, 2, 3]. Æиттєвий öикл вірусу відбувається в ìежах öитоплазìи 
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інфікованої клітини і по÷инається з контакту віріону з реöептороì вірусу 
поліоìієліту (PVR) на поверхні клітини (рис. 1).

Ðис. 1. Життєвий цикл вірусу поліомієліту [4]

1 – зв’язування вірусу поліоìієліту з поверхневою ìолекулою CD155.  
2 – розпаковка вірусної ÐНÊ, зуìовлена дестабілізаöією вірусного капсиду.  
3 – трансляöія вірусної ÐНÊ. 4 – проöесинг вірусних структурних та неструктурних 
білків. 5 – синтез негативного ланöюга ÐНÊ та утворення дволанöюгової нитки 
ÐНÊ. 7 – трансляöія. 8 – упаковка ново синтезованої ÐНÊ. 9 – лізис інфікованої 
клітини та вивільнення віріонів.

Fіg. 1. Polіovіrus lіfecycle [4]

1 – binding of poliovirus to the cell surface macromolecule CD155. 2 – uncoating of 
the viral RNA is mediated by receptor-dependent destabilization of the virus capsid. 
3 – translation of the viral RNA. 4 – proteolytic processing of the viral polyprotein 
yields mature structural and non-structural proteins. 5 – positive-sense RNA serves 
as template for complementary negative-strand synthesis, thereby producing a double-
stranded RNA. 6 – initiation of many positive strands from a single negative strand RNA. 
7 – translation. 8 – positive-sense RNA molecules associate with capsid precursors to 
undergo encapsidation. 9 – lysis of the infected cell and release of infectious progeny 
virions.

Ðеöептор CD155 іìуноглобулінової природи складається з трьох 
позаклітинних Ig-подібних доìенів, трансìеìбранного доìену та 
Ñ-кінöевого öитоплазìати÷ного доìену (рис. 2). Після інфікування 
відбувається розселення вірусу та реплікаöія у кишковоìу тракті, що 
ìоже призвести до потрапляння вірусу в кров та розвитку вірусеìії [5].
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За рахунок вірусеìії відбувається дисеìінаöія збудника в ліìфати÷ні 
вузли та внутрішні органи. Ураження öентральної нервової систеìи при-
зводить до незворотних порушень ìотонейронів сірої ре÷овини передніх 
рогів спинного ìозку та ядер рухових ÷ерепно-ìозкових нервів. 

Ðис. 2. Ðецептор до вірусу поліомієліту – трансмембранний глікопротеїн 
суперродини імуноглобулінів [3]

1 – позаклітинні Ig-подібні доìени. 2 – трансìеìбранний доìен. 3 – Ñ-кінöевий 
öитоплазìати÷ний доìен

Fіg. 1. Polіovіrus receptor іs a transmembrane glycoproteіn  
іn the іmmunoglobulіn superfamіly [3]

1 – extracellular Ig-like domains. 2 – transmembrane domain. 3 – C-terminal 
cytoplasmic domain

Залежно від ìасштабу розповсюдження вірусу в організìі хворого та 
рівня ураження öентральної нервової систеìи кліні÷ні прояви захворю-
вання ìожуть варіювати [6]. Окреìі випадки параліти÷ного поліоìієліту 
призводять до інвалідизаöії, втрати праöездатності хворого та необхід-
ності у пожиттєвоìу лікуванні та догляді, що пов’язано з відповідниìи 
витратаìи. Òоìу, на сьогоднішній день вакöинопрофілактика залишається 
найефективнішиì ìетодоì попередження захворювання та боротьби з 
поширенняì вірусу поліоìієліту.

Åпідеìії поліоìієліту спалахнули наприкінöі ХIХ століття в багатьох 
Європейських країнах та Півні÷ній Àìериöі, після ÷ого поліоìієліт набув 
глобального статусу із щорі÷ниìи епідеìіяìи. Iснує кілька öікавих гіпотез 
щодо при÷ин глобального розповсюдження поліоìієліту та виникнення 
епідеìі÷них спалахів серед населення різних країн. Одна з гіпотез при-
пускає, що із покращенняì соöіально-побутових та санітарно-гігієні÷них 
уìов проживання збільшився вік людини, яка вперше контактує з ві-
русоì. У передепідеìі÷ний період ентеровірусні інфекöії були настільки 
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розповсюджениìи, що інфікування дитини відбувалося у перші 6–12 
ìісяöів життя. Однак öі діти були захищені від вірусів антитілаìи, що 
ìістяться у ìолоöі ìатері. Зви÷айно, сироваткові антитіла не захищали 
шлунково-кишковий тракт від інфікування вірусоì, однак ìатеринські 
антитіла запобігали потраплянню збудника в кров та ураженню öентраль-
ної нервової систеìи з подальшиì розвиткоì паралі÷у. Òакиì ÷иноì, діти 
набували активного іìунітету за підтриìки пасивного захисту ìатерин-
ських гуìоральних антитіл. Iз покращенняì санітарного стану уìов про-
живання дітей, первинний контакт дитя÷ого організìу з вірусоì по÷ав 
відбуватися пізніше, на другоìу роöі життя, коли зна÷но знижувався 
рівень ìатеринських захисних антитіл, тиì саìиì відкриваю÷и вірусу 
доступ до öентральної нервової систеìи. Відповідно до öієї гіпотези, 
випадки раннього захворювання реєструються переважно у дітей друго-
го року життя. Захворювання відоìе як дитя÷ий паралі÷. На підтриìку 
гіпотези також свід÷ать такі факти: найбільш ранні випадки захворю-
вання на поліоìієліт були зареєстровані в країнах із високиì рівнеì 
гігієни та санітарії; паралельно з поступовиì поширенняì поліоìієліту 
збільшується віковий розподіл відповідно до збільшення віку первинного 
інфікування людини.

Òакиì ÷иноì, по÷инаю÷и з 1880-х років, були зафіксовані повідо-
ìлення з країн Ñкандинавії та Ñполу÷ених Штатів Àìерики про серії 
спалахів дитя÷ого паралі÷у. Öікавиì є факт одно÷асної появи спалахів в 
Європейських країнах та ÑШÀ. У колишньоìу Ðадянськоìу Ñоюзі різкий 
підйоì захворюваності на поліоìієліт був зафіксований у 1954–1956  рр. 
У 1940 роöі показники захворюваності становили 0,67 на 100 тис. на-
селення, а в 1956 роöі – вже 8,79 на 100 тис. населення. Найвищі по-
казники захворюваності на поліоìієліт були зафіксовані у 1958 роöі і 
становили 10,76 на 100 тис. населення країни. Åпідеìія поліоìієліту в 
ÑÐÑÐ виникла не раптово, а з поступовиì підйоìоì кількості випадків 
у країнах Прибалтики, залу÷енняì до епідеìі÷ного проöесу су÷асних 
територій України, Ìолдови та Білорусії у 1947–1948 рр., західних та 
öентральних регіонів Ðосії у 50-х роках [7].

Ñтворення поліоìієлітної вакöини у 1955 роöі дало по÷аток поетапно-
ìу викоріненню поліоìієліту в усьоìу світі. Застосування інактивованої 
поліоìієлітної вакöини (IПВ) на території України було розпо÷ато у 1957 
роöі, а оральна поліоìієлітна вакöина (ОПВ) була вперше впроваджена 
у 1959 роöі. Остато÷на еліìінаöія дикого вірусу поліоìієліту на терито-
рії України була досягнута у 1994 роöі завдяки впровадженню ìасової 
вакöинаöії населення та епідеìі÷ноìу нагляду за інфекöією. Завдяки про-
веденню ìасштабних заходів вакöинаöії ОПВ та IПВ в багатьох країнах 
вдалося знизити показники захворюваності на поліоìієліт з 600  тис. ви-
падків на рік у світі у 1980-х до ìенше, ніж 300 випадків на рік у 2013 
роöі [8]. Öиркуляöія «дикого» вірусу поліоìієліту 2-го типу в світі була 
припинена у 1999 роöі, останній випадок поліоìієліту, викликаного «ди-
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киì» поліовірусоì 3-го типу, зареєстрований у 2012 роöі в Iндії. Однак, 
на жаль, поки продовжується öиркуляöія «диких» вірусів поліоìієліту 
1-го типу у трьох країнах Àзії та Àфрики (Пакистан, Нігерія, Àфганістан) 
(рис. 3) [9].

Ðис. 3. Ðозповсюдженість «диких» вірусів поліомієліту в світі у 2013 році [9]

Fіg. 3. Wіld polіovіrus іnfected dіstrіcts of the world, data collected іn 2013 [9]

У 1988 роöі за рішенняì Всесвітньої Організаöії Охорони Здоров’я 
була створена Програìа глобальної ерадикаöії поліоìієліту (GPEI). 
Завдяки роботі GPEI досягнуто прогресу в нагляді за випадкаìи гострих 
в’ялих паралі÷ів (AFP), проведенні тестування фекальних зразків, 
пов’язаних з öиìи випадкаìи, на наявність вірусів поліоìієліту у 145 
лабораторіях глобальної ìережі нагляду за поліоìієлітоì (GPLN), 
акредитованих ВООЗ [10]. Äо обов’язків існую÷ої систеìи нагляду також 
входить нагляд за навколишніì середовищеì (контроль зразків сті÷них 
вод). Ñтандартні показники ефективності нагляду за AFP на наöіонально- на наöіонально-
ìу та субнаöіональноìу рівнях дають зìогу в÷асно виявляти потенöійні 
прогалини, де öиркуляöія вірусу ìоже бути непоìі÷еною. Êонтроль за 
своє÷асниì транспортуванняì зразків та звітністю лабораторій запобі-
гає пізньоìу реагуванню та безконтрольній öиркуляöії вірусу на певних 
територіях [11]. 
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На сьогоднішній день завдяки роботі GPLN більшість країн успішно 
подолали öиркуляöію вірусу поліоìієліту. Однак, близько половини 
людей, інфікованих поліовірусоì протягоì останніх трьох років, 
проживають у країнах, вільних від поліоìієліту. Встановлено, що öі 
випадки захворювання були спри÷инені вірусаìи поліоìієліту, завезениìи 
з ендеìі÷них країн. В деяких країнах, вільних від öиркуляöії «диких» 
вірусів поліоìієліту, спостерігають зниження рівня охоплення населення 
вакöинаöією та зростання кількості серонегативних осіб, сприйнятливих 
до інфекöії. Нажаль, показники сìертності у випадках інфікування таких 
осіб, є зна÷но вищиìи, ніж серед вакöинованого населення [10].

Ñистеìа нагляду за гостриìи в’ялиìи паралі÷аìи залишається го-
ловною стратегією ìоніторингу за «дикиìи» вірусаìи поліоìієліту та 
вакöин-асоöійованиìи вірусаìи поліоìієліту (VDPV). В систеìі нагляду 
за AFP використовують стандартні показники:

• визна÷ення та дослідження більше одного випадку AFP непо ліо-
ìієлітної природи на 100 тис. населення вікоì до 15 років (в деяких 
країнах показник становить >2 на 100 тис. населення);

• збір зразків від хворих у 80% і більше зареєстрованих випадків 
AFP;

• опраöювання всіх зразків в акредитованих лабораторіях ìережі 
GPLN.

Щорі÷но кожна країна Європейського Ðегіону надає докуìентаöію до 
Європейського бюро ВООЗ для підтвердження статусу території, вільної 
від öиркуляöії «дикого» штаìу поліоìієліту. На підставі аналізу доку-
ìентаöії кожної країни Ðегіональний сертифікаöійний коìітет вирішує 
питання щодо статусу Європейського Ðегіону в öілоìу [9].

Циркуëюючі вакцин-асоційовані віруси поëіомієëіту
На по÷атку ХХI століття основну перешкоду для повної еліìінаöії 

вірусів поліоìієліту в світі становлять не «дикі» штаìи вірусів, а ті, що 
ìають вакöинне походження та öиркулюють в ото÷ую÷оìу середовищі 
(öиркулюю÷і вакöин-асоöійовані віруси поліоìієліту – cVDPV) (табл.  1) 
[12–14]. 

Äля поліовірусів характерною є здатність однієї інфікованої клітини 
продукувати десятки тися÷ інфекöійних ÷асток поліовірусу [15], де окреìа 
вірусна популяöія буде ìістити колекöію геноìів. Öя обставина ìоже 
приводити до реверсії нейровірулентних властивостей у вакöинних полі-
овірусів та форìування поліовірусів вакöинного походження за рахунок 
накопи÷ення ìутаöій [12]. Перебудова геноìів ìоже відбуватися при 
одно÷асній реплікаöії двох варіантів вірусу в недостатньо сприятливих 
уìовах для кожного з них. Вірогідно, що вакöинні штаìи поліовірусів 
не повністю адаптовані до розìноження у кише÷нику реöипієнтів. Про 
öе говорить той факт, що при використанні оральної поліоìієлітної вак-
öини, яка ìістить одно÷асно віруси трьох серотипів, вакöиновані особи 
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ìожуть виділяти не тільки ревертанти, а і ìіжтипові рекоìбінанти, а 
саìе віруси, різні ділянки геноìу яких відповідають ділянкаì ÐНÊ різних 
вірусів – попередників. Iснує припущення, що öі рекоìбінанти краще 
пристосовані до розìноження у кише÷нику [12].

Òаблиöя 1
Êількість вірусологічно підтверджених випадків паралітичного поліомієліту, 

асоційованими з поліовірусами вакцинного походження,  2000–2010 роки [14]

Table 1
Number of Vіrologіcally Confіrmed Cases of Paralytіc Polіomyelіtіs Assocіated 

Wіth Vaccіne-Derіved Polіovіruses, 2000–2010 [14]

Êраїна
Òип 

вірусу
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Гаїті та 
Äоìініканська 
Ðеспубліка

1 12 9

Філіппіни 1 3

Ìадагаскар 2 4 5

Êитай 1 3

Iндонезія 1 46

Êаìбоджа 3 1 1

Нігерія 2 1 21 68 63 153 9

Нігер 2 2

Ì’янìа 1 1 4

ÄÐ Êонго 2 14 2 3

Гвінея 2 1

Iндія 2 11 1

Åфіопія 3 1 5

На сьогоднішній день ОПВ є найìенш реактогенною з вакöин, які 
використовуються, але потенöійний ризик виникнення ВÀПП у вакöи-
нованих осіб виìагає обережного ставлення до öієї вакöини, особливо в 
регіонах, де припинено öиркуляöію «диких» штаìів вірусу.

Вакöин-асоöійований параліти÷ний поліоìієліт (VDPP) ÷астіше ви-
никає у реöипієнтів вакöин (45% випадків). Åтіологі÷ниì фактороì ви-
никнення VDPP є переважно вакöинні віруси поліоìієліту типу 2 для 
реöипієнтів вакöин, та типу 3 – для осіб, що контактували з іìунізова-
ниìи особаìи [16–18].

Особливу групу ризику для виникнення VDPP становлять особи з 
іìунодефіöитниìи станаìи різної етіології (агаììаглобулінеìія, гіпогаì-
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ìаглобулінеìія, коìбіновані іìунодефіöити) та ті, що тривалий ÷ас зна-
ходяться на стероїдній терапії [19]. Особи з іìунодефіöитниìи станаìи 
являють собою потенöійну загрозу повторної появи вірусу поліоìієліту 
після його ерадикаöії. Відоìо, що після вакöинаöії ОПВ іìунокоìпетентні 
особи здатні до виділення вакöинного штаìу вірусу протягоì 2–3 ìіся-
öів після вакöинаöії. Проблеìа виділення вакöинних вірусів особаìи з 
іìунодефіöитаìи вив÷ена недостатньо. Однак, добре відоìо, що первинні 
іìунодефіöити є фактороì ризику розвитку VDPP, а також тривалої 
персистенöії інших ентеровірусів [20].

Ðизик виникнення VDPP у дітей зі спадковиìи іìунодефіöитаìи в 
10  тис. разів вищий, ніж у здорових [19]. Вагоìою при÷иною збільшення 
випадків VDPP є недостатній рівень діагностики первинних іìунодефіöитів 
у дітей першого року життя, коли проводиться вакöинаöія. Особливий 
ризик щодо виникнення раннього VDPP становлять країни, де в кален-
дарі щеплень не передба÷ається застосування IПВ (дитина отриìує 3 
дози ОПВ).

Згідно світової статистики ризик розвитку VDPP на сьогоднішній 
день становить 1 на 790 тис. доз ОПВ [21]. За розрахункаìи ВООЗ ризик 
виникнення VDPP після ерадикаöії вірусу поліоìієліту ìоже становити 
250–500 випадків щороку [22].

На території України протягоì 1998–2010 рр. зареєстровано 27  ви-
падків VDPP (рис. 4.). За öей період ÷астота VDPP становила від 1 випад-
ку на 430 тис. доз ОПВ до 1 на 3 ìлн. 450 тис. доз вакöин [9] (рис.  4).

Ðис. 4. Êількість випадків ÃÂП та ÂÀПП  
у 1998–2010 роках на території України [9]

Fіg. 4. Flaccіd acute paralysіs cases and VDPP cases  
іn Ukraіne іn 1998–2010 [9]
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Виникає питання: ÷оìу випадки, пов’язані з cVDPV, по÷али реєстру-
вати лише у 2000 роöі, ÷ерез 40 років після по÷атку застосування ОПВ? 
В першу ÷ергу, öей феноìен пов’язаний з появою ìетоду сиквенування 
вірусних нуклеїнових кислот та ìожливістю встановлення різниöі ìіж 
вірусниìи ревертантаìи вакöинних штаìів та дикиìи вірусаìи поліоìіє-
літу [23]. По-друге, створена потужна систеìа нагляду за поліоìієлітоì 
світового ìасштабу, яка зайìається виділенняì та характеристикою 
поліовірусів [24]. Òиì не ìенше, найвагоìішою при÷иною загострення 
ситуаöії з випадкаìи, пов’язаниìи з вакöин-асоöійованиìи вірусаìи, є 
невиконання програìи вакöинаöії дітей, коли ìенше 50% дітей одержу-
ють 3 дози оральної поліоìієлітної вакöини.

При дослідженні рівнів вакöинаöії дітей в Україні виявлена подібна 
ситуаöія з недостатніì охопленняì населення вакöинопрофілактикою 
(рис. 5).

Ðис. 5. Ðівні охоплення щепленнями дітей в Україні у 2009–2012 роках [25]

Fіg. 5. Immunіzatіon coverage of chіldren іn Ukraіne іn 2009–2012 [25]

Äля прикладу, у 2012 роöі було вакöиновано 45,9% дітей першого 
року життя. Охоплення щепленняì дітей у віöі 18 ìісяöів в 2012 роöі 
становило 41,6%. Äещо вищі показники охоплення щепленняìи були се-
ред дітей у віöі 6 років – 53,9%, та серед дітей у віöі 14 років – 56,9%. 
Öі показники є суìарниìи даниìи з усіх регіонів України у 2012 роöі, в 
окреìих регіонах подекуди показники охоплення щепленняìи дітей були 
ниж÷иìи, ніж 35%.

Отже, при порушенні схеì вакöинаöії створюються уìови для по-
ширення інфекöії та виникнення спалахів параліти÷ного поліоìієліту, 
оскільки певний прошарок населення, особливо дітей, залишається 
сприйнятливиìи до поліовірусів. У регіонах з високиì рівнеì охоплен-
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ня населення вакöинаöією кількість випадків захворювання зведена до 
ìініìуìу [26].

Незважаю÷и на досягнуті успіхи в боротьбі з поліоìієлітоì у світі, 
з ìетою сертифікаöії зеìної кулі, як території вільної від поліоìієліту, 
проблеìа поліоìієліту набуває все більшого зна÷ення. Ñистеìати÷но «ди-
кий» поліовірус з територій, які залишаються епідеìі÷ниìи, завозиться 
та поширюється у регіонах, які певний ÷ас вважалися вільниìи від öьо-
го збудника (Òаджикистан, Êитай). Òакож привертає увагу öиркуляöія 
поліовірусів вакöинного походження зі зìінениìи біологі÷ниìи власти-
востяìи та ризикоì виникнення VAPP на фоні застосування оральної 
поліоìієлітної вакöини.

Ðезультати ìоніторингу за VDPV свід÷ать про необхідність довго-
строкової іìунізаöії населення після припинення öиркуляöії «диких» 
вірусів поліоìієліту для попередження виникнення пандеìії, викликаної 
«дикиì» вірусоì або VDPV [9]. Підтриìка високого рівня спеöифі÷ного 
популяöійного іìунітету є першо÷ерговиì завданняì на ìайбутнє. За-
стосування ОПВ та IПВ виявилися надзви÷айно ефективниìи у контролі 
за поліоìієлітоì. Оскільки використання öих вакöин ìає свої недоліки 
(низька іìуногенність IПВ, ризик виникнення VAPP при використанні 
ОПВ), ВООЗ наголосила на необхідності пошуку безпе÷них вакöин про-
ти поліоìієліту. Перспективниìи напряìкаìи розробок таких вакöин 
визна÷ено: 

ÄНÊ-вакöини, форìування поліовірусного капсиду за допоìогою не-
поліовірусних експресую÷их систеì;

– застосування атенуйованих штаìів Ñебіна у виробниöтві IПВ;
– ìодифікаöія 5'NTR регіону геноìу вірусу поліоìієліту з ìетою 

зниження вірулентності вірусу у складі ОПВ;
– стабілізаöії функöій ÐНÊ-залежної ÐНÊ-поліìерази вірусу з ìетою 

підвищення реплікаöійної то÷ності та зìеншення так званих quasi-видів 
у популяöії вакöинних штаìів вірусів;

– атенуйовані вакöини, одержані шляхоì перестановки синоніìі÷них 
кодонів ÐНÊ, що не впливають на аìінокислотну послідовність;

– одержання атенуйованих штаìів вірусів зі збереженняì антиген-
ності «диких» за допоìогою інерöії послідовності еукаріотної ìікроÐНÊ 
до геноìу вірусу;

– використання ад’ювантів для підвищення іìуногенності вакöин.
На основі широкого застосування в епідеìіології та вірусології су÷ас-

них ìолекулярно-генети÷них ìетодів одержані дані, які викликають суì-
ніви щодо ìожливості ліквідаöії у недалекоìу ìайбутньоìу поліовірусу 
як біологі÷ного виду. Öе зуìовлено здатністю поліовірусу до тривалої 
персистенöії, особливо в організìі осіб з порушенняì в іìунній систеìі, 
здатністю вакöинних вірусів до реверсії та здобуттяì нейровірулентних 
властивостей, ìожливістю внутрішньотипової рекоìбінаöії поліовірусу, 
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а також форìуванняì поліовірусу вакöинного походження з нейровіру-
лентниìи властивостяìи [27].

Äля досягнення поставленої ìети та повного викорінення вірусу по-
ліоìієліту в світі необхідно вирішити ряд існую÷их проблеì, а саìе: 

– öиркуляöія «диких» вірусів поліоìієліту в ендеìі÷них країнах 
(Пакистан, Àфганістан, Нігерія);

– повторне завезення вірусу на території, вільні від поліоìієліту, за 
рахунок інтенсивних ìіграöійних проöесів;

– öиркуляöія вірусів поліоìієліту вакöинного походження та збіль-
шення кількості випадків вакöин-асоöійованого параліти÷ного поліоìіє-
літу;

– виділення вірусів поліоìієліту вакöинного походження особаìи з 
В-клітинниìи іìунодефіöитаìи.

Äію÷а програìа глобальної ерадикаöії поліоìієліту, прийнята Всес-
вітньою асаìблеєю охорони здоров’я 14 травня 1988 року, наголошує на 
необхідності досягнення поставлених завдань для остато÷ного вирішення 
проблеìи поліоìієліту в світі. Згідно планаì ВООЗ кінöевиì терìіноì 
ерадикаöії поліоìієліту визна÷ено 2018 рік [28].
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ПÎËÈÎÌÈÅËÈÒ: ПÐÅÃÐÀÄЫ ÍÀ ПУÒÈ ЭÐÀÄÈÊÀÖÈÈ

Ðеферат

Обзор посвящен ситуаöии по полиоìиелиту в Украине и странах 
ìира. В те÷ение ìногих лет проблеìа полиоìиелита остается актуальной. 
На сегодняшний день öиркуляöия «диких» штаììов вируса полиоìиелита 
продолжается в трех эндеìи÷еских странах Àзии и Àфрики. Благодаря 
постоянноìу росту ìиграöионных проöессов существует угроза завоза 
«диких» полиовирусов в страны, свободные от öиркуляöии этого вируса. 
Продеìонстрирован низкий уровень охвата вакöинаöией детей в Украине, 
÷то приводит к увели÷ению слоя населения, восприиì÷ивого к заболева-
нию. Показано увели÷ение коли÷ества слу÷аев вакöин-ассоöиированного 
паралити÷еского полиоìиелита преиìущественно в развитых странах, ÷то 
обусловлено усилениеì систеìы эпидеìиологи÷еского надзора за полиоìи-
елитоì с одной стороны и увели÷ениеì ÷исла лиö с иììунодефиöитныìи 
состоянияìи – с другой. Показан ìеханизì образования вирусных ре-
вертантов с возìожныì обратныì приобретениеì иìи нейровирулентных 
свойств, а также образование ìежтиповых вирусных рекоìбинантов. 
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В обзоре приведены основные зада÷и ВООЗ, направленные на борьбу с 
полиоìиелитоì, коне÷ной öелью которых является полная эрадикаöия 
этого заболевания.

Êлю÷ е вые  с л о в а : полиоìиелит, вакöинаöия, вирус полиоìиелита 
вакöинного происхождения, вялый детский парали÷.

A.Yu. Fesenko, V.K. Pozur
ESC «Institute of Biology» of Taras Shevchenko National University of Kyiv, 2, Academic 

Glushkov Str., Kyiv, Ukraine, 03022, tel.: +38 (044) 275 02 97, e-mail: fesna2007@rambler.ru 

POLIO: OBSTACLES TO ERADICATION

Summary

Review is devoted to the situation of poliomyelitis in Ukraine and 
worldwide. For many years, the problem of polio remains relevant. Today 
circulation of «wild» strains of poliovirus continues in the three endemic 
countries in Asia and Africa. Thanks to the continuous growth of migration 
threatens to deliver «wild» polioviruses to the countries, free from virus 
circulation. It was demonstrated the low level of vaccination coverage of 
children in Ukraine, that leads to increased segment of the population 
susceptible to the disease. It was demonstrated the increase in the incidence 
of vaccine-associated paralytic poliomyelitis mainly in developed countries, 
due to the strengthening of epidemiological surveillance of poliomyelitis on 
the one hand, and the increasing number of persons with immunodeficiency 
states – on the other. It was reproduced the mechanism of viral revertants 
with the possible return of their entry neurovirulence properties and 
formation of virus interspecies recombinants. The review shows the main 
objectives of WHO, to combat polio, which ultimate goal is the complete 
eradication of the disease.

K e y  w o r d s : poliomyelitis, vaccination, vaccine-derived poliovirus, 
flaccid infantile paralysis.
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INFLUENCE OF THE EXOGENOUS QUORUM 
SENSING AUTOINDUCERS ON PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA RHAMNOLIPIDS BIOSYNTHESIS

The aim of this investigation was to discover the effect of Pseudomonas aeruginosa 
exogenic QS autoinducers: N-(3-oxo-dodecanoyl)homoserinlacton (3-oxo-С12-HSL), 
N-butiryl-homoserinlacton (С4-HSL), and 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolon (PQS) 
on P. aeruginosa АТСС 15692 mono- and di-rhamnolipids biosynthesis. Methods. 
Pseudomonas aeruginosa АТСС 15692 were cultured on Giss medium with 2% glucose 
at 37 оС for 24 h. The investigations were performed in «plancton-biofilm» system 
with using of «Nunclon» 48-well plates. Di- and monorhamnolipids separation was 
conducted by TLC methods on Alugram Sil G /UV 254 TLC plates. Di- and monorham-
nolipids were eluted separately and their content was determined by the orcinic test. 
Dirhamnolipids /monorhamnolipids ratio was calculated taking a monorhamnolipids 
content as 1 unit. There were used in this work homoserinlactones (Sigma Aldrich) 
and 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolon synthesized in ONU Biotechnological scientific-
educational center. Results. It was determined that exogenous 3-oxo-С12-HSL showed 
no effects on rhamnolipids biosynthesis. In presence of the two others autoinducers: 
С4-HSL and PQS, rhamnolipids content increases. С4-HSL at the concentrations of 5 
and 10 µM caused increasing of the biosurfactants biosynthesis in 3.4 and 4.1 times. 
In presence of PQS in 40-80 µM concentration range a proportional increase in the 
synthesis was observed. Its level increased in 1.9; 3.3 and 5.2 times in presence of 
40, 60 and 80 µМ signaling quinolon concentration respectively. After 24 hours of 
incubation di- and monorhamnolipids ratio was 2,2:1. In presence of С4-HSL it was 
2:1 at the concentration of this autoinducer 5 µМ and 2,4:1 at the concentration of 
10 µМ N-butiryl-homoserinlacton. Conclusions. PQS greatly increased dirhamno-
lipids biosynthesis, especially Rha-Rha-C10-C10. At PQS concentration of 40, 60 and 
80 µМ Rha-Rha-C10-C10 /Rha-C10-C10 ratio was 3:1, 3,6:1 and 4,5:1, respectively. It 
was shown that supernatants of bacterial cultures, contained increased amounts of 
dirhamnolipids, showed the highest emulsifying activity. 

K e y  w o r d s: Pseudomonas aeruginosa, di- and monorhamnolids, 
autoinducers, quorum sensing. 
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Pseudomonas aeruginosa rhamnolipids have a wide spectra of biologi-
cal activity, especially antimicrobial and antitumor mode of action [9, 10]. 
Due to their high emulsifying capacity they can be used in bioremediation 
of the polluted soil [7] and for oil recovery enhancement [12]. P. aerugi-
nosa biosurfactants are the rhamnolipids mixture with different molecular 
structure that mainly consists of di- and monorhamnolipids, contained 
two fatty acid residues in their structure, mostly β-hydroxydodecanoyl-β-
hydroxydodecanoat (C10-C10). Dirhamnolipids are more soluble in water and 
posses the highest emulsifying activity [8].

It has been previously shown that in presence of the exogenous signal 
quinolon (PQS) – P. aeruginosa quorum sensing autoinducer, rhamnolipids 
biosynthesis increases [2]. In this connection it is interesting to ascertain 
the effect of other signal molecules, especially, homoserinlactons on this 
process, common rhamnolipids content and dirhamnolipids /monorhalipids 
ratio. 

The aim of this work was to evaluate the effect of Pseudomonas 
aeruginosa exogenic QS autoinducers: N-(3-oxo-dodecanoyl)homoserin-
lacton (3-oxo-Ñ12-HSL), N-butiryl-homoserinlacton (Ñ4-HSL), and 2-heptyl-
3-hydroxy-4-quinolon (PQS) on P. aeruginosa ÀÒÑÑ 15692 mono- and 
di-rhamnolipids biosynthesis.

The investigations were performed in «plancton-biofilm» system with 
using of the «Nunclon» 48-well plates. P. aeruginosa ÀÒÑÑ 15692 overnight 
cultures diluted with sterile saline buffer were added in the plate wells, 
containing 1 ml of Giss media to final cell concentration equal 103 CFU. 
The plates were incubated for 24 h at 37 оÑ. Rhamnolipids extraction and 
detection methods have been described earlier [2]. 

Rhamnolipids separation was performed with TLC method on Alugram 
Sil G /UV 254 TLC plates (Germany) in chlorophorm-methanol-water 
(65:12:2) mixture [11]. Rhamnolipids spots placement was determined by 
color reaction with rhamnose and acetic acid– sulphuric acid–anis aldehyde 
solution (50:1:0.05) and color reaction with fatty acid and 10% phospho-
molybdic acid–ethanol. In both cases TLC plates treated with the specific 
reagents were heated at 80 °Ñ till pink-orange or blue staining appearance, 
in the first and second cases, respectively. 

 Di- and monorhamnolipids were eluted separately with chlorophorm. 
The samples were centrifuged at 1500 g for 30 minutes for silica-gel re-
moval. After centrifugation a chloroform layer was taken took away and 
evaporated. Residue was diluted at 100 mM of methanol and rhamnolipids 
concentration was determined using orcinol-assay [5]. Dirhamnolipids /
monorhamnolipids ratio was calculated taking a monorhamnolipids content 
as 1 unit. 

Culture supernatants emulsifying activity was determined using method 
[6]. 5 ml of supernatants and vegetable oil were placed in graduated tubes 
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of 1 cm in diameter. The samples were shaken vigorously for 5 minutes to 
obtain homogeneous emulsion and incubated at room temperature for 24 
hours. After incubation the height of the column of the emulsion and its 
density were measured. 

There were used in this work homoserinlactones (Sigma Aldrich) 
and 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolon synthesized in ONU Biotechnological 
scientific-educational center. Homoserinlactons were used at the concen-
trations of 5 and 10 mÌ, PQS – 40, 60 and 80 mÌ. The data concerning 
a physiological concentration of autoinducers were used while concentra-
tions choosing.

All the experiments were carried out triple with 6 repeats in each case. 
Statistical analysis was performed using standard methods of variational 

analysis. Average values (Х¯) and their standard error (SХ¯) were calculated. 
Reliability of differences was determined by Student’s criterion at a signifi-
cance level of not less than 95% (р≤0.05). All mathematics calculations 
were performed using the computer program Excel [1]. 

Results and dіscussіons 
It was shown that rhamnolipids total content in control cultures were 

3.75±0.28 mg /ìl. The results showed that exogenous 3-oxo-Ñ12-HSL exhi-
bited no effects on rhamnolipids biosynthesis (fig. 1). At the same time in 
presence of the two others autoinducers: Ñ4-HSL and PQS, rhamnolipids 
content increases. Ñ4-HSL at concentrations of 5 and 10 mM caused increase 
of the biosurfactants biosynthesis in 3.4 and 4.1 times.

Fіg. 1. Rhamnolіpіds bіosynthesіs іn presence of Pseudomonas aeruginosa 
quorum sensіng autoіnducers

Note: – the differences were significant in comparison with control
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In presence of PQS in 40-80 mM concentration range proportional in-
creasing in the synthesis was observed. Its level increased in 1.9; 3.3 and 
5.2 times in presence of 40, 60 and 80 mÌ signaling quinolon concentra- signaling quinolon concentra-
tion, respectively. 

In addition to assessing the total rhamnolipids content, there were 
discovered di- and monorhamnolipids content in test samples separately 
(table). The obtained results show that Ñ4-HSL and PQS increase Rha-
Rha-C10-C10 and Rha-C10-C10 level. Ñ4-HSL used in 5 mM concentration lead 
to proportional increase of the both rhamnolipids forms. In presence of 
10 mM of this autoinducer dirhamnolipid concentration was in 4,6 times 
and monorhamnolipides in 3,7 times higher compare the control. PQS in 
all concentrations led to increase of dirhamnolipid level in 4,6-6,8 times. 
Monorhamnolipd level increased in 1.5-3 times. Presumably, PQS lead to 
rhamosyltransferase 2 activation, that catalyze dirhamnolipids biosynthesis 
from monorhamnolipids.

Based on the results shown in Table there were calculated dirhamno-
lipid /monoramnolipid ratio. After 24 hours of incubation this ratio was 
2.2:1. In presence of Ñ4-HSL it was 2:1 in concentration of this autoinducer 
5 mÌ and 2.4:1 in concentration 10 mÌ N-butiryl- homoserinlacton. PQS 
greatly increased dirhamnolipids biosynthesis, especially Rha-Rha-C10-C10. 
At PQS concentration 40, 60 and 80 mÌ Rha-Rha-C10-C10 /Rha-C10-C10 ratios 
were 3:1, 3.6:1 and 4.5:1, respectively.

Òable
P. aeruginosa quorum sensіng autoіnducers actіon on dі- 

and monorhamnolіpіds content

Varіant
Dіrhamnolіpіd, 

mg /ml
Monorhamnolіpіd, 

mg /ml

Control  1.92 ± 0.15  0.96 ± 0.11

3-oxo-Ñ12-HSL 5 mÌ  1.85 ± 0.20  0.97 ± 0.14

3-oxo-Ñ12-HSL 10 mÌ  1.94 ± 0,18  1.03 ± 0.09

Ñ4-HSL 5 mÌ 6.98 ± 0.47* 3.49 ± 0.24*

Ñ4-HSL 10 mÌ 8.93 ± 0.73* 3.72 ± 0.41*

PQS 40 mÌ 4.38 ± 0.36* 1.46 ± 0.15*

PQS 60 mÌ 7.96 ± 0.67* 2.21 ± 0.17*

PQS 80 mÌ 13.10 ± 0.89* 2.91 ± 025*

Note: * – distinctions are reliable as compared to control

P. aeruginosa culture supernatants emulsifying activity in presence of 
the various PQS concentrations are shown on Fig. 2. 
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Fіg. 2. Effect of PQS on the emulsіfyіng actіvіty of daіly culture supernatant  
of P. aeruginosa 

Note: 1 – medium control; 2 – supernatant of control culture; 3 – medium and 
Tween  20; 4 – medium and Tween 60; 5 – medium and Tween 80; 6 – culture 
supernatant and 40 mÌ PQS; 7 – culture supernatant and 60 mÌ PQS; 8 – culture 
supernatant and 80 mÌ PQS

After 24 hours of incubation emulsifying layer height was about a half 
from total oil column. Supernatants of cultures that grew in presence of 
PQS completely emulsified all oil in the sample. By emulsifying ability they 
did not concede standard emulsifiers such as Tween 20 and Tween 80. Su-
pernatant of test-strain culture grown in presence of PQS in concentration 
80 mÌ exceeded the variant with Tween 80 in emulsion density. It was 
interesting that increased content of rhamnolipids provided high emulsion 
stability. After 72 h emulsifying layer height in control culture decreased 
to 1 cm, but in the test samples emulsifying layer height was 4–4.5 cm. 

Thus, there were shown in the research that two P. aeruginosa quorum 
sensing autoinducers – Ñ4-HSL and PQS could stimulate biosurfactants 
biosynthesis added in culture medium together with bacterial cells. Signaling 
quinolon enriches the rhamnolipids mixture with dirhamnose form. Dirham-
nolipid part increasing leads to increase of the emulsifying activity.

The obtained results allow to advance the hypothesis that signal quinolon 
can posses activation of rhamnosyltranspherase 2 due to rhlC, expression 
enhancement. Moreover the possibility that PQS can directly activate 
rhamnosyltranspherase 2 is not excluded. 

 



43

ВПËÈВ ÅÊЗОГÅННÈХ ÀУÒО²НÄУÊÒОÐ²В QUORUM SENSING НÀ ÑÈНÒÅЗ ÐÀÌНОË²П²Ä²В ...

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 38–45

Ìухліс Àбедалабас, Ì.Á. Ãалкін, Є.Ю. Пахомова, Ò.Î. Філіпова
Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова,

вул. Äворянська, 2, Одеса, 65082, Україна, тел.: +38 (048) 765 33 61,
e-mail: tphilippova@onu.edu.ua

ВПЛИВ ЕКЗОГЕННИХ АУТОIНДУКТОРIВ QUORUM SENSING 
НА  СИНТЕЗ РАМНОЛIПIДIВ PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
Ðеферат

Ìетою даної роботи була оöінка впливу аутоіндукторів QS 
Pseudomonas aeruginosa – N-(3-оксо-додеканоїл)гоìосеринлактону 
(3-оксо-Ñ12-ÀГË), N-бутирил-гоìосеринлактону (Ñ4-ÀГË), и 2-гептил-
3-гідрокси-4-хінолону (PQS) на синтез ди- і ìонораìноліпідів штаìоì 
P. aeruginosa ÀÒÑÑ 15692. Ìетоди. Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 
15692 культивували на середовищі Гиса с 2% глюкози при 37 оÑ 24 годи-
ни. Äослідження проводили в систеìі планктон–біоплівка в 48-лункових 
полістиролових плоскодонних планшетах «Nunclon». Ðозділення ди- і 
ìонораìноліпідів здійснювали за допоìогою ÒШХ на пластинках Alugram 
Sil G /UV 254. Äи- і ìонораìноліпіди роздільно елюювали з пластинок 
і визна÷али їх вìіст в орöиновоìу тесті. Ñпіввідношення дираìноліпід /
ìонораìноліпід розраховували, прийìаю÷и за 1 одиниöю вìіст ìоно-
раìноліпіда. У роботі були використані аутоіндуктори quorum sensing 
P. aeruginosa: гоìосеринлактони (Sigma Aldrich) и 2-гептил-3-гідрокси-4-
хінолон, синтезований у Біотехнологі÷ноìу науково-нав÷альноìу öентрі 
ОНУ іìені I.I. Ìе÷никова. Ðезультати. Åкзогенний 3-оксо-Ñ12-ÀГË не 
впливає на синтез раìноліпідів. В присутності двох інших аутоіндукто-
рів: Ñ4-ÀГË и PQS, вìіст раìноліпідів суттєво збільшується. Ñ4-ÀГË у 
конöентраöіях 5 і 10 ìкÌ викликав підвищення синтезу біосурфактантів 
P. aeruginosa в 3,4 і 4,1 рази, відповідно. В присутності PQS в діапазоні 
конöентраöій 40-80 ìкÌ спостерігалося пропорöійне підвищення синтезу 
раìноліпідів. Їх рівень зростав в 1,9; 3,3 і 5,2 рази при 40, 60 и 80 ìкÌ 
сигнального хінолону, відповідно. Êріì оöінки загального вìісту раìноліпі-
дів у дослідних зразках визна÷али співвідношення ди- и ìонораìноліпідів. 
Через добу у контролі öе співвідношення становило 2,2:1. За присутності 
Ñ4-ÀГË воно ìайже не зìінювалося і дорівнювало 2:1 при конöентраöії 
аутоіндуктора 5 ìкÌ та 2,4:1 при 10 ìкÌ N-бутирил-гоìосеринлактону. 
Ñигнальний хінолон суттєво підвищував синтез дираìноліпідів і, перш за 
все, Rha-Rha-C10-C10. За конöентраöій PQS 40, 60 і 80 ìкÌ співвідношення 
Rha-Rha-C10-C10 /Rha-C10-C10 становило 3:1, 3,6:1 и 4,5:1, відповідно. По-
казано, що супернатанти культур з підвищениì вìістоì дираìноліпідів 
ìають більш високу еìульгувальну активність.

Ê лю ÷ о в і  с л о в а : Pseudomonas aeruginosa, ді- и ìонораìноліпіди, 
аутоіндуктори quorum sensing.
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ÂËÈßÍÈÅ ЭÊЗÎÃÅÍÍЫÕ ÀУÒÎÈÍÄУÊÒÎÐÎÂ QUORUM 
SENSING ÍÀ СÈÍÒÅЗ ÐÀÌÍÎËÈПÈÄÎÂ PSEUDOMONAS 

AERUGINOSA

Ðеферат

Öелью данной работы была оöенка влияния экзогенных аутоиндукто-
ров QS Pseudomonas aeruginosa – N-(3-оксо-додеканоил)гоìосеринлакто-
на (3-оксо-Ñ12-ÀГË), N-бутирил-гоìосеринлактона (Ñ4-ÀГË), и 2-гептил-3-
гидрокси-4-хинолона (PQS) на синтез ди- и ìонораìнолипидов штаììоì 
P. aeruginosa ÀÒÑÑ 15692. Ìетоды. Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 
15692 культивировали на среде Гисса с 2% глюкозы при 37 °Ñ 24 ÷аса. 
Èсследования проводили в систеìе планктон–биоплёнка в 48-луно÷ных 
полистироловых плоскодонных планшетах «Nunclon». Ðазделение ди- и 
ìонораìнолипидов проводили с поìощью ÒÑХ на пластинках Alugram Sil 
G /UV 254. Äи- и ìонораìнолипиды раздельно элюировали с пластинок и 
определяли их коли÷ественное содержание с поìощью орöинового теста. 
Ñоотношение дираìнолипид /ìонораìнолипид расс÷итывали, приниìая 
з 1 единиöу содержание ìонораìнолипида. В работе были использованы 
аутоиндукторы quorum sensing P. aeruginosa: гоìосеринлактоны (Sigma 
Aldrich) и 2-гептил-3-гидрокси-4-хинолон, синтезированный в Биотех-
нологи÷ескоì нау÷но-у÷ебноì öентре ОНУ иìени È.È. Ìе÷никова. 
Ðезультаты. Экзогенный 3-оксо-Ñ12-ÀГË не влияет на синтез раìнолипи-
дов. В присутствии двух других аутоиндукторов: Ñ4-ÀГË и PQS, содер-
жание раìнолипидов зна÷ительно возрастает. Ñ4-ÀГË в конöентраöиях 5 
и 10 ìкÌ вызывал повышение синтеза биосурфактантов P. aeruginosa в 
3,4 и 4,1 раза, соответственно. В присутствии PQS в диапазоне конöен-
траöий 40–80 ìкÌ наблюдалось пропорöиональное увели÷ение синтеза 
раìнолипидов. Èх уровень возрастал в 1,9; 3,3 и 5,2 раза при 40, 60 и 
80 ìкÌ сигнального хинолона, соответственно. Êроìе оöенки общего 
содержания раìнолипидов в исследуеìых пробах определяли соотноше-
нии ди- и ìонораìнолипидов. Через сутки в контроле это соотношение 
равнялось 2,2:1. В присутствии Ñ4-ÀГË оно по÷ти не ìенялось и состав-
ляло 2:1 при конöентраöии аутоиндуктора 5 ìкÌ и 2,4:1 в присутствии 
10 ìкÌ N-бутирил-гоìосеринлактона. Ñигнальный хинолон зна÷ительно 
увели÷ивал синтез дираìнолипидов и, прежде всего, Rha-Rha-C10-C10. 
При конöентраöия PQS 40, 60 и 80 ìкÌ соотношение Rha-Rha-C10-C10 /
Rha-C10-C10 составляло 3:1, 3,6:1 и 4,5:1, соответственно. Показано, ÷то 
супернатанты культур с повышенныì содержаниеì дираìнолипидов об-
ладают более высокой эìульгирующей активностью.

Êлю÷евые  слова : Pseudomonas aeruginosa, ди- и ìонораìнолипиды, 
аутоиндукторы quorum sensing.
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ЗÀСÒÎСУÂÀÍÍß ЗÂÎÐÎÒÍÎ-ÒÐÀÍСÊÐÈПÒÀЗÍÎЇ 
ПÎËIÌÅÐÀЗÍÎЇ ËÀÍÖЮÃÎÂÎЇ ÐÅÀÊÖIЇ ÄËß 

ÂÈßÂËÅÍÍß ÒÀ IÄÅÍÒÈФIÊÀÖIЇ ÂIÐУСУ 
IÍФÅÊÖIÉÍÎÃÎ ПÀÍÊÐÅÀÒÈЧÍÎÃÎ ÍÅÊÐÎЗУ 

ÐÀÉÄУЖÍÎЇ ФÎÐÅËI (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Мета роботи: розробити діаãностичну тест систему дëя виявëення 
та ідентифікації інфекційноãо панкреатичноãо некрозу фореëі на 
основі зворотно-транскриптазної поëiмеразної ëанцюãової реакцiї 
(ЗТ-ПЛР). Матерiали та методи Віруси: вірус інфекційноãо некрозу 
підшëункової заëози штам референтний – Аb (8,0 lg ТЦД50 / см3); 
українські ізоëяти – VF-11(6,8 lg ТЦД50 /см3), VF-08 (6,2 lg 
ТЦД50 /см3), вірус ãемораãічної симтецимії фореëі (VHSV), штам 
«DH4p101» [AY546581] (8,0 lg ТЦД50 /см3). Перещепëюваëьні ëінії 
кëітин риб: FHM (õвостове стебëо чорноãо тоëстоãоëова) і RTG 
(ãонади райдужної фореëі). Дëя виявëення та ідентифікації вірусу 
інфекційноãо панкреатичноãо некрозу фореëі буëи використані 
дві пари оëіãонукëеотидниõ праймерів. Дëя пошуку та анаëізу 
ãомоëоãії ãенів біëків VP2 і NS вірусу інфекційноãо панкреатичноãо 
некрозу використовуваëи проãраму BLAST 2.0 Націонаëьноãо центру 
біотеõноëоãічної інформації (NCBI) США. Конструювання і підбір 
праймерів проводиëи з використанням пакету проãрам «Vector 
NTI Advanced v.11» (Invitrogen, США). Результати  дослiджень. 
З  метою підбору ефективниõ праймерів дëя постановки ПЛР нами 
буëо проведене порівняëьне вивчення нукëеотидниõ посëідовностей 
ãеному ізоëятів IPNV різниõ ãенотипів. Дëя роботи буëи синтезовані 
оëіãонукëеотидні праймери, що фëанкирують посëідовності ãена біëка 
VP2. Розмір ампëіфікованоãо фраãменту ДНК – 620 п.н. Додатково, в 
досëідженняõ, буëи використані оëіãонукëеотидні праймери, специфічні 
до ãену нукëеопротеїну (NS). Розмір ампëіфікованоãо фраãменту 
ДНК – 204 п.н. При перевірці специфічності поëімеразної ëанцюãової 
реакції з підібраними праймерами як матриця буëи використані проби 
РНК референтниõ штамів та ізоëятів IPNV видіëениõ від маëька 
райдужної фореëі в ãосподарстваõ України. Висновки. Розробëена 
діаãностична тест-система на основі зворотно-транскриптазної 
поëімеразної ëанцюãової реакції (ЗТ-ПЛР) є високоспецифічною та 
чутëивою дëя виявëення та ідентифікації вірусу IPNV в матеріаëаõ 
різноãо поõодження.

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  ЗТ-ПЛР, вірус інфекційноãо панкреатичноãо 
некрозу, райдужна фореëь.
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З виникненняì потенöіальної загрози розповсюдження вірусних хво-
роб риб та випадків підвищеної загибелі серед лососевих риб в господар-
ствах України, виникла необхідність у вив÷енні біологі÷них властивостей 
виділених патогенів риб та розробки ìетодів їх ідентифікаöії. Àналіз 
іхтіопатологі÷ної ситуаöії на підприєìствах, що зайìаються шту÷ниì 
відтворенняì лососевих риб і природних водойì показав, що підвищений 
інтерес для України в öьоìу відношенні представляє вірус інфекöійного 
панкреати÷ного некрозу (IPNV). 

Збудникоì інфекöійного некрозу підшлункової залози лососевих риб 
є вірус що відноситься до родини Birnaviridae, роду Aquabirnavirus. 
[1,4,5]

Вірус викликає епізоотії з високиì рівнеì сìертності ìолоді лососевих 
риб при їх шту÷ноìу відтворенні. Àтланти÷ний лосось (Salmo salar) 
найбільш ÷утливий вид до öього вірусу в ìорській воді, при öьоìу його 
сìертність ìоже досягати 70% і більше. [4] У прісноводній аквакультурі 
най÷утливішиìи до дії вірусу є райдужна форель (Oncorhynchus mykiss) 
і голеöь (Salvelinus fontinalis) [4,5].

Наразі для діагностики IPNV застосовують серологі÷ні (іìуноферìентний 
аналіз (IФÀ), реакöія віруснейтралізаöії (ÐН)), вірусологі÷ні (ізоляöія 
вірусу в ÷утливих перещеплюваних культурах клітин (EPC,FHM,RTG), 
постановка біопроби на ÷утливих видах риб) та ìолекулярно-біологі÷ні 
(зворотно-транскриптазна поліìеразна ланöюгова реакöія (ЗÒ-ПËÐ) 
ìетоди [6–8,10].

Високий рівень контагіозності та сìертності риб при IPNV, особливо 
при шту÷ноìу вирощуванні риби в господарствах індустріального типу, 
зуìовлює необхідність розроблення і застосування експрес-ìетодів 
діагностики, з ìетою якнайшвидшої ідентифікаöії збудника. 

Ìета роботи: розробити діагности÷ну тест-систеìу для виявлення 
та ідентифікаöії інфекöійного панкреати÷ного некрозу форелі на основі 
ЗÒ-ПËÐ.

Ìатеріали та методи
Віруси: вірус інфекöійного некрозу підшлункової залози штаì рефе-

рентний – Àb (8,0 lg ÒÖÄ50 /сì3); українські ізоляти – VF-11(6,8 lg 
ÒÖÄ50 /сì3), VF-08 (6,2 lg ÒÖÄ50 /сì3), вірус геìорагі÷ної сиìтеöиìії 
форелі (VHSV), штаì «DH4p101» [AY546581] (8,0 lg ÒÖÄ50 /сì3). Усі 
штаìи та ізоляти вірусів підтриìувалися у лабораторній колекöії IÐГ 
НÀÀН.

Перещеплювальні лінії клітин риб: FHM (хвостове стебло ÷орного 
толстоголова) [9], RTG (гонади райдужної форелі) [13,14] .

Поживні середовища, роз÷ини та сироватки: середовища Iгла 
(основнe), Iгла ÌÅÌ, Iгла ÌÅÌ з подвійниì набороì аìінокислот і 
вітаìінів (2ÌÅÌ), 199, DMEM /F12 (Sigma), сироватка крові плоду 
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ВÐХ, роз÷ин трипсину (0,25%), роз÷ин версену (0,02%), 1Ì Hepes-буфер 
(рН 7,0).

Òитр вірусу визна÷али за ìетодоì Ðіда та Ìен÷а [12].
Äля виділення IPNV, доставлені в лабораторію 20 проб патологі÷ного 

ìатеріалу (5 риб /проба) були досліджені у відповідності до виìог ìіж-
народних докуìентів з вірусологі÷них досліджень риби [2,11]. 

Виділення ÐНÊ із зразків, реакöію зворотної транскрипöії та по-
ліìеразну ланöюгову реакöію (ПËÐ) виконували за допоìогою коìер-
öійних наборів: «Ðибозоль-À», «ÐÅВÅÐÒÀ-L» та «ÀìплиÑенс 200-1» 
(«ÀìплиÑенс», Ðосія).

Äля виявлення та ідентифікаöії вірусу інфекöійного панкреати÷ного 
некрозу форелі були використані дві пари олігонуклеотидних прайìе-
рів. 

Äля пошуку та аналізу гоìології генів білків VP2 і NS вірусу інфек-
öійного панкреати÷ного некрозу використовували програìу BLAST 2.0 
Наöіонального öентру біотехнологі÷ної інфорìаöії (NCBI) ÑШÀ [3]. 

Êонструювання і підбір прайìерів проводили з використанняì пакету 
програì «Vector NTI Advanced v.11» (Invitrogen, ÑШÀ)[3]. 

Ðезультати досліджень та їх обговорення
Підбір прайìерів є клю÷овою ланкою ПËÐ, оскільки ниìи визна÷а-

ється ìожливість спеöифі÷ної аìпліфікаöії необхідної послідовності. 
Згідно з результатаìи аналізу нуклеотидних послідовностей вірусів 

інфекöійного панкреати÷ного некрозу різних генотипів, проведеного 
Blake з співавт., середній рівень варіабельності геноìу становить 7%, а 
спеöифі÷ні для кожного генотипу ділянки розìіщені в генах білка обо-
лонки VP 2 та генах не структурного білка NS [6]. Найконсервативнішиì 
є сегìент геноìу À, що кодує доìен структурного білка VP 2 та не- VP 2 та не-VP 2 та не- 2 та не-
структурного білка NS. Òоìу підбір прайìерів проводився в ìежах даної 
ділянки геноìу.

Послідовність кожної з пар прайìерів до IPNV була коìплеìентарною 
консервативниì ділянкаì гену капсидного білка VP2 та гену NS вірусу. 
Використання різних прайìерів зуìовлено тиì, що в генах капсидного 
білка ìожливі незна÷ні генети÷ні зìіни, спри÷инені ìутаöіяìи під впливоì 
різних факторів. Öі зìіни ìожуть призводити до проблеì, пов’язаних з 
детекöією вірусних послідовностей. I тоìу, з ìетою перекрити більшу 
÷астину гену капсидного білка досліджуваних вірусів було вирішено ви-
користати різні пари прайìерів. 

Äля розрахунку вищезазна÷ених прайìерів використовувалися 
зареєстровані в GenBank нуклеотидні послідовності геноìів ізолятів 
IPNV різних генотипів. У результаті для роботи були синтезовані 
олігонуклеотидні прайìери, що фланкирують послідовності гена білка 
VP2. Оригінальні олігонуклеотидні прайìери ìали таку послідовність:  
F 5’- ATGAATTCGAACCCCCAGGA -3’ та R 5’-GCGAATTCTGATTG-GCGAATTCTGATTG-
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GTCTGA-3’. Äля öієї реакöії теìпературний профіль проведення реакöії 
складав: 1 öикл при 95 °Ñ – 3 хв.; 2 öикл – денатураöія при 95 °Ñ – 
30 с, гібридизаöія прайìерів при 62 °Ñ – 30 с, елонгаöія при 72 °Ñ – 
60 с, öикл 2 повторюють 40 разів; 3 öикл – при 72 °Ñ – 7 хв. Ðозìір 
аìпліфікованого фрагìенту ÄНÊ – 620 п.н. 

В дослідженнях додатково використані олігонуклеотидні прайìери, 
спеöифі÷ні до гену нуклеопротеїну (NS) з послідовністю F 5’-AAAGC-NS) з послідовністю F 5’-AAAGC-S) з послідовністю F 5’-AAAGC-
CATAGCCCATGAAC- 3’ та R 5’-TCTCATCAGCTGGCCCAGCTAC-3’. 
При öьоìу теìпературний профіль проведення реакöії складав: 1 öикл 
при 95 °Ñ – 4 хв.; 2 öикл – денатураöія при 94 °Ñ – 30 с, гідридизаöія 
прайìерів при 60 °Ñ – 30 с, елонгаöія при 72 °Ñ – 60 с, öикл 2 по-
вторюють 35 разів; 3 öикл – при 72 °Ñ – 7 хв. Ðозìір аìпліфікованого 
фрагìенту ÄНÊ – 204 п.н.

Äля перевірки спеöифі÷ності розроблених прайìерів і відпраöювання 
уìов реакöії були підготовлені контрольні зразки референтного штаìу 
IPNV «Ab» та українські ізоляти VF-11 та VF-8. Віруси пасажували в 
культурі клітин FHM. Ðепродукöія вірусу супроводжувалася появою 
öитопати÷ної дії (ÖПÄ ) впродовж 24–48 години. З ìетою порівняння 
ефективності виявлення IPNV використані обидві пари підібраних 
прайìерів. Ðезультати реакöії наведені на рис. 1 та рис. 2.

При дослідженні встановлено, що з референтниìи штаìаìи IPNV 
праöюють обидві пари прайìерів, при öьоìу виявлявся продукт аìпліфі-
каöії 620 та 204 п.н. відповідно. Òакож при тестуванні öих систеì були 
отриìані позитивні результати з ізолятаìи IPNV, які попередньо були 
відтестовані на культурі клітин. 

При перевірöі спеöифі÷ності поліìеразної ланöюгової реакöії з піді-
браниìи прайìераìи як ìатриöю використали проби культурального 
ìатеріалу, інокульованого ізолятаìи віруса IPNV та кліні÷ні ìатеріали 
від риб, що ìали ознаки гострої форìи захворювання. Äля проведення 
аналізу були відібрані і приготовані гоìогенати окреìих органів: пе÷інка, 
нирки, селезінка. Як негативний контроль слугували відібрані аналогі÷ні 
ìатеріали з контрольної групи (попередньо тестовано на наявність 
вірусних інфекöій). Ðезультати відображені на рис. 3.

В результаті реакöії ÐНÊ вірусу була виявлена у всіх інфікованих 
пробах культурального ìатеріалу й у 2-х пробах органів ìалька райдужної 
форелі, підтверджую÷и при öьоìу наявність вірусної ÐНÊ безпосередньо 
у патологі÷ноìу ìатеріалі. 

На сьогодні існує реальна небезпека поширення IPNV територією 
України, що створює загрозу зна÷них ìатеріально-еконоìі÷них втрат 
спеöіалізованиì господарстваì, що зайìаються шту÷ниì вирощуванняì 
форелі. 

Êоìерöійні набори для виявлення вірусу за допоìогою ìетоду 
іìуноферìентного аналізу (IФÀ) виготовляють фірìи Чехії, ìають низьку 
÷утливість, потребую÷и конöентраöії вірусовìісного ìатеріалу та є 
недостатньо спеöифі÷ниìи.
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Ðис. 1. Åлектрофоретичний аналіз  
в 1,5 % гелі агарози продуктів ЗÒ-ПËÐ 

з праймерами до гену білка VP2 
Ì – ìаркер «100 bp DNA Ladder» 
(Fermentas); 1 – референтний штаì 
IPNV «Ab», в культурі клітин RTC-2; 
2 – ізолят VF-11 IPNV в культурі клітин 
FHM ; 3 – ізолят VF-08 IPNV в культурі 
клітин FHM 

Fіg. 1. Electrophoretіc analysіs іn 1.5% 
agarose gel products RT-PCR wіth 
prіmers to the gene proteіn VP2

M – marker «100 bp DNA Ladder» 
(Fermentas); 1 – reference strain IPNV 
«Ab», in cell culture RTC-2, 2 – VF-11 
isolate IPNV in cell culture FHM; 3 – VF-
08 isolate IPNV in cell culture FHM

Ðис. 2. Åлектрофоретичний аналіз 
в  1,5  % гелі агарози продуктів ЗÒ-ПËÐ 

з  праймерами до гену білка NS 
Ì – ìаркер «100 bp DNA Ladder» 
(Fermentas); 1 – референтний штаì 
IPNV «Ab», в культурі клітин FHM; 
2 – ізолят VF-11 IPNV в культурі клітин 
FHM; 3 – негативний контрольний зра-
зок референтний штаì ВВГÑ «DH4p101» 
в ÊÊ RTG-2 
Fіg.2 Electrophoretіc analysіs іn 1.5% 
agarose gel products RT-PCR wіth 

prіmers to the gene proteіn NS
M – marker «100 bp DNA Ladder» 
(Fermentas); 1 – A reference strain of 
IPNV «Ab», in cell culture FHM; 2 – VF-
11 isolate IPNV in cell culture FHM; 3 – 
negative control sample reference strains 
VHS «DH4p101» in cell culture RTG-2

Äослідження останніх років показали, що вибіркова аìпліфікаöія 
ділянок вірусного геноìу за допоìогою поліìеразної ланöюгової реакöії 
(ПËÐ), доповнюю÷и серологі÷ні ìетоди, здатна зна÷но розширити 
ìожливості виявлення IPNV безпосередньо в кліні÷них зразках [6–8]. 

В разі необхідності підвищення ÷утливості діагности÷ного дослідження 
ìожливиì є використання гніздового варіанту ЗÒ-ПËÐ, де для першої 
реакöії використовуються прайìери VP2, а для другої – прайìери NS. 

Отриìані результати наших досліджень свід÷ать про те, що 
розроблений ПËÐ-ìетод виявлення IPNV дозволяє зна÷но підвищити 
рівень діагностики вірусних хвороб риб, а його перевагаìи, кріì високої 
÷утливості та ìожливості тестування безпосередньо патологі÷ного 
ìатеріалу, ìожна вважати відносну простоту виконання за допоìогою 
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традиöійного ПËÐ-обладнання із зви÷айниì ìетодоì детекöії результатів 
реакöії електрофорезоì в агарозі. 

Ðозроблена діагности÷на тест-систеìа є високоспеöифі÷ною та 
÷утливою для виявлення та ідентифікаöії вірусу IPNV в ìатеріалах 
різного походження (патологі÷ний, культуральний, тощо). Запроноповано 
використовувати ìетод ПËÐ як високо÷утливий ìетод у діагностиöі вірусу 
інфекöійного панкреати÷ного некрозу райдужної форелі.

Ðис. 3. Åлектрофоретичний аналіз в 1,5 % гелі агарози продуктів ЗÒ-ПËÐ 

Ì – ìаркер «100 bp DNA Ladder» (Fermentas)1 – гоìогенат органів öьоголітки 
форелі з кліні÷ниìи ознакаìи інфекöійного панкреати÷ного некрозу; 2 – гоìогенат 
органів здорової форелі (негативний контроль); 3 – гоìогенат органів öьоголітки 
форелі з кліні÷ниìи ознакаìи інфекöійного панкреати÷ного некрозу; 4–6 – 
гоìогенат органів здорової форелі (негативний контроль); 7 – негативний контроль 
(культуральний неінфікований ìатеріал); 8 – ізолят VF-11 IPNV в ÊÊ RTG-2; 9 – 
ізолят VF-11 IPNV в ÊÊ FHM.

Fіg 3.Electrophoretіc analysіs іn 1.5% agarose gel products RT-PCR

M – marker «100 bp DNA Ladder» (Fermentas), . 1 – homogenates of underyearling  
trout with clinical signs of infectious pancreatic necrosis, 2 – homogenates of healthy 
trout (negative control); 3 – homogenates of underyearling  trout with clinical signs 
of infectious pancreatic necrosis; 
4–6 – homogenates of healthy trout (negative control), 7 – negative control (cultural 
uninfected material) 8 – VF-11 isolate IPNV in cell culture RTG-2; 9 – VF-11 isolate 
IPNV in cell culture FHM.
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ПÐÈÌÅÍÅÍÈß ÎÁÐÀÒÍÎ-ÒÐÀÍСÊÐÈПÒÀЗÍÎÉ ПÎËÈÌÅÐÀЗÍÎÉ 
ÖÅПÍÎÉ ÐÅÀÊÖÈÈ ÄËß ÂЫßÂËÅÍÈß È ÈÄÅÍÒÈФÈÊÀÖÈÈ 
ÂÈÐУСÀ ÈÍФÅÊÖÈÎÍÍÎÃÎ ПÀÍÊÐÅÀÒÈЧÅСÊÎÃÎ ÍÅÊÐÎЗÀ 

ÐÀÄУЖÍÎÉ ФÎÐÅËÈ (ONCORHYNCHUS MYKISS)

Ðеферат

Öель работы: разработать диагности÷ескую тест-систеìу для об-
наружения и идентификаöии инфекöионного панкреати÷еского некроза 
форели на основе обратно-транскриптазной полиìеразной öепной реакöии  
(ОÒ-ПÖÐ). Ìатериалы и методы. Вирусы: вирус инфекöионного некроза 
поджелудо÷ной железы: штаìì референтный – Àb (8,0 lg ÒÖÄ50/ ì3) укра-
инские изоляты – VF-11 (6,8 lg ÒÖÄ50/сì3), VF-08 (6,2 lg ÒÖÄ50/сì3), 
вирус геìорраги÷еской сиìтеöиìии форели (VHSV), штаìì «DH4p101» 
[AY546581] (8,0 lg ÒÖÄ50/сì3 ). Перевиваеìые линии клеток рыб: FHM 
(хвостовой стебель ÷ерного толстоголова) и RTG (гонады радужной форе-
ли). Äля выявления и идентификаöии вируса инфекöионного панкреати-
÷еского некроза форели были использованы две пары олигонуклеотидных 
прайìеров. Äля поиска и анализа гоìологии генов белков VP2 и NS вируса 
инфекöионного панкреати÷еского некроза использовали програììу BLAST 
2.0 Наöионального öентра биотехнологи÷еской инфорìаöии (NCBI) ÑШÀ. 
Êонструирование и подбор прайìеров проводили с использованиеì пакета 
програìì «Vector NTI Advanced v.11» (Invitrogen, ÑШÀ). Ðезультаты 
исследований. Ñ  öелью подбора эффективных прайìеров для постановки 
ПÖÐ наìи было проведено сравнительное изу÷ение нуклеотидных последо-
вательностей геноìа изолятов IPNV разных генотипов. Äля работы были 
синтезированы олигонуклеотидные прайìеры, которые фланкируют по-
следовательности гена белка VP2. Ðазìер аìплифиöированного фрагìента 
ÄНÊ – 620 п.н.  Äополнительно, в исследованиях , были использованы 
олигонуклеотидные прайìеры, спеöифи÷еские к гену нуклеопротеинов 
(NS). Ðазìер аìплифиöированного фрагìента ÄНÊ – 204 п.н. При про-
верке спеöифи÷ности полиìеразной öепной реакöии с подобранныìи прай-
ìераìи в ка÷естве ìатриöы были использованы пробы ÐНÊ референтных 
штаììов и изолятов IPNV выделенных от ìалька радужной форели в 
хозяйствах Украины. Âыводы. Ðазработана диагности÷еская тест-систеìа 
на основе обратно-транскриптазной полиìеразной öепной реакöии  
(ОÒ-ПÖÐ) является высокоспеöифи÷еской и ÷увствительной для выявления 
и идентификаöии вируса IPNV в ìатериалах разли÷ного происхождения.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : ОÒ-ПÖÐ, вирус инфекöионного панкреати-
÷еского некроза, радужная форель.
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APPLICATION OF THE REVERSE TRANSCRIPTASE 
POLYMERASE CHAIN REACTION FOR DETECTION 

AND IDENTIFICATION OF THE INFECTIOUS 
PANCREATIC NECROSIS VIRUS OF RAINBOW TROUT 

(ONCORHYNCHUS MYKISS)

Summary

Purpose: To develop a diagnostic test system for detection and 
identification of infectious pancreatic necrosis virus of trout based on the 
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Materіals and 
methods: Viruses: infectious pancreatic necrosis virus, reference strain – 
Àb (8.0 lg TCID/cm3); Ukrainian isolates – VF-11(6.8 lg TCID/ cm3), 
VF-08 (6.2 lg TCID/cm3), viral hemorrhagic septicemia virus of trout 
(VHSV), strain «DH4p101» [AY546581] (8.0 lg TCID/cm3). Finite cell line 
of fish: FHM (fathead minnow peduncle) and RTG (rainbow trout gonads). 
For detection and identification of infectious pancreatic necrosis virus 
of trout, two pairs of oligonucleotide primers were used. For search and 
analysis of gene homology of VP2 and NS proteins of infectious pancreatic 
necrosis virus, we used the BLAST 2.0 software of the National Center for 
Biotechnological Information (NCBI), USA. Constructing and matching 
of the primers were performed with the use of the «Vector NTI Advanced 
v.11» software package (Invitrogen, USA). Fіndіngs: For selecting effecting 
primers for PCR, we performed comparative study of nucleotide sequences 
of IPNV isolate genome of different genotypes. As a result, for the work we 
synthesized oligonucleotide primers, which flank VP2 protein gene sequence. 
The size of the amplified DNA fragment is 630 p.n. Additionally, we used 
oligonucleotide primers specific for the nucleoprotein gene (NS). The size 
of the amplified DNA fragment is 204 p.n. When checking the specificity 
of the polymerase chain reaction with matched primers as a matrix, we 
used RNA samples of the reference IPNV strains and isolates isolated from 
rainbow trout fingerlings from different fish farms of Ukraine. Conclusіons: 
The developed diagnostic test system based on the reverse transcriptase 
chain reaction (RT-PCR) is highly specific and sensitive for detection and 
identification of IPNV virus in the materials of various origins. 

K e y  w o r d s : RT-PCR, infectious pancreatic necrosis virus, rainbow 
trout.



Ò.Î. Ðуднєва, Ò.П. Шевченко, Â.Î. Öвігун, Â.П. Поліщук

54 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 55–62

СПÈСÎÊ ÂÈÊÎÐÈСÒÀÍÎЇ ËIÒÅÐÀÒУÐÈ
1. Гоëовина Н. А. , Бауер О. Н. . Èхтиопатология. – Ì.: Ìир, 2007. 

– 448 с. 
2. Вирусоëоãия. Ìетоды: Пер. с анг / Под.ред. Б.Ìейхи. – Ì: Ìир, 

1988. – 344 с.
3. Лысенко Е.А. Ñовреìенные ìетоды ìолекулярной биологии: 

Полиìеразная öепная реакöия. Ñтратегия подбора прайìеров для ана-
лиза экспрессии генов. – Ì. : БÈНОÌ. Ëаборатория знаний, 2011. – 
C.  75– 96.

4. Ahne W., Negele R.D. Studies on the transmission of infectious 
pancreatic necrosis virus via eyed eggs and sexual products of salmonid 
fish. //In: Ellis, A.E. (Ed.), Fish and Shellfish Pathology. Academic Press. 
London. 1985. – Ð. 262–270.

5. Antychowicz J. Choroby ryb srodladowych Antychowicz J. – 
Warszawa: Panstwowe Wydawnictwo Rolnicze i Lesne, – 2007. – 447  p.

6.  Blake S.L., Schill W.B., McAllister P.E., Lee M.K., Singer J.T , 
Nicholson B. L. Detection and identification of aquatic birnaviruses by PCR 
assay.  // J Clin Microbiol. – 1995. – V. 33(4). – P. 835–839.

7. Cutrin J.M., Barja J.L.; Nicholson B.L:, Bandin I., Blake S:; Dopazo 
C.P. Restriction fragment length polymorphisms and sequence analysis: 
an approach for genotyping Infectious pancreatic necrosis virus reference 
strains and other aquabirnaviruses isolated from northwestern Spain //
Appl. Environm. Microbiol., – 2004. – ¹ 70.V 2. – P. 1059–1067.

8. Dadar M., Peyghan R.,  Memari Hamid Rajabi. Sequence analysis 
of infectious pancreatic necrosis virus isolated from Iranian reared rainbow 
trout (Oncorhynchus mykiss) in 2012 // Virus Genes- September 2013. – 
Springer, Part of Springer Science+Business Media http:  //link.springer.
com /article /10.1007 /s11262-013-0981-4

9. Gravell, M., Malsberger R.G. A permanent cell line from the 
fathead minnow (Pirnephales prornelas). //Ann. N.Y. Acad. Sci. – 1965. – 
V. 126. – P. 555–565. 

10. Matvienko N, Buchatsky L, Deryabin O. Isolation of IPN virus from 
rainbow trout in the Ukraine // Diseases of Fish and Shelfish, (Split, Sep-
tember 12-16.2011):abstract book. – 2011. – Ð. 363.

11. OIE. Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals Fourth Edition, 
(Chapter 2.1.8.). – 2003. http:  //www.oie.int /doc /ged /D6505.PDF

12. Reed L., Muench H. A simple method of estimating 50 % endpoints // 
Amer. J. Hygiene. – 1938. – V. 27. – P. 493–497.

13. Wolf K., Quimby. M. C.. Established eurythermic line of fish cells 
in vitro. Science (Washington DC) . – 1962. – V. 135. – P. 1065.

14. Wolf K ., Gravell M:, Malsberger R. G. Lymphocystis virus: Isolation 
and propagation in centrarchd fish cell lines. Science . – 1966. – V. 151. – 
P. 1004–1005 

Ñтаття надійшла до редакöії 28.10.2013 р.



55

ÌОН²ÒОÐÈНГ В²ÐУÑУ ÌОЗÀЇÊÈ ÊÀВУНÀ 2 У  ÀГÐОÖÅНОЗÀХ ÊÈЇВÑÜÊОЇ ÒÀ ПОËÒÀВÑÜÊОЇ ...

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 55–62

УÄÊ 578.864

Ò.Î. Ðуднєва1, Ò.П. Шевченко2, Â.Î. Öвігун1,2, Â.П. Поліщук2

1Iнститут агроекології і природокористування НÀÀН,
вул. Ìетрологі÷на, 12, Êиїв, 03143,Україна,

2Êиївський наöіональний університет іìені Òараса Шев÷енка,
вул. Володиìирська, 64 /13, Êиїв, 01601, Україна,

тел.: +38 (044) 521 35 02, e-mail: tatuanaru@bigmir.net

ÌÎÍ²ÒÎÐÈÍÃ Â²ÐУСУ ÌÎЗÀЇÊÈ ÊÀÂУÍÀ 2 
У  ÀÃÐÎÖÅÍÎЗÀÕ ÊÈЇÂСЬÊÎЇ ÒÀ ПÎËÒÀÂСЬÊÎЇ 

ÎÁËÀСÒÅÉ

Мета. Ìоніторинã вірусу мозаїки кавуна 2 у аãроценозаõ Київської 
і Поëтавської обëастей. Методи. Росëинні зразки на наявність 
вірусниõ антиãенів анаëізуваëи імуноферментним анаëізом (IФА) у 
модифікаціяõ «сандвіч» та «непрямий». Зразки дëя IФА ãотуваëи зãідно 
стандартної методики. Використовуваëи тест-системи до вірусу 
мозаїки кавуна 2 (ВÌК 2) виробництва INRA (Франція), Agdia (Анãëія) 
та Leowe (Німеччина). Результати. У резуëьтаті дев’ятирічноãо 
моніторинãу  аãроценозів України встановëено періодично змінний 
õарактер циркуëяції вірусу мозаїки кавуна 2 на куëьтураõ росëин 
родини ãарбузовиõ. Показано, що ВÌК 2 на території України інфікує 
росëини ëише відкритоãо ґрунту. У аãроценозаõ України ВÌК 2 
представëений переважно у виãëяді змішаної інфекції у поєднанні з 
вірусом жовтої мозаїки цукіні, вірусом оãіркової мозаїки чи вірусом 
пожовтіння оãірка, що передається попеëицями.  Висновки. Пісëя 
майже тридцятирічної перерви, ВÌК 2 на території України знову 
буëо виявëено у 2005 році у аãроценозаõ відкритоãо ґрунту Київської 
і Поëтавської обëастей на росëинаõ родини ãарбузовиõ. Протяãом 
дев’ятирічниõ досëіджень не буëо зафіксовано жодноãо випадку 
наявності ВÌК 2 на росëинаõ вëасне кавунів, тоді, як раніше даний 
патоãен на куëьтурі кавунів був широко розповсюджений. Необõідно 
зауважити, що нами не буëо знайдено жодноãо випадку контамінації 
тепëичниõ куëьтур вірусом мозаїки кавуна 2. Таким чином, в Україні 
ВÌК 2 є патоãеном росëин викëючно відкритоãо ґрунту.

К ëюч о в і  с ë о в а :  вірус мозаїки кавуна 2, аãроценози, моніторинã, 
змішана вірусна інфекція.

Однією з при÷ин великих втрат врожаю гарбузових культур в 
Україні є вірусні хвороби. Зна÷ної шкоди ово÷евиì культураì завдають 
збудники ìозаї÷ного захворювання огірків, динь та гарбузів. З-поìіж 
інших вірусів останні 10 років у агроöенозах України активно öиркулює 
вірус ìозаїки кавуна 2 (Watermelon mosaic virus 2, WMV 2) [3]. Äаний 
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патоген не є новиì видоì для нашої країни. Уперше вірус було виявлено 
на рослинах родини Cucurbitaceae у кінöі 70-х років [1]. На той ÷ас вірус 
ìозаїки кавуна 2 (ВÌÊ 2) був найбільш поширениì збудникоì ìозаї÷них 
захворювань баштанних культур в Україні. Він уражував, в основноìу, 
кавуни, дині, каба÷ки, гарбузи, а кількість інфікованих рослин при 
öьоìу досягала 50 – 90%. Зна÷ного поширення вірус ìозаїки кавуна 2 
набув у відкритоìу ґрунті Запорізької, Одеської і Херсонської областей. 
На рослинах визна÷али ìоноінфекöію ВÌÊ 2 та зìішану інфекöію, 
зазви÷ай представлену ВÌÊ 2 і вірусоì огіркової ìозаїки (ВОÌ) [2].

Вірус ìозаїки кавуна 2 належить до роду Potyvirus родини Potyviri-
dae. ВÌÊ 2 простий з ротаöійно-трансляöійниì типоì сиìетрії розìіра-ансляöійниì типоì сиìетрії розìіра-
ìи 730–765х11нì [8]. Öей вірус поширений, переважно, на баштанних 
культурах. Перші сиìптоìи захворювання з’являються ÷ерез 4–15 днів 
після ураження. Öе певною ìірою залежить від рослини-хазяїна і ÷асу 
інфікування. Найбільш ÷іткі ознаки хвороби бувають на каба÷ках і гарбу-
зах. На листках öих рослин вздовж жилок з’являється ìозаїка у вигляді 
теìно-зелених сìуг, ìіжжилкових хлороти÷них ділянок, крап÷астості з 
теìно-зеленою пухир÷астістю [1]. На уражених рослинах утворюються 
квіти з недорозвинениìи або не повністю відкритиìи пелюсткаìи, які 
зазви÷ай опадають не форìую÷и плодів. Öі сиìптоìи супроводжуються 
зна÷ною дефорìаöією листкової пластинки. Iнколи вона настільки дефор-
ìується, що залишаються лише жилки з невеликиìи сìугаìи тканини 
або верхівки листків, що утворюють довгі, вузькі й покру÷ені вирости 
різних розìірів. На листках динь ìіж жилкаìи утворюються хлороти÷ні 
ділянки, іноді з теìно-зелениìи пухир÷астиìи здуттяìи. На кавунах – 
теìно-зелені сìуги вздовж листових жилок, листки скру÷уються. Плоди 
набувають бурого кольору і сильно дефорìуються. Вірус ìозаїки кавуна 2 
передається з сокоì рослин при ìехані÷ноìу контакті та попелиöяìи не-
персистентно. Найефективніше ВÌÊ 2 передається видоì Myzus persicae 
[6]. Оскільки даний патоген не передається насінняì і ÷ерез ґрунт, осно-
вниìи його резерватораìи є бур’яни, ìальва, буркун і люöерна [1].

Ìетою даної роботи був ìоніторинг вірусу ìозаїки кавуна 2 у агро-
öенозах Êиївської та Полтавської областей. 

Ìатеріали і методи 
Об’єктаìи досліджень слугували рослини родини Cucurbitaceae 

з вірусоподібниìи сиìптоìаìи відібрані з агроöенозів Êиївської та 
Полтавської областей.

Äля досліджень використовували листки середнього або верхнього 
ярусу та плоди рослин.

Зразки на наявність вірусних антигенів аналізували іìуноферìентниì 
аналізоì (IФÀ) у ìодифікаöіях «сандві÷» та «непряìий». Àналіз проводили 
у полістиролових планшетах «Labsystem». Ðезультати реєстрували на 
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рідері Termo Labsystems Opsis MR (ÑШÀ) із програìниì забезпе÷енняì 
Dynex Revelation Quicklink при довжинах хвиль 405 /630 нì [4]. 

Ðослинні зразки (вегетативні органи і плоди рослин) для IФÀ 
готували шляхоì гоìогенізаöії інфікованого рослинного ìатеріалу у 
0,1M фосфатно-солевоìу буфері і 0,001M ÅÄÒÀ у співвідношенні 1:2 з 
наступниì öентрифугуванняì у режиìі 4000 об /хв протягоì 20 хв при 
4 °Ñ на öентрифузі PC-6 [5]. Отриìаний гоìогенат використовували для 
іìуноферìентного аналізу.

При постановöі IФÀ використовували тест-систеìи до вірусу 
ìозаїки кавуна 2 виробниöтва INRA (Франöія), Agdia (Àнглія) та Leowe 
(Ніìе÷÷ина).

Ðезультати та їх обговорення
У агроöенозах України вірус ìозаїки кавуна 2 активно öиркулював у 

період 70–80 років. На той ÷ас öе був один з найпоширеніших збудників 
захворювань баштанних культур, який призводив до ураження 85–100% 
рослин [1]. 

Після довготривалої перерви вірус ìозаїки кавуна 2 знову було ви-
явлено у 2005 роöі. Вірус детектували на культурах огірків, каба÷ків, 
гарбузів та öукіні у агроöенозах відкритого ґрунту Êиївської і Полтав-
ської областей [7]. Відтак на предìет наявності ВÌÊ 2 було проведено 
обстеження рослин родини гарбузових, як природних хазяїв вірусу, у 
агроöенозах і тепли÷них господарствах різних областей України. Ðослинні 
зразки відбирали з наступних регіонів: Àвтоноìної республіки Êриì, Ві-
нниöької, Äніпропетровської, Äонеöької, Æитоìирської, Êиївської, Ìи-
колаївської, Одеської, Полтавської, Ñуìської, Харківської, Херсонської, 
Черкаської та Чернігівської областей. З відкритого ґрунту відбирали 
рослини огірків, каба÷ків, öукіні, патісонів, кавунів, гарбузів та динь, а 
з тепли÷них господарств – рослини огірків. Òакиì ÷иноì, у 2006 роöі 
було виявлено ВÌÊ 2 на рослинах у агроöенозах Êиївської і Полтавської 
областей. Вірус уражував рослини виклю÷но відкритого ґрунту. Ñеред 
вірусінфікованих були огірки, каба÷ки, öукіні, гарбузи, дині (рис. 1). 

Ñлід відìітити, що окріì ìоноінфекöії, вірус ìозаїки кавуна 2 досить 
÷асто зустрі÷ався у вигляді зìішаної інфекöії, зазви÷ай представленої 
суìішшю вірусів огіркової ìозаїки та вірусу пожовтіння огірка (ВПО), 
що передається попелиöяìи. Необхідно зауважити, що наìи не було 
знай дено жодного випадку контаìінаöії тепли÷них культур вірусоì ìо-
заїки кавуна 2.

По÷инаю÷и з 2006 року проведено постійний ìоніторинг агроöенозів 
відкритого ґрунту Êиївської і Полтавської областей на наявність вірусу 
ìозаїки кавуна 2. Àналізую÷и результати дев’ятирі÷них досліджень öирку-
ляöії вірусних антигенів у агроöенозах необхідно відìітити їх періоди÷но 
зìінний характер (табл. 1). 
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   а      б

в

Ðис. 1. Симптоми ураження рослин родини Сucurbіtaceae,  
індуковані вірусом мозаїки кавуна 2 

а – теìнозелена ìозаїка і пухир÷асті здуття на листках Cucumis melo; 
б, в – теìнозелена прижилкова ìозаїка листкової пластинки Cucurbita pepo.

Fіg. 1. Watermelon mosaіc vіrus 2- іnduced symptoms on the plants 
of  Cucurbіtaceae famіly

а – dark green mosaic and blistering on the leaves of Cucumis melo; 
b, c – dark green veins mosaic of the leaves of Cucurbita pepo.

Òак вірус ìозаїки кавуна 2 виявляли два роки поспіль протягоì 
2005–2006 років у агроöенозах Êиївської і Полтавської областей, а 
потіì з ÷отирирі÷ною перервою, у 2011 роöі, – лише у агроöенозах 
Полтавської області на рослинах каба÷ків і динь у вигляді зìішаної ін-
фекöії з поодинокиìи випадкаìи ìоноінфекöії. Òак, вірус ìозаїки кавуна 
2 зустрі÷ався переважно у коìбінаöії з вірусоì жовтої ìозаїки öукіні 
і вірусоì огіркової ìозаїки. Öікавиì виявилося поєднання ВÌÊ 2 з ві-
русоì зеленої крап÷астої ìозаїки огірка (ВЗÊÌО), який до öього ÷асу 
на території України детектували лише в уìовах закритого ґрунту. При 
зìішаній інфекöії зустрі÷али поєднання одно÷асно ÷отирьох вірусів, як-
от ВÌÊ  2, ВÆÌÖ, ВЗÊÌО і ВОÌ. Протягоì наступних 2012–2013 
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років вірус ìозаїки кавуна 2 виявляли у агроöенозах відкритого ґрунту 
як Êиївської так і Полтавської областей знову ж таки у вигляді зìішаної 
інфекöії з поодинокиìи випадкаìи ìоноінфекöії.

Òаблиöя 
Ðезультати виявлення ÂÌÊ 2 на рослинах родини Cucurbitaceae

Table
Test results of plants of Cucurbitaceae famіly for presence of WMV 2

Ðік 
відбору 
зразків

Íаявність ÂÌÊ2 Êультура рос-
лини, уражена 

ÂÌÊ2
Змішана інфекція

% рослин, 
уражених 

ÂÌÊ 2
Êиївська 
область

Полтавська 
область

2005 + +
огірки, каба÷ки, 
гарбузи, öукіні

ВÌÊ 2+ВÆÌÖ

252006 + +
огірки, каба÷ки, 
гарбузи, öукіні, 
дині

ВÌÊ 2+ВÆÌÖ,
ВÌÊ 2+ВОÌ,
ВÌÊ 2+ВПО

2007-
2010

_ _ _ _ _

2011 _ +
каба÷ки, öукіні, 
дині

ВÌÊ 
2+ВÆÌÖ+ВОÌ,
ВÌÊ 2+ВЗÊÌО,
ВÌÊ 
2+ВÆÌÖ+ВЗÊÌО

16

2012 + +
гарбузи, дині, 
каба÷ки

ВÌÊ 2+ВÆÌÖ 70

2013 + +
гарбузи, дині, 
каба÷ки

ВÌÊ 2+ВÆÌÖ,
ВÌÊ 
2+ВÆÌÖ+ВОÌ,
ВÌÊ 2+ВОÌ

38

Приìітка: + виявлено, – не виявлено

Підсуìовую÷и наведені результати необхідно зазна÷ити, що протягоì 
дев’ятирі÷них досліджень наìи не було зафіксовано жодного випадку 
наявності вірусу ìозаїки кавуна 2 на рослинах власне кавунів. Òоді, як 
тридöять років тоìу ВÌÊ 2 на культурі кавунів був широко розповсю-
джений.

Періоди÷но зìінна öиркуляöія вірусу ìозаїки кавуна 2 пов’язана зі 
шляхаìи його переда÷і. З одного боку, вірус ефективно передається ба-
гатьìа видаìи попелиöь, з іншого, дикорослі рослини є резерватораìи ві-
русної інфекöії, де він ìоже зберігатися впродовж досить тривалого ÷асу. 
Попелиöі, отриìавши вірус від рослини-резерватора, повторно уражують 
рослини культурного виду, викликаю÷и інфекöію. Щодо öиркуляöії вірусу 
у агроöенозах, ìожна відìітити важливість впливу природно-кліìати÷них 
уìов та сортів рослин на розвиток вірусної інфекöії. Òакиì ÷иноì, сукуп-
ність різних факторів, таких, як наявність коìах-переносників, бурянів-
резерваторів, сорту рослин та природно-кліìати÷них уìов визна÷ає за-
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тухання ÷и навпаки активаöію розвитку вірусної інфекöії, впливаю÷и на 
кількість хворих рослин та відсоток їх ураження.

Òакиì ÷иноì, у результаті дев’ятирі÷ного ìоніторингу агроöенозів 
України встановлено періоди÷но зìінний характер öиркуляöії вірусу 
ìозаїки кавуна 2 на культурах рослин родини гарбузових. Показано, що 
ВÌÊ 2 на території України інфікує рослини виклю÷но відкритого ґрунту. 
У агроöенозах України вірус ìозаїки кавуна 2 представлений переважно 
у вигляді зìішаної інфекöії у поєднанні з вірусоì жовтої ìозаїки öукіні, 
вірусоì огіркової ìозаїки ÷и вірусоì пожовтіння огірка, що передається 
попелиöяìи.
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ÌÎÍÈÒÎÐÈÍÃ ÂÈÐУСÀ ÌÎЗÀÈÊÈ ÀÐÁУЗÀ 2 Â ÀÃÐÎÖÅÍÎЗÀÕ 
ÊÈÅÂСÊÎÉ È ПÎËÒÀÂСÊÎÉ ÎÁËÀСÒÅÉ

Ðеферат

Öель. Ìониторинг вируса ìозаики арбуза 2 в агроöенозах Êиевской 
и Полтавской областей. Ìетоды. Ðастительные образöы на нали÷ие 
вирусных антигенов анализировали в иììуноферìентноì анализе (ÈФÀ) 
вариантах «сэндви÷» и «непряìой». Образöы для ÈФÀ готовили по 
стандартной ìетодике. Èспользовали тест-систеìы к вирусу ìозаики 
арбуза 2 (ВÌÀ 2) производства INRA (Франöия), Agdia (Àнглия) и Le-Agdia (Àнглия) и Le-Le-
owe (Герìания). Ðезультаты. В результате девятилетнего ìониторинга 
агроöенозов Украины установлен периоди÷ески изìен÷ивый характер 
öиркуляöии вируса ìозаики арбуза 2 на культурах растений сеìейства 
тыквенных. Показано, ÷то на территории Украины ВÌÀ 2 инфиöирует 
растения исклю÷ительно открытого грунта. В агроöенозах Украины вирус 
ìозаики арбуза 2 представлен, преиìущественно, сìешанной инфекöией 
с вирусоì желтой ìозаики öуккини, вирусоì огуре÷ной ìозаики или ви-
русоì пожелтения огурöа, передаваеìого тлёй. Âыводы. После по÷ти 
тридöятилетнего перерыва ВÌÀ 2 был выявлен на территории Украины 
в 2005 году в агроöенозах открытого грунта Êиевской и Полтавской об-
ластей на растениях сеìейства тыквенных. В результате девятилетних 
исследований ни одного слу÷ая нали÷ия ВÌÀ 2 на растениях собственно 
арбузов не было зафиксировано, тогда как раньше данный патоген на 
культуре арбузов был широко распространен. Нужно отìетить, ÷то наìи 
не было найдено ни одного слу÷ая контаìинаöии тепли÷них культур 
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вирусоì ìозаики арбуза 2. Òакиì образоì, в Украине ВÌÀ 2 является 
патогеноì растений исклю÷ительно открытого грунта.

Ê лю ÷ е вы е  с л о в а :  вирус ìозаики арбуза 2, агроöенози, ìонито-
ринг, сìешанная вирусная инфекöия.
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MONITORING OF WATERMELON MOSAIC VIRUS 2 IN 
AGRIECOSYSTEMS OF KYIV AND POLTAVA REGIONS

Summary

Aіm. Monitoring of Watermelon mosaic virus 2 in agriecosystems of 
Kyiv and Poltava regions. Methods. Plant samples were analyzed using 
DAS- and indirect ELISA for presence of viral antigens. ELISA samples were 
prepared by standard methods. For Watermelon mosaic virus 2 (WMV-2) 
diagnostics, commercial antisera of INRA (France), Agdia (England) and 
Loewe (Germany) were used. Results. Following 9-year monitoring of 
Ukrainian agriecosystems we have demonstrated periodically changeable 
circulation of Watermelon mosaic virus 2 on plants of Cucurbitaceae family. 
It was determined that, in Ukraine, WMV 2-infected plants were typical only 
for open ground conditions. Watermelon mosaic virus 2 circulates mainly 
in form of mixed infection with Zucchini yellow mosaic virus, Cucumber 
mosaic virus or Cucurbit aphid-born yellows virus. Conclusіons. In 2005, 
after nearly 30 years of absence, WMV-2 has been again detected on plants 
of Cucurbitaceae family in open-ground agriecosystems of Kyiv and Poltava 
regions of Ukraine. During the 9-year monitoring, WMV-2 has not been 
found at all on watermelon plants, though previously this pathogen was 
widely spread on watermelon plantings. In addition, it should be noticed 
we have never detected WMV-2 in glasshouse crops. Therefore in Ukraine 
WMV-2 remains a pathogen infecting exclusively the plants cultivated 
under open-ground conditions.

K e y  w o r d s :  Watermelon mosaic virus 2, agriecosystems, monitor-agriecosystems, monitor- monitor-
ing, mixed virus infection.
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ФÎÒÎСÈÍÒÅЗ, ÄЫÕÀÍÈÅ È ÐÎСÒ ÌÈÊÐÎÂÎÄÎÐÎСËÈ 
СHLAMYDOMONAS REINHARDTII Â ПÐÈСУÒСÒÂÈÈ 

ЭÒÀÍÎËÀ

Цель. Цеëью данной работы быëо изучение вëияния этаноëа на 
скорость фотосинтеза, дыõания и продуктивность микроводоросëи 
Сhlamydomonas reinhardtii. Методы. Концентрацию õëорофиëëа 
опредеëяëи в спиртовыõ экстрактаõ кëеток спектрофотометрическим 
методом. Скорость накопëения биомассы оцениваëи по изменению объема 
упëотненныõ кëеток. Интенсивность фотосинтеза, максимаëьную 
интенсивность дыõания и интенсивность темновоãо дыõания 
опредеëяëи методом инфракрасноãо ãазовоãо анаëиза. Результаты. 
В присутствии этаноëа рост куëьтуры по показатеëю изменения 
объема упëотненныõ кëеток инãибируется, также снижается 
накопëение õëорофиëëа в кëеткаõ куëьтуры и набëюдается ãибеëь 
кëеток и на свету и в темноте. Это сопровождается снижением 
рН среды куëьтивирования с 7,2 до 3,5. Интенсивность темновоãо 
дыõания возрастает вдвое посëе добавëения 50 мÌ этаноëа в 
среду куëьтивирования. Интенсивность фотосинтеза снижается 
в присутствии 50 мÌ этаноëа на 25% по сравнению с контроëем. 
Выводы. Причина торможения роста C. reinhartdii связана с непоëным 
окисëением этаноëа, всëедствие чеãо в кëеткаõ накапëиваëись про-
дукты еãо промежуточноãо обмена и снижается рН среды куëьтиви-
рования на нескоëько единиц.

Кëюч е вые  с ë о ва : Chlamydomonas reinhardtii, фотосинтез, дыõание, 
етаноë.

Зеленая ìикроводоросль Chlamydomonas reinhardtii иìеет важное 
биотехнологи÷еское зна÷ение для ìоделирования ìногих проöессов 
и разработки биотопливных технологий [16]. Ê преиìуществаì 
использования C. reinhardtii как ìодельного организìа относятся нали÷ие 
расшифрованного геноìа [11], протеоìных баз данных, отработанных 
протоколов изу÷ения ìетаболоìа, ÷то позволило раскрыть ìногие 
фундаìентальные аспекты регуляöии ìетаболизìа у фотоавтотрофных 
организìов [9]. C. reinhartdii ìожет расти за с÷ет фотосинтеза на воздухе 
с ÑО2 в ка÷естве единственного исто÷ника углерода, или в гетеротрофных 
условиях в теìноте с использованиеì разли÷ных экзогенных исто÷ников 
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углерода, а также в ìиксотрофных условиях (на свету в присутствии 
экзогенных органи÷ных соединений). Независиìо от типа углеродного 
питания, С. reinhardtii остается зеленой и сохраняет норìально развитые 
хлоропласты [7]. 

При ìиксотрофноì культивировании одноклето÷ных зеленых 
водорослей в присутствии одноатоìного спирта ìетанола, как было 
показано на приìерах Chlorella minutissima, Scenedesmus obliquus 
[15], Botryococcus braunii [12], а также С. reinhardtii [2], достигается 
зна÷ительное стиìулирование их роста. Äругой одноатоìный спирт – 
этанол является эффективныì исто÷никоì углерода для ìикроводоросли 
Euglena gracilis [16]. Этанол экскретируется клеткаìи С. reinhardtii 
в анаэробных условиях [8]. Продукт окисления этанола – аöетат 
ускоряет рост С. reinhardtii на свету и служит исто÷никоì углерода 
и энергии [7] при гетеротрофноì культивировании. В то же вреìя для 
öелого ряда ìикроводорослей установлен токси÷еский эффект этанола, 
вызывающий ингибирование их роста [1,4]. Ñпособность экзогенного 
этанола регулировать продуктивность C. reinhartdii в аэробных условиях 
на свету и в теìноте ранее не исследовалась. 

Öелью нашей работы было изу÷ение влияния экзогенного этанола 
на фотосинтез, дыхание и продуктивность накопительной культуры 
С. reinhartdii.

Ìатериалы и методы исследования
Периоди÷ескую автотрофную культуру С. reinhartdii (IBASU-B – 163) 

выращивали на жидкой среде Êесслера в 0,5 л колбах при переìешивании 
и 24-÷асовоì освещении флуоресöентныìи лаìпаìи с интенсивностью 
светового потока на поверхности колбы 100 ìкìоль фотонов • ì-2 • с-1 
при коìнатной теìпературе [5]. В ка÷естве индикатора интенсивности 
роста культуры использовали общую конöентраöию хлорофилла (Хл) 
в экспоненöиальной фазе роста, поскольку известно, скорость деления 
клеток пряìо пропорöиональна конöентраöии Хл в культуре [6]. 

Êонöентраöию Хл определяли в спиртовых экстрактах клеток как 
описано ранее [19]. Эффекты этанола изу÷али на стадии экспоненöиальной 
фазы роста накопительной культуры. Ñкорость накопления биоìассы 
оöенивали по объеìу уплотненных клеток (ОУÊ) – объеì осадка клеток 
в ìкл /ìл после öентрифугирования определенного объеìа клето÷ной 
суспензии при 1400 g в те÷ение 5 ìин в геìатокритных трубках.

Èнтенсивность фотосинтеза, ìаксиìальную интенсивность дыхания 
и интенсивность теìнового дыхания расс÷итывали по изìенению 
содержания ÑО2 в газовой фазе над конöентрированной суспензией 
ìикроводорослей (30–40 ìг Хл/л) в терìостатированной стеклянной 
я÷ейке ìетодоì инфракрасного газового анализа (ÈÊГÀ) с использованиеì 
S151 CО2 анализатора Qbit system (Êанада). Ìаксиìальная интенсивность 
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дыхания определяется как ìаксиìальная скорость выделения CО2 
после выклю÷ения освещения, со вреìенеì скорость выделения CО2 
стабилизируется и соответствует интенсивности теìнового дыхания [10]. 
Ñкорость газового потока составляла 0,4 л /ìин при конöентраöии CО2 

700 – 800 ìкÌ. Èнтенсивность фотосинтеза определяли при освещении 
я÷ейки белыì светоì с плотностью потока 350 ìкìоль фотонов•ì-2•с-1. 
Òеìновое и ìаксиìальное дыхание ìикроводорослей изìеряли при низкоì 
содержании CO2 в газовоì объеìе после выклю÷ения света. Воздух 
перед пода÷ей в анализатор пропускали ÷ерез колонку с аскаритоì для 
удаления CO2.

Êаждый экспериìент повторялся не ìенше трех раз (n), средние 
зна÷ения (M) и стандартное отклонение (m) расс÷итывали для каждой 
обработки. Äля статисти÷еской обработки данных использовали пакет 
програìì Microsoft Excel 2010. Зна÷иìую разниöу ìежду выборкаìи 
оöенивали с поìощью t-теста, статисти÷ески зна÷иìыìи с÷итали 
изìенения с Ð <0,05.

Ðезультаты и их обсуждение
Ðанее наìи было показано, ÷то ìетиловый спирт в конöентраöии 

20–100 ìÌ зна÷ительно стиìулирует рост, дыхание и продуктивность 
С. reinhardtii [2]. В настоящей работе исследовалось влияние разли÷ных 
конöентраöий этанола на рост культуры С. reinhardtii (рис. 1). 

Ðис. 1. Îбъем уплотненных клеток в автотрофной культуре C. reinhardtii на 3-ий 
день после добавления различных количеств этанола (M+m, n=3)

Fіg. 1. Packed cell volume іn autotrophіc culture of C. reinhardtii on the thіrd day 
after applіcatіon of dіfferent amounts of ethanol (M+m, n=3)
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Прирост биоìассы С. reinhardtii, определенный по скорости изìене-
ния объеìа уплотнённых клеток (ОУÊ) в присутствии 10 ìкÌ, 100 ìкÌ, 
1 ìÌ, 10 ìÌ этанола, снижался (рис. 1). В присутствии 100 ìкÌ этанола 
рост культуры ингибировался на 23%, а 1 ìÌ и 10 ìÌ – на 33%. 

В присутствии этанола снижается накопление Хл в клетках культуры. 
и наблюдается гибель клеток и на свету и в теìноте. Ñветовая ìи-
кроскопия показала уìеньшение их подвижности и увели÷ение доли 
фиксированных клеток. Äанные о влиянии этанола на содержание Хл 
в клетках С. reinhardtii на свету и при теìновой инкубаöии приведены 
на рис. 2. 

На 4-ый день после добавления этанола независиìо от конöентраöии, 
рН суспензии снижался до 3,5, ÷то сопровождалось побурениеì культуры. 
Èзìенения рН, вызванные этанолоì, не зависели также и от освещения 
(табл. 1). Постепенное закисление среды происходившее как на свету, 
так и в теìноте, ìожет быть одной их при÷ин снижения конöентраöии 
Хл в клетках, т.к. В слабокислой среде хлорофилл легко теряет атоì 
Mg2+, превращаясь в феофитин [18]. 

Ðис. 2. Содержание общего Õл (мкг /мл) в суспензии С. reinhardtii 
на 4-ый день культивирования

À – на свету, B – в теìноте (M+m, n=3)
Fіg. 2. The content of total Chl (μg /ml) іn C. reinhardtii suspensіon on the fourth 

day of cultіvatіon

A – in the light, B – in the dark. (M+m, n=3)

О÷евидно, снижение рН среды культивирования в присутствии 
этанола вызвано его неполныì окислениеì внутри клеток ìикроводо-
рослей. Окисление этанола происходит в несколько этапов: этанол → 
аöетальдегид → уксусная кислота → CO2.
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Òаблиöа 
Èзменение рÍ среды культивирования C. reinhardtii 

при добавлении этанола. (M+m, n=6)

Table
Changіng pH of growth medіum C. reinhardtii 

wіth ethanol addіtіon. (M+m, n=6)

Âремя, ч
Íа свету Â темноте

Êонтроль
Этанол 20 

мÌ
Этанол 40 

мÌ
Êонтроль

Этанол 20 
мÌ

Этанол 40 
мÌ

1 6,49±0,37 6,5±0,29 6,51±0,41 6,49±0,26 6,5±0,17 6,53±0,31

18 6,35±0,11 6,28±0,31 6,29±0,22 6,42±0,09 6,16±0,24 6,18±0,18

48 6,36±0,18 5,48±0,15 5,51±0,13 6,31±0,17 5,27±0,16 5,28±0,29

96 6,4±0,32 3,6±0,27 3,46±0,29 5,9±0,32 3,6±0,37 3,6±0,33

Продуктоì первого этапа является токси÷ный для клеток аöеталь-
дегид. Ìетаболизì этанола с у÷астиеì алкогольдегидрогеназы про-
исходит в пряìоì и обратноì направлении, и зависит от соотношения 
конöентраöий субстратов – этанола, аöетальдегида и никотинаìидных 
коферìентов. При экзогенноì добавлении 40 ìÌ этанола равновесная 
конöентраöия аöетальдегида ìожет составлять 1 ìÌ [13]. Образование 
зна÷ительных коли÷еств уксусной кислоты, вызывающих снижение рН 
культуральной среды на несколько единиö, доказывает, ÷то в условиях 
наших экспериìентов систеìа ферìентативного окисления аöетальдегида 
в клетках активна. Èзбыток уксусной кислоты экскретируется в 
культуральную среду, когда скорость образования кислоты превышает 
скорость её полной внутриклето÷ной утилизаöии. 

 Èнтенсивность дыхания С. reinhardtii (R) определяли по выделению 
ÑО2 в теìноте. Äанные приведенные на рис. 3, À показывают, ÷то по-
сле шести ÷асов выращивания ìикроводорослей в присутствии 50 ìÌ 
этанола зна÷ение R в накопительной культуре С. reinhardtii увели÷ива-
лось в два раза по сравнению с контролеì. Повышение интенсивности 
дыхания  ìожет быть объяснено активаöией работы öикла Êребса в 
результате утилизаöии дополнительного коли÷ества аöетил-ÊоÀ, обра-
зовавшегося в ходе окисления этанола.

В присутствии 50 ìÌ этанола параìетр Vmax, косвенно характеризующий 
внутриклето÷ный пул пирувата и ìалата [10], увели÷ивается на 29% по 
сравнению с контролеì (рис. 3, В), ÷то позволяет предполагать, ÷то в 
присутствии этанола внутриклето÷ная конöентраöия трикарбоновых 
кислот повышается. При окислении этанола увели÷ивается содержание 
NADH в клетке [7], ÷то также ìожет быть при÷иной повышения 
конöентраöий ìалата или пирувата. 
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    À       B       C

                   

Ðис. 3. Показатели СÎ2 газообмена С. reinhardtii 
(□ – контроль, ■ – в присутствии 50 мÌ этанола) 

Èнтенсивность теìнового дыхания (R). B – ìаксиìальная интенсивность дыхания 
(Vmax). Ñ – интенсивность фотосинтеза (À) (Ì+m,n=5).

Fіg. 3. Indіcators of CO2 gas exchange by C. reinhardtii 
(□ – control, ■ – іn the presence of 50 mM ethanol) 

A – dark respiration rate (R); B – the maximum rate of respiration (Vmax); C – photo-
synthetic rate (A) (Ì+m, n=5).

Èнтенсивность фотосинтеза (À), расс÷итанная по поглощению 
ÑО2 на свету, снижалась в присутствии 50 ìÌ этанола на 25% по 
сравнению с контролеì (рис. 3, Ñ). Èнгибирование фотосинтеза возìожно 
является следствиеì повреждения пигìент-белковых коìплексов 
фотосинтети÷еских ìеìбран из-за накопления аöетальдегида и снижения 
рН. Èзìенение R и Vmax при добавлении этанола в культуральную 
среду С. reinhardtii подобны изìенениеì этих параìетров в ходе 
ìиксотрофного выращивания C. reinhardtii в присутствии аöетата [14]. 
Однако, в отли÷ие от культивирования с этанолоì, аöетат стиìулирует 
рост водорослей. Òакиì образоì, ìожно предположить, ÷то токси÷еские 
действие этанола на С. reinhardtii связано с его неполныì окислениеì 
и накоплениеì проìежуто÷ных продуктов – аöетальдегида и уксусной 
кислоты. Понижение рН, вызванное накоплениеì уксусной кислоты, 
ìожет приводить к денатураöии белковых коìпонентов клетки и 
феофитинизаöии Хл. 

Òакиì образоì, экзогенный этанол в конöентраöии более 10 ìкÌ 
подавляет рост накопительной культуры С. reinhardtii. В присутствии 
этанола интенсивность фотосинтеза C. reinhardtii снижается, а интен-
сивность теìного дыхания зна÷ительно возрастает. Òокси÷еское действие 
этилового спирта на ìетаболизì C. reinhardtii сопровождается снижени-
еì рН среды культивирования в результате накопления проìежуто÷ных 
продуктов его обìена. 
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ФÎÒÎСÈÍÒÅЗ, ÄÈÕÀÍÍß ÒÀ ÐIСÒ ÌIÊÐÎÂÎÄÎÐÎСÒI 
СHLAMYDOMONAS REINHARDTII Â ПÐÈСУÒÍÎСÒI 

ÅÒÀÍÎËУ

Ðеферат

Ìета. Ìетою даної роботи було вив÷ення впливу етанолу на швидкість 
фотосинтезу, дихання і продуктивність Chlamydomonas reinhartdii. 
Ìетоди. Êонöентраöію хлорофілу визна÷али в спиртових екстрактах 
клітин спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì. Швидкість накопи÷ення біоìаси 
оöінювали по зìіні об’єìу ущільнених клітин. Iнтенсивність фотосинтезу, 
ìаксиìальну інтенсивність дихання і інтенсивність теìнового дихання 
визна÷али ìетодоì інфра÷ервоного газового аналізу. Ðезультати. За 
присутності етанолу ріст культури в показнику зìіни об’єìу ущільнених 
клітин пригні÷ується, також знижується накопи÷ення хлорофілу в 
клітинах культури і спостерігається загибель клітин і на світлі і в теìряві. 
Öе  супроводжується зниженняì рН середовища культивування від 7,2 
до 3,5. Iнтенсивність теìнового дихання зростає вдві÷і після додавання 
50  ìÌ етанолу до середовища культивування. Iнтенсивність фото-Iнтенсивність фото-
синтезу знижується в присутності 50 ìÌ етанолу на 25% порівняно з 
контролеì. Âисновки. Зроблений висновок, що при÷ина гальìування росту 
C.  reinhartdii пов’язана з неповниì окисленняì етанолу, внаслідок ÷ого 
в клітинах накопи÷уються проìіжні сполуки його обìіну, що супровод-
жується зниженняì рН середовища культивування на кілька одиниöь.

Ê лю÷ о в і  с л о в а : Chlamydomonas reinhardtii, фотосинтез, дихання, 
етанол, ìіксотрофія.
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PHOTOSYNTHESIS, RESPIRATION AND GROWTH RATE 
OF СHLAMYDOMONAS REINHARDTII ON EXOGENIC 

ETHANOL APPLICATION

Summary

Aіm. The aim of the present work was studying the effect of ethanol on 
the rate of photosynthesis, respiration and productivity of Chlamydomonas 
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reinhartdii. Methods. The amount of chlorophyll (Chl) was estimated pho-
tometrically. The rate of biomass accumulation was estimated by changes 
in packed cell volume. The rate of photosynthesis, maximum intensity of 
respiration and dark respiration was determined by infrared gas analysis. 
Results. In the presence of ethanol growth of culture in the terms of packed 
cell volume is inhibited, also the accumulation of Chl in cell culture is 
reduced and cell death is observed both in the light and in the dark. This 
is accompanied by decreasing pH of the culture medium from 7.2 to 3.5. 
The intensity of dark respiration is doubled after the addition of 50 mM 
ethanol to the culture medium. The rate of photosynthesis is reduced in the 
presence of 50 mM ethanol on 25% compared with the control. Conclu-
sіons. There were made a conclusion that the cause of growth inhibition 
of C. reinhartdii was incomplete oxidation of ethanol, resulting reduction 
of pH in the medium by a few units.

K e y  w o r d s :  Chlamydomonas reinhardtii, photosynthesis, respira-
tion, ethanol.
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ÍÀФÒÎÎÊÈСÍЮÂÀËЬÍÀ ÀÊÒÈÂÍ²СÒЬ ÄÅßÊÈÕ 
ШÒÀÌ²Â ÁÀÊÒÅÐIÉ ÐÎÄУ PSEUDOMONAS

Мета. Досëідження нафтоокиснюваëьної активності деякиõ штамів 
бактерій роду Pseudomonas, відібраниõ дëя використання у біоремедіації 
ґрунту. Методи. Бактерії P. fluorescens ONU328, P. maltophilia 
ONU329, P. cepacia ONU327 куëьтивуваëи в поживному середовищі Ì-9, 
що містиëо сиру нафту ãустиною 0,84 ã /см3 у концентрації 500 мã /ë. 
Заëишковий вміст нафти через 10, 20 та 30 діб визначаëи інтеãраëьним 
методом інфрачервоної спектрометрії. Екстраãування нафти із проб 
здійснюваëи з використанням чотириõëористоãо вуãëецю (CCl4). 
Результати. У резуëьтаті проведениõ досëіджень встановëено, що 
бактерії роду Pseudomonas, відібрані дëя використання в біотеõноëоãії 
очищення ãрунту, впродовж місяця розкëадають вуãëеводні сирої нафти 
з виõідною концентрацією 500 мã /дм3 на 70–80%. Нафтоокиснюваëьна 
активність усіõ використаниõ штамів мікроорãанізмів буëа високою. 
Уже в перші 10 діб експозиції – ступінь біодеструкції вуãëеводнів 
нафти досяãав 62,0–73,0%. Висновок. Штами бактерій P. cepacia 
ONU327, P. maltophilia ONU329 та P. fluorescens ONU328 можуть 
бути рекомендовані дëя розробки теõноëоãій біоремедіації ãрунту від 
нафти та нафтопродуктів.

К ëюч о в і  с ë о в а : нафта, бактерії роду Pseudomonas, біодеструкція, 
нафтоокиснюваëьна активність.

Біологі÷ний ìетод о÷ищення ґрунту і води від нафти та нафтопродуктів, 
заснований на застосуванні ìікроорганізìів-деструкторів вуглеводнів 
нафти, став пріоритетниì. Ðізноìанітна і пласти÷на ферìентативна 
систеìа, що дозволяє досить швидко переìикатися на споживання з одних 
на інші джерела вуглеöю та енергії, висока пласти÷ність обìінних проöесів, 
швидка адаптаöія до уìов існування дозволяє нафтоокиснювальниì 
бактеріяì активно утилізувати вуглеводні нафти [6, 8, 10]. 

Відоìо широкий спектр гетеротрофних ìікроорганізìів представників 
родів Acinetobacter, Arhtrobacter, Arenimonas, Bacillus, Desulfobacterium, 
Rhodococcus та інших, які здатні утилізувати вуглеводні нафти [4, 7, 11, 
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12]. Äо найбільш активних деструкторів вуглеводнів нафти відносяться 
бактерії роду Pseudomonas – типові хеìоорганогетеротрофи, які здатні 
засвоювати вуглеводні нафти як єдине джерело вуглеöю та енергії [12]. 

Ìетою роботи було дослідження нафтоокиснювальної активності 
деяких штаìів бактерій роду Pseudomonas, відібраних для використання 
у біотехнологіях о÷ищення ґрунту.

Ìатеріали та методи
Об’єктаìи дослідження слугували три штаìи непатогенних бактерій 

роду Pseudomonas, що попередньо були виділені, відібрані та зберіга-
ються у колекöії ìікроорганізìів кафедри ìікробіології, вірусології та 
біотехнології Одеського наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова: 
P.  fluorescens ONU328, P. maltophilia ONU329, P. cepacia ONU327. 
Штаìи P. fluorescens ONU328 та P. maltophilia ONU329 виділені з 
ìорського середовища, а P. cepacia ONU327 – з забрудненого нафто-
продуктаìи ґрунту. 

В експериìентах використовували сиру нафту теìно-кори÷невого 
кольору з густиною 0,84 г /сì3. Äослідження нафтоокиснювальної актив-
ності бактерій проводили за теìператури 28 оÑ впродовж ìісяöя. 

Êультивування бактерій здійснювали на поживноìу середовищі Ì-9, 
що ìістило нафту у конöентраöії 500 ìг /л. У контрольних пробах дослі-
джувані штаìи бактерій роду Pseudomonas культивували на поживноìу 
ìінеральноìу середовищі Ì-9 без додавання нафти.

Залишковий вìіст нафти ÷ерез 10, 20 та 30 діб визна÷али інтегральниì 
ìетодоì інфра÷ервоної спектроìетрії на приладі «ÈÊÑ-29». У кожноìу 
випадку в діапазоні хвильових ÷исел 2700-3200 сì-1 здійснювали реєстра-
öію IЧ-спектра поглинання, зуìовленого валентниìи коливанняìи ÑН3- і 
ÑН2- груп аліфати÷них і аліöиклі÷них сполук і бокових ланöюгів ароìати÷-
них вуглеводнів, а також вуглеöь-водневих зв’язків ароìати÷них сполук 
[5, 6]. Перевагою ìетоду IЧ-спектроìетрії є те, що виклю÷ається стадія 
випаровування екстракту (в порівнянні з гравіìетри÷ниì аналізоì), що 
зазви÷ай, супроводжується зна÷ною втратою легких фракöій нафти. 

Åкстрагування нафти із проб здійснювали з використанняì ÷отирихло-
ристого вуглеöю (CCl4) ìарки «х.÷.» Органі÷ний роз÷инник об’єìоì 25 ìл 
зìішували з 10 ìл досліджуваної проби, інтенсивно струшували впродовж 
хвилини, після ÷ого давали пробі відстоятися впродовж 15 хв. 

Шар екстрагента, куди переходили вуглеводні нафти (екстракт) від-
діляли від залишків суспензійної культури, далі екстракт пропускали 
÷ерез хроìатографі÷ну колонку, заповнену оксидоì алюìінію (II ступеня 
активності по Брокìану). 

Оксид алюìінію заздалегідь витриìували при теìпературі 600 оÑ 
впродовж 4 год у ìуфельній пе÷і, охолоджували в ексикаторі, після ÷ого 
інтенсивно переìішую÷и додавали дистильовану воду в кількості 3% від 
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ìаси сорбенту та витриìували добу. Перед фільтруванняì колонку по-
передньо добре зìо÷ували ÷истиì CCl4. При швидкості фільтрування 5 
ìл за 10 хв вуглеводні нафти переходили у фільтрат.

Нафтоокиснювальну активність бактерій (À, %) визна÷али за фор-
ìулою:

   100% 
К

КК
А

0

0

Н

(практ)
НН ⋅

−
=

⎟
⎟
⎟

⎠
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де KH
0 – вихідна конöентраöія нафти (500 ìг /л); KH(практ) – за-

лишкова або практи÷на конöентраöія нафти (у ìг /л), яка пов’язана з 
залишковою виìіряною конöентраöією нафти рівнянняì: 

   
2

1
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Н(практ)
Н Об

ОбК
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⋅
= ,     ,  (2) 

де Об1 – об’єì ÷отирьох хлористого вуглеöю 25 сì3, взятого для 
екстракöії; Об2 – об’єì проби 10 сì3.

Обробку експериìентальних даних, а саìе: зна÷ень KH(виìір) і 
KH(практ) здійснювали за допоìогою програìи Excel. 

Ðезультати та їх обговорення
Вуглеводні різних сортів нафти являють собою суìіш сполук окреìих 

класів, що володіють суттєво відìінниìи ìіж собою властивостяìи. Òоìу 
перед вив÷енняì нафтоокиснювальної здатності ìікроорганізìів було 
встановлено градуйовану логарифìовану залежність різниöі опти÷них 
густин досліджуваного і холостого роз÷инів (ΔD) від конöентраöії нафти 
(Êн).

Ðізниöю опти÷них густин (ΔD) розраховували при хвильових 
÷ислах, що відповідають ìаксиìуìу і ìініìуìу сìуги поглинання, за 
форìулою:

    ΔD = – ln (T1 /T2),  (3)

де T1 – зна÷ення пропускання (%) в ìаксиìуìі сìуги поглинання 
при (2926±15) сì-1; T2 – зна÷ення пропускання (%) в ìініìуìі сìуги 
поглинання при (2700±15) сì-1.

У результаті досліджень одержано IЧ-спектри поглинання вуглеводнів 
при конöентраöіях досліджуваної нафти 10, 50 і 100 ìг /л (рис. 1, À).

На одержаних IЧ-спектрах поглинання вуглеводнів за різних кон-
öентраöій досліджуваної нафти зна÷ення Ò1 відповідає найвищій то÷öі, а 
зна÷ення Ò2 – лівій найниж÷ій то÷öі на IЧ-спектрі. У результаті обробки 
за допоìогою програìи Excel експериìентально одержаних даних 
для досліджуваної нафти побудовано градуйований графік з то÷ністю 
R2  =  0,9886 (рис. 1, Б).
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Ðис. 1. IЧ-спектрометричне дослідження нафти з густиною 0,84 г /см3 (À)
Ãрадуйований графік визначення вмісту досліджуваної сирої нафти (Á)

Fіg. 1. IR spectroscopіc study of oіl wіth densіty 0,84 g /cm3 (A). 
Calіbratіon curve of determіnatіon of іnvestіgated crude oіl content (B)

У результаті IЧ-спектроìетри÷ного дослідження (рис. 2) контрольних 
проб (суспензій бактерій штаìів P. fluorescens ONU328, P. maltophilia 
ОNU329 та P. cepacia ОNU327), які не ìістили нафти, встановлено, що 
сполуки, які входять до складу клітин бактерій, також ìають поглинальну 
здатність в діапазоні хвильових ÷исел 2700–3200 сì-1 (рис. 2, Б).

На підставі проведених досліджень зроблено висновок про те, що ін-
терпретаöію нафтоокиснювальної активності штаìів роду Pseudomonas за 
одержаниìи IЧ-спектраìи необхідно здійснювати, враховую÷и IЧ-спектри 
поглинання суспензій бактерій. 

Ðезультати дослідження деструктивних властивостей штаìів бакте-
рій роду Pseudomonas, призна÷ених для використання у біотехнологіях 
о÷ищення ґрунту від нафтопродуктів, представлені у таблиöі. 

Äослідження показали, що нафтоокиснювальна здатність всіх 
використаних штаìів ìікроорганізìів була високою у перші 10 діб 
експозиöії – ступінь біодеструкöії вуглеводнів нафти досягав 62,0–
73,0%. 

Åкспериìентальні дані, представлені у таблиöі показують, що зі 
збільшенняì терìіну експозиöії до 20 діб залишкова конöентраöія 
вуглеводнів нафти зìеншувалася у 2,6–3,7 рази, а на тридöяту добу – у 
5 разів порівняно з вихідною конöентраöією – 500 ìг /л. 

З наведених у таблиöі даних видно, що залишкова конöентраöія 
вуглеводнів нафти за деструкöії їх бактеріяìи P. fluorescens ОNU328 з 
десятої до двадöятої доби практи÷но не зìінилася (38,0%), а ÷ерез 30 
діб експозиöії зìеншилася до 20,6%.
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Ðис. 2. IЧ-спектри поглинання в області 2700-3200 см-1: 

À – дослідні проби, що ìістили вуглеводні нафти після біодеструкöії бактеріяìи; 
Б – контрольні проби – суспензії бактерій, що не ìістили вуглеводні нафти. 
Åкспозиöія двадöять діб.
Позна÷ення: 1 – P. cepacia ОNU327, 2 – P. maltophilia ОNU329, 3 – P. fluorescens 
ОNU328.

Fіg. 2. IR absorptіon spectra іn the fіeld of 2700-3200 cm-1: 

A – the studied samples containing hydrocarbons of oil biodegradation by bacteria; B – 
control samples – suspension of bacteria not contained oil hydrocarbons. Exposition 
of twenty days.
Designation: 1 – P. cepacia ОNU327, 2 – P. maltophilia ОNU329,  3 – P. fluorescens 
ONU328.

Òаблиöя
Залишковий вміст вуглеводнів нафти після деструкції бактеріями роду 

Pseudomonas

Table
The resіdual content of oіl hydrocarbons after the destructіon by bacterіa of 

Pseudomonas genus

Штам
10 діб 20 діб 30 діб

мг /л % мг /л % мг /л %

P. fluorescens ОNU328 190±1,0 38,0 190±5,0 38,0 103±3,0 20,6

 P. maltophilia ОNU329 154±3,0 30,8 140±3,0 28,0 100±5,0 20,0

 P. cepacia ОNU327 135±1,0 27,0 134±3,0 26,8 116±2,0 23,2

Приìітка: Вихідна конöентраöія вуглеводнів нафти 500 ìг /л 
Note: the initial concentration of oil hydrocarbons 500 mg /l
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Залишкова конöентраöія вуглеводнів нафти під дією бактерій 
P. maltophilia ОNU329 та P. cepacia ОNU327 впродовж всього терìіну 
спостережень поступово зìеншувалася та досягла ìініìуìу (відповідно, 
20,0% і 23,2%) на 30 добу експозиöії.

Отже, найвищу деструктивну активність виявили усі досліджувані 
штаìи впродовж перших 10 діб культивування. Öе, о÷евидно, ìожна 
пояснити тиì, що за öей ÷ас, в першу ÷ергу, бактерії утилізують 
легкозасвоювані вуглеводні: н-алкани і öиклі÷ні сполуки із одниì 
ароìати÷ниì кільöеì легких фракöій нафти. Зниження швидкості 
деградаöії в другій половині експериìенту зуìовлено утилізаöією 
вуглеводнів важких (асфальтенових) фракöій нафти, які є важко 
засвоюваниìи коìпонентаìи і виìагають більш тривалого періоду 
окиснення [1, 9]. 

Òакиì ÷иноì, у результаті проведених досліджень встановлено, що 
досліджені в роботі штаìи бактерій роду Pseudomonas, які були відібрані 
як перспективні для використання у біотехнологіях о÷ищення ґрунту [2, 
3], розкладають нафту з густиною 0,84 г /сì3 та вихідною конöентраöією 
500 ìг /л на 70–80% за 10–30 діб експозиöії. За здатністю утилізувати 
вуглеводні нафти досліджені штаìи бактерій роду Pseudomonas пере-
вищують відоìі із літератури ìікроорганізìи, що використовуються у 
біотехнологіях о÷ищення ґрунту і води від нафти та нафтопродуктів 
[4,  7, 10, 11].
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ÍÅФÒÅÎÊÈСËÈÒÅËЬÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ÍÅÊÎÒÎÐЫÕ 
ШÒÀÌÌÎÂ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ÐÎÄÀ PSEUDOMONAS

Ðеферат

Öель. Èсследование нефтеокислительной активности некоторых 
штаììов бактерий рода Pseudomonas, отобранных для использования 
в биореìедиаöии по÷вы. Ìетоды. Бактерии P. fluorescens ONU328, 
P. maltophilia ONU329, P. cepacia ONU327 культивировали в питатель-ONU327 культивировали в питатель-327 культивировали в питатель-
ной среде Ì-9, содержащей сырую нефть плотностью 0,84 г /сì3 с конöен-
траöией 500 ìг /л. Остато÷ное содержание нефти ÷ерез 10, 20 и 30 суток 
определяли интегральныì ìетодоì инфракрасной спектроìетрии. Èзвле-
÷ение нефти из проб осуществляли с использованиеì ÷етыреххлористого 
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углерода (CCl4). Ðезультаты. В результате проведенных исследований 
установлено, ÷то бактерии рода Pseudomonas, отобранные для исполь-
зования в биотехнологии о÷истки по÷вы, в те÷ение ìесяöа разлагают 
углеводороды сырой нефти с исходной конöентраöией 500 ìг /дì3 на 
70–80%. Нефтеокислительная активность всех использованных штаììов 
ìикроорганизìов была высокой уже в первые 10 суток экспозиöии – 
степень биодеструкöии углеводородов нефти достигала 62.0–73.0%. 
Âывод. Штаììы бактерий P. cepacia ONU327, P. maltophilia ONU329 
и P. fluorescens ONU328 ìогут быть рекоìендованы для разработки 
технологий биореìедиаöии по÷вы от нефти и нефтепродуктов.

Ê л ю ÷ е в ы е   с л о в а: нефть, бактерии рода Pseudomonas, 
биодеструкöия, нефтеокислительная активность.
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OIL OXIDATIVE ACTIVITY OF SOME STRAINS 
OF  BACTERIA OF PSEUDOMONAS GENUS

Summary

The aіm. Study of oil oxidative activity of some strains of bacteria of 
Pseudomonas genus, selected for use in bioremediation of soil. Methods. 
Bacteria P. fluorescens ОNU328, P. maltophilia ОNU329, P. cepacia 
ОNU327 have been cultivated in nutrient medium M-9 contained crude 
oil with density of 0.84 g /cm3 with the concentration 500 mg /l. The re-
sidual content of oil in 10, 20 and 30 days, was determined by the integral 
method of infrared spectroscopy. Oil extraction of the samples was per-
formed by using carbon tetrachloride (CCl4). Results. It was determined 
that the bacteria of genus Pseudomonas selected for use in biotechnology 
of purification of soil, within a month broke down hydrocarbons of crude 
oil with initial concentration of 500 mg /dm3 up to 70–80%. Oil oxidative 
activity of all used strains of microorganisms was high in the first 10 days 
of the exhibition – the degree of biodegradation of petroleum hydrocarbons 
reached 62.0–73.0%. Conclusіon. Bacteria strains of P. cepacia ОNU327, 
P. maltophilia ONU329 and P. fluorescens ОNU328 can be recommended 
for the development of technologies of soil bioremediation from oil and oil 
products.
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ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ПУÐПУÐÎÂÈÕ ÍÅСIÐÊÎÂÈÕ 
ÁÀÊÒÅÐIÉ RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS 

З  ÎЗÅÐÀ ßÂÎÐIÂСЬÊÅ (УÊÐÀЇÍÀ)

Мета роботи. Видіëення з води озера Яворівське, ідентифікація та 
досëідження пурпуровиõ несірковиõ бактерій, які можуть утиëізувати 
сірководень і добре рости завдяки використанню орãанічниõ споëук. 
Методи. Бактерії куëьтивуваëи анаеробно чи у мікроаерофіëьниõ умоваõ 
на світëі та у темряві на середовищаõ Ван Ніëя і PNSB за внесення 
різниõ донорів еëектронів, джереë карбону і нітроãену. Біомасу визна-
чаëи за мутністю розведеної суспензії кëітин фотометруванням на 
КФК-3. Концентрацію S2- визначаëи турбідиметрично за утворен-
ням метиëенової сині. Сірку екстраãуваëи з куëьтураëьноãо середовища 
фіëьтруванням через нітроцеëюëозні фіëьтри, надаëі її концентрацію 
визначаëи за методом Ван Гемердена. Анаëіз піãментноãо скëаду 
здійснюваëи спектрофотометрично на Spеcord M-40. Уëьтраструктуру 
кëітин бактерій досëіджуваëи за допомоãою трансмісійноãо еëектрон-
ноãо мікроскопа ПЕÌ-100. Зразки ãенів 16S ДНК ампëіфікуваëи методом 
ПЛР. Первинну структуру фраãментів визначаëи на GATC Biotech AG 
(Konstanz, Germany). Результати. Отримаëи чисті куëьтури пурпуро-
виõ несірковиõ бактерій. Кëітини досëідженоãо штаму паëичкоподібні, 
руõëиві. Фотосинтетичні мембрани ëамеëярноãо типу, основні піãменти  – 
бактеріоõëорофіë а та каротиноїди спіриëоксантинової серії. Бактерії 
ростуть як õемотрофно, так і фототрофно, при використанні сірководню 
як донора еëектронів утворюють сірку, що виводиться у куëьтураëьне 
середовище. Використовують різні донори еëектронів, джереëа карбону 
та нітроãену. Є факуëьтативними анаеробами. Генетично бëизькі до 
видів Rhodopseudomonas faecalis (99%) і Rhodopseudomonas palustris 
(98%), Rhodopseudomonas rhenobacensis (98%). Висновок. Видіëені з води 
озера Яворівське пурпурові несіркові бактерії ідентифіковані нами за 
морфо-фізіоëоãічними ознаками і за резуëьтатами анаëізу нукëеотидної 
посëідовності ãену 16S рРНК як Rhodopseudomonas palustris. Вони мо-
жуть утиëізувати сірководень і добре рости завдяки використанню 
орãанічниõ споëук.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : пурпурові несіркові бактерії, Rhodopseudomonas 
palustris.

© Ñ.О. Гнатуш, Ñ.В. Ëаврик, 2013
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Унаслідок зìіни деяких проìислових технологій виникла потреба у 
рекультиваöії водойì, утворених при розробöі родовищ корисних копалин. 
Зокреìа, рекультиваöії потребує озеро Яворівське, утворене на ìісöі 
котловану Язівського сіркового родовища (Ëьвівська область). Однією 
з проблеì öієї водойìи є постійне утворення сірководню у придонній 
зоні внаслідок життєдіяльності бактерій öиклу сульфуру [1]. Ñірководень 
є токси÷ниì для більшості організìів навіть у невеликих дозах, а тоìу 
стриìує заселення глибинної ÷астини озера еукаріотаìи. 

Оскільки припинити утворення сірководню шляхоì ізоляöії сіркового 
пласту техні÷но неìожливо, слід зосередитись на пошуку способів утри-
ìання низької конöентраöії öієї сполуки у водній товщі. З öією ìетою 
ìожна використати бактерії, які утилізують сірководень у проöесі своєї 
життєдіяльності. Зважаю÷и на перспективність біоо÷ищення öієї водо-
йìи, ìи зосередили свою увагу на виділенні, ідентифікаöії та дослідженні 
фізіологі÷них властивостей пурпурових несіркових бактерій, які ìожуть 
утилізувати сірководень і добре рости завдяки використанню органі÷них 
сполук, присутніх в озері у достатніх кількостях.

Ìатеріали і методи
Проби води відбирали за ìетодоì Ñтолбунова-Ðябова у прибережній 

зоні Яворівського озера з глибини 27 ì [3]. Нагроìаджувальні культури пур-
пурових бактерій отриìували, використовую÷и середовище Ван Ніля. Чисті 
культури пурпурових несіркових бактерій отриìували та культивували у 
рідкоìу і агаризованоìу середовищах PNSB у пробірках та на ÷ашках Петрі 
(г /л): KH2PO4 – 1,0; MgCl2x6H2O – 0,5; CaCl2x2H2O – 0,1; NH4Cl – 1,0; 
NaHCO3 – 3,0; Na2SO4 – 0,7; NaCl – 1. 

Àнаеробні уìови створювали з використанняì кисеньпоглинаю÷их 
пакетів GENbox anaer (Франöія) [6]. Як джерело світла використовували 
лаìпи розжарювання. Iнтенсивність освітлення виìірювали люксоìетроì 
Ю-116.

Оптиìальні для росту теìпературу та освітленість визна÷али, вирощую÷и 
бактерії у пробірках з рідкиì середовищеì PNSB. Здатність досліджених 
бактерій асиìілювати органі÷ні ре÷овини та сполуки нітрогену і сульфуру 
досліджували згідно рекоìендованих стандартів опису нових видів аноксиген-
них фототрофних бактерій [10]. Біоìасу визна÷али за ìутністю розведеної 
суспензії клітин з використанняì ÊФÊ-3. 

Êонöентраöію S2- визна÷али турбідиìетри÷но з використанняì ÊФÊ-3. 
Ìетод ґрунтується на взаєìодії S2- з n-аìіно-диетиланіліноì з утворенняì 
ìетиленової сині [15]. Вìіст сірки у культуральноìу середовищі визна÷али, 
осаджую÷и її на нітроöелюлозних ìеìбранних фільтрах з пораìи 0,45 ìì як 
описано для Thiobacillus. Ñірку екстрагували етанолоì, а її конöентраöію у 
екстракті визна÷али спектрофотоìетри÷но [8, 12]. Ñклад пігìентів визна÷али 
у бактерій, вирощених на середовищі з сульфід-іоноì та аöетатоì [2, 4, 7, 
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9]. Ñпектри поглинання інтактних клітин та екстрагованих з них пігìентів 
реєстрували на спектрофотоìетрі Spеcord M-40. Ультраструктуру бактерій 
вив÷али за допоìогою електронного трансìісійного ìікроскопа ПÅÌ-100. 
Фіксаöію і контрастування клітин проводили за ìетодоì Ðейнольдса [11].

О÷ищення та аìпліфікаöію рибосоìальної 16S ÄНÊ здійснювали як описа-
но [5]. Визна÷ення первинної структури аìпліфікованих фрагìентів ÄНÊ про-
водили на GATC Biotech AG (Konstanz, Germany), використовую÷и прайìери: 
337F: GACTCCTACGGGAGGCWGCAG; 518R: GTATTACCGCGGCTGCTGG; 
928F: TAAAACTYAAAKGAATTGACGGG. Äля пошуку гоìологів досліджених 
бактерій використовували програìу BLASTN.

Ñтатисти÷не опраöювання результатів проводили, використовую÷и про-
граìу OriginPro 7.0.

Ðезультати та їх обговорення
Iз проб води озера Яворівське отриìано нагроìаджувальну культуру, в 

якій виявлено зна÷ну кількість невеликих пали÷коподібних клітин без вну-
трішньоклітинної сірки. Відсутність глобул сірки всередині клітини є однією 
із основних ознак родини Rhodospirillaceae [6]. У результаті досліджень 
виділено штаìи пурпурових несіркових бактерій: Ya-2010/A, Ya-2010/B, 
Ya-2010 /C і Ya-2010 /D, які використовували сірководень у проöесі авто-
трофного росту і, подібно до Rhodopseudomonas palustris, виділяли сірку у 
культуральне середовище. 

У подальших дослідженнях використовували штаì Ya-2010/À, який най-
активніше утилізував сульфід-іон і утворював найбільше сірки.

Äля ідентифікаöії штаìу Ya-2010/À проведено аналіз нуклеотидної по-
слідовності гену 16S рÐНÊ та її порівняння з гоìологі÷ниìи послідовностяìи, 
депонованиìи у GenBank (табл. 1).

Високий рівень спорідненості виявлено до кількох видів роду 
Rhodopseudomonas. Однак, генети÷но близькі види ÷асто відрізняються 
ìорфо-фізіологі÷ниìи властивостяìи. Òоìу, щоб визна÷ити, до якого 
саìе з наданих видів належить штаì Ya-2010 /À було визна÷ено його 
ìорфо-фізіологі÷ні характеристики.

У клітинах штаìу Yа-2010 /À виявлено внутрішні фотосинтети÷ні 
ìеìбрани лаìелярного типу, розташовані паралельно öитоплазìати÷ній 
ìеìбрані. В той же ÷ас, сіркових глобул ні всередині, ні на поверхні клі-
тин не виявлено. Öі ìорфологі÷ні ознаки підтверджують приналежність 
досліджуваного штаìу до родини Rhodospirillaceae [6].

Фотосинтети÷ниìи пігìентаìи клітин штаìу Ya-2010 /À є бактеріох-
лорофіл а (абсорбöійні ìаксиìуìи 376, 593, 805, 872 нì) та каротиноїди 
спірилоксантинової серії (467, 490 і 525 нì). Порівняння абсорбöійних 
ìаксиìуìів окреìих пігìентів, розділених ìетодоì тонкошарової хроìа-
тографії, з даниìи літератури, підтвердило присутність бактеріохлорофілу 
а та дозволило ідентифікувати лікопін, родопін і сфероіденон [4, 7, 13].



Ò.Â. Ãудзенко, Î.Â. Âолювач, Ò.Î. Áєляєва, I.П. Êонуп, À.Є. Áухтіяров, Ã.Â. Ëісютін та ін.

84 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 81–89

Òаблиöя 1
Ðезультати пошуку бактерій-гомологів штаму Ya-2010/À за результатами 

BLASTN-аналізу

Table 1
The results of search for homologues to straіn Ya-2010/A based  

on BLASTN-analysіs data

Штам
Äовжина 

фрагменту, 
пн

Iдентич ність, 
%

Ãомологічний вид Êод GenBank

Ya-2010 /À 1517 99 Rhodopseudomonas faecalis NR_024971.1

Ya-2010 /À 1517 98 Bradyrhizobium japonicum NR_074322.1

Ya-2010 /À 1517 98 Bradyrhizobium betae NR_029104.1

Ya-2010 /À 1517 98 Rhodopseudomonas palustris NR_103926.1

Ya-2010 /À 1517 98 Bradyrhizobium liaoningense NR_041785.1

Ya-2010 /À 1517 98 Rhizobium lupini NR_044869.1

Ya-2010 /À 1517 98
Rhodopseudomonas 
rhenobacensis 

NR_028641.1

Ya-2010 /À 1517 98 Nitrobacter vulgaris NR_042449.1

Бактерії роду Rhodopseudomonas здатні рости фототрофно або хеìо-
трофно, при÷оìу найкращиì типоì ìетаболізìу для них є фотогетеротро-
фія [6]. Встановлено, що бактерії штаìу Ya-2010 /À як основне джерело 
карбону ìожуть використовувати різні органі÷ні сполуки. О÷евидно, öя 
властивість сприяє їхньоìу виживанню за зìіни хіìі÷ного складу при-
родного середовища (табл. 2). 

Пурпурові несіркові бактерії, в тоìу ÷ислі R. rhenobacensis, 
R. palustris, ìожуть використовувати органі÷ні сполуки не лише як 
джерело карбону, а й як донори електронів у проöесі аноксигенного 
фотосинтезу [6]. Бактерії штаìу Ya-2010 /À здатні рости фототрофно за 
відсутності S2- на середовищі з аöетатоì, ìалатоì, піруватоì. 

Äжерелаìи нітрогену для штаìу Ya-2010 /À були аìоній, нітрат, 
аспартат, аргінін, глутаìат, дріжджовий екстракт. Нітрат, ìожливо, 
перетворювався до нітриту завдяки нітратредукöії, яка характерна для 
бактерій роду Rhodopseudomonas [6, 13]. 

Ðезультати дослідження ìорфо-фізіологі÷них характеристик штаìу 
Ya-2010 /À наведені у табл. 3. 
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Òаблиöя 2
Ðіст бактерій штаму Ya-2010 /À за внесення органічних сполук  

як джерела карбону

Table 2
The growth of straіn Ya-2010 /À under addіtіon of some organіc compounds 

 as carbon sources

Îрганічна речовина
Íаявність /відсутність 

росту
Îрганічна 
речовина

Íаявність /відсутність 
росту

Àöетат + Ìалат +

Àспартат – Ìетанол –

Валерат + Піруват +

Гліöерол – Пропанол –

Глутаìат + Пропіонат +

Глюкоза – Ñорбітол +

Äріждж. екстракт + Òартрат –

D–фруктоза – Форìіат –

Åтанол + Фуìарат +

Ëактат + Êонтроль +

Приìітка: «+» – забезпе÷ували ріст бактерій; «–» – відсутність росту бактерій; 
контроль – ріст бактерій на середовищі PNSB 
Note: «+» – support growth of bacteria; «–» – absence of growth of bacteria control – 
growth of bacteria on medium PNSB

Необхідно зазна÷ити, що ріст бактерій штаìу Ya-2010 /À не пригні÷увався 
за внесення NaCl (1 г /л), на відìіну від генети÷но близького R. rhenobacensis 
[6]. Одно÷асно не ìожна підтвердити приналежність штаìу Ya-2010 /À до 
R. faecalis, бо досліджені бактерії як донори електронів здатні використову-
вати S2- та тіосульфат, що не характерно для R. faecalis [14].

Отже, за результатаìи генети÷них та ìорфо-фізіологі÷них досліджень 
пурпурові несіркові бактерії штаìу Yа-2010 /À, виділені з води Яворівського 
озера (Україна, Ëьвівська обл.), належать до роду Rhodopseudomonas і з ви-
сокою іìовірністю є Rhodopseudomonas palustris. Вони ìожуть утилізувати 
сірководень і добре рости завдяки використанню органі÷них сполук.
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Òаблиöя 3 
Ìорфо-фізіологічна характеристика бактерій штаму Yа-2010 /À

Table 3 
The morphophysyologycal characterіstіc of straіn Yа-2010 /À

Îзнака
Õарактеристика ознаки

Штам Yа-2010 /À Rhodopseudomonas palustris [6]

Ìорфологія клітин

пали÷коподібні, поодинокі;
у старих культурах утво-
рюють розеткоподібні 
угруповання,
граìнегативні

від пали÷коподібних до 
овальних, поодинокі; у старих 
культурах ìожуть утворю-
вати угруповання за типоì 
кластерів ÷и розеток,
граìнегативні

Ðозìір клітин, ìкì 0,5-0,9х1,8-2,0 0,6-0,9х1,2-2,0 
Ðухливість рухливі рухливі
Внутрішні 
öитоплазìати÷ні ìеìбра-
ни

лаìелярного типу, 
паралельні ìеìбрані 
клітини

лаìелярного типу, паралельні 
ìеìбрані клітини

Забарвлення суспензії 
клітин

теìно-÷ервоне
від ÷ервоного до ÷ервоно-
кори÷невого

Основні пігìенти
бактеріохлорофіл 
а, каротиноїди 
спірилоксантинової серії

бактеріохлорофіл 
а, каротиноїди 
спірилоксантинової серії

Оптиìальне зна÷ення:
теìператури, єÑ
освітленості, люкс
сульфіду, ìÌ

28–30
1400–1500

2–3

30–37
не вказано
не вказано

Ìаксиìальна 
конöентраöія S2- 5 не вказано

Äонор електронів:
сульфід 
тіосульфат сірка

+
+
–

+
+ /
–

Ðіст у теìряві:
аеробні уìови
ìікроаерофільні уìови
анаеробні уìови

–
+
+

+ /–
+
+

Відношення до кисню факультативний анаероб факультативний анаероб

Àвтори публікаöії висловлюють подяку за визна÷ення первинної 
структури фрагìентів ÄНÊ директору з досліджень Ñередзеìноìорсько-
го Iнституту Нейробіології (INMED /INSERM) I. Ìедині та завідува÷у 
ìіжфакультетської лабораторії електронної ìікроскопії ËНУ іìені Iвана 
Франка, к.б.н. О. Êула÷ковськоìу за допоìогу у дослідженні ультра-
структури клітин.
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ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ПУÐПУÐÍЫÕ ÍÅСÅÐÍЫÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ 
RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS ÈЗ ÎЗÅÐÀ ßÂÎÐÈÂСÊÎÅ 

(УÊÐÀÈÍÀ)

Ðеферат

Öелью работы было выделение из воды озера Яворивское, идентификаöия 
и исследование свойств пурпурных несерных бактерий, способных утили-
зировать сероводород и расти с использованиеì органи÷еских соединений. 
Ìетоды. Бактерии культивировали анаэробно и в ìикроаэрофильных усло-
виях, на свету и в теìноте, на средах Ван Ниля и PNSB с разныìи донораìи 
электронов, исто÷никаìи углерода и нитрогена. Биоìассу определяли по 
ìутности разбавленной суспензии клеток с использованиеì ÊФÊ-3. Êон-
öентраöию S2- определяли турбидоìетри÷ески по образованию ìетиленовой 
сини. Ñеру из культуральной среды экстрагировали ìетодоì осаждения на 
нитроöеллюлозных фильтрах, а ее конöентраöию определяли ìетодоì Ван 
Геìердена. Äля анализа пигìентного состава бактерий использовали спек-
трофотоìетр Spеcord M-40. Ультраструктуру бактерий изу÷али с поìощью 
электронного трансìиссионного ìикроскопа ПÅÌ-100. Перви÷ную структуру 
фрагìентов ÄНÊ определяли на GATC Biotech AG (Konstanz, Germany). 
Äля поиска гоìологов исследованных бактерий использовали програììу 
BLASTN. Ðезультаты. Êлетки бактерий пало÷кообразные, подвижные. Фото-
синтети÷еские ìеìбраны лаìелярного типа, пигìенты – бактериохлорофилл 
а и каротиноиды спириллоксантиновий серии. Бактерии растут хеìотрофно и 
фототрофно, при использовании сероводорода в ка÷естве донора электронов 
образуют серу, которая выводиться в среду. Èспользуют разные исто÷ники 
углерода и нитрогена. Факультативные анаеробы. Генети÷ески близки ви-
даì Rhodopseudomonas faecalis (99%), Rhodopseudomonas palustris (98%), 
Rhodopseudomonas rhenobacensis (98%). Âывод. Выделенные из воды озера 
Яворивское пурпурные несерные бактерии идентифиöированы наìи как 
Rhodopseudomonas palustris. Они ìогут утилизировать сероводород и 
хорошо расти благодаря использованию органи÷еских соединений.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : пурпурные несерные бактерии, Rhodopseudomonas 
palustris.
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CHARACTERISTIC OF NON-SULFUR PURPLE BACTERIA 
RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS FROM LAKE 

JAVORIVSKE (UKRAINE)

Summary

The аіm of work was isolation from water of lake Javorivske, 
identification and investigation of purple non-sulfur bacteria with ability to 
use sulfide and grow on the organic compounds. Methods. Bacteria were 
cultivated under anaerobic and microaerophilic conditions, on the light 
or in the dark in the Van Niel or PNSB media with addition of different 
electron donors, carbon and nitrogen sources. Biomass was determined 
using turbidity diluted cell suspension photometration on CPK-3. The 
concentration of S2- was determined colorimetrically for methylen blue 
formation. The elemental sulfur extracted from medium used filtration 
through nitrocellulose filters. The sulfur concentration was measured by the 
method of Van Gemerden. For analyses of pigment content it has been used 
spectrophotometer Specord M-40. Bacterial cell structure was investigated 
with an electron transmission microscope PEM-100. The fragments primary 
structure was determined on GATC Biotech AG (Konstanz, Germany). The 
search for homologues to our bacteria used the BLASTN-program. Results. 
Te bacteria cells are rod-shaped and motile. Photosyntetical membranes are 
of lamellar type. The main photosyntetical pigments are bacteriachlorophyll 
a and carotenoids of spirilloxantin series. Bacteria grow chemotrophycally 
or phototrophycally, use sulfide as an electron donor and produce elemental 
sulfur, which extracted in cultural medium. Bacteria use different electron 
donors, carbone and nitrogen sources. They are facultative anaerobes. 
Bacteria were genetically similar to Rhodopseudomonas faecalis (99%), 
Rhodopseudomonas palustris (98%) and Rhodopseudomonas rhenobacensis 
(98%). Conclusіons. Purple bacteria isolated from water of lake Javorivske 
were identified as Rhodopseudomonas palustris. They use sulfide and grow 
well due to utilization of organic compounds.

K e y  w o r d s : purple non-sulfur bacteria, Rhodopseudomonas palustris.
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ÎСÎÁËÈÂÎСÒI ÊÎÐÎЗIÉÍÎ ÀÊÒÈÂÍÎÃÎ 
ÌIÊÐÎÁÍÎÃÎ УÃÐУПÎÂÀÍÍß ФÅÐÎСФÅÐÈ 

ÃÀЗÎПÐÎÂÎÄУ, ПÐÎÊËÀÄÅÍÎÃÎ У ПIЩÀÍÎÌУ 
ҐÐУÍÒI

Метою  роботи буëо компëексне досëідження суëьфідоãенноãо 
уãруповання мікроорãанізмів феросфери вуëичноãо ãазопроводу, 
прокëаденоãо у піщаному ґрунті та визначення йоãо скëаду. Методи. 
Виявëення та видіëення компонентів уãруповання бактерій та 
компëексу мікроскопічниõ ãрибів проводиëи методом ãраничниõ 
розведень при висіві кëітинної суспензії на відповідні рідкі еëективні 
середовища. За чисеëьністю та якісним скëадом бактерій суëьфідоãенне 
уãруповання феросфери є корозійно небезпечним. Чисті куëьтури 
суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій одержуваëи шëяõом баãаторазовиõ 
пересівів окремиõ коëоній на твердому та рідкому середовищаõ 
Постãейта «В». Результати. Видіëено переважаëьний штам 
суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій – Ì-4.1, який оõарактеризовано 
за фенотиповими ознаками та ідентифіковано за методом 
поëімеразної ëанцюãової реакції з використанням універсаëьниõ 
праймерів до фраãментів ãенів 16S рРНК. При порівнянні секвенсів 
діëянок ДНК, що кодують ãен 16S рРНК досëіджуваниõ бактерій з 
анаëоãічними посëідовностями штамів із бази даниõ GenBank штам 
суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій Ì-4.1 віднесено до роду Desulfovibrio. 
Ìікроскопічні ãриби видіëяëи висіваючи відповідні розведення ґрунтової 
суспензії в чашки Петрі з аãаризованим середовищем Чапека-Докса. 
Iдентифікацію ãрибів проводиëи на основі їõ морфоëоãо-куëьтураëьниõ 
особëивостей за визначниками. Iзоëьовано 78 куëьтур ãрибів (12 видів 
5 родів ãрупи Anamorphic fungi). Висновки. Таким чином, проведені 
досëідження показаëи, що у феросфері на поверõні пошкодженоãо 
вуëичноãо ãазопроводу, за умов піщаноãо ґрунту формується корозійно 
небезпечний за чисеëьністю та видовим скëадом компëекс фізіоëоãічниõ 
ãруп бактерій та мікроміцетів.

Кëючові сëова: суëьфідоãенне мікробне уãруповання, мікроміцети. 
ãрупи Anamorphic fungi. 

Природне ìікробне угруповання ґрунту під впливоì антропогенного 
навантаження зазнає зìін, наслідкаìи яких є форìування корозійно небез-
пе÷ного ìікробного угруповання у феросфері, яке є важливиì ÷инникоì 
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руйнування ìеталів у ґрунті [1]. Проöес форìування агресивних ìікробних 
сукупностей стиìулюється сталевиìи та залізобетонниìи конструкöіяìи. 
При öьоìу зìінюється якісний та кількісний склад ìікроорганізìів коро-
зійного угруповання, що сприяє виникненню осередків біокорозії [1, 2]. 
Багаторі÷ні ìікробіологі÷ні дослідження форìування агресивного ìікро-
бного угруповання у феросфері газо- та нафтопроводів підтверджують, що 
панівну роль у ìікробній корозії сталі відіграють сульфатвідновлювальні 
бактерії [1, 13]. Ìікроскопі÷ні гриби також здатні пошкоджувати захис-
ні покриття і ìетал трубопроводів [8, 9]. Ñлід зазна÷ити, що структура 
ґрунту та глибина залягання трубопроводу визна÷ає швидкість корозії 
ìеталу, так як від них залежить дифузія кисню. Зокреìа, особливості 
структури піщаного ґрунту, а саìе достатня аераöія та водопроникність, 
уìожливлює у÷асть як бактерій, так і ìікроскопі÷них грибів в проöесах 
біопошкодження ìатеріалів. Ñаìе в таких ґрунтах прокладено більшість 
вули÷них газопроводів у півні÷ній ÷астині Чернігівської області. 

Äослідження сульфідогенних природних угруповань ìікроорганізìів 
феросфери, що вносять свій вклад у створення екстреìальних корозійних 
ситуаöій при експлуатаöії вули÷них газопроводів, прокладених у піщаноìу 
ґрунті, є актуальниì.

Ìетою роботи було коìплексне дослідження сульфідогенного угру-
повання ìікроорганізìів феросфери піщаного ґрунту та визна÷ення його 
складу.

Ìатеріали і методи 
Об’єктоì дослідження було сульфідогенне ìікробне угруповання, яке 

виділене наìи із феросфери кородую÷ої поверхні та ґрунту поза зоною 
вули÷ного газопроводу, прокладеного у піщаноìу ґрунті (с. Ìалійки, 
Чернігівського району Чернігівської області). Характеристика підзеìного 
газопроводу надана співробітникаìи ВÀÒ «Чернігівгаз»: тиск низький; 
довжина та діаìетр труби – 808 ì та 159 сì відповідно; ìатеріал труби – 
сталь 20; глибина укладання від верху труби до поверхні зеìлі – 0,8 ì; 
тип ізоляöії – БНI–IV; товщина ізоляöії – 7,5 ìì; питоìий електроопір 
ґрунту – 20 Оì·ì. Зразки відібрано згідно до ÄÑÒУ 3291-95 [7]. Ґрунт ìає 
такі характеристики: за ìехані÷ниì складоì – пісок зв’язний; рН водної 
витяжки – 7,4; рН сольової витяжки – 6,4; вìіст Ð2О5 – 100  ìг / кг; 
Ê2О – 30 ìг /кг; азоту – 7 ìг /кг; кальöію – 2,2 ìгекв. / 100 г ґрунту; 
ìагнію 0,63 – ìгекв. / 100 г ґрунту; вìіст загального заліза 1,92%; вìіст 
загальної сірки 4,05%; гуìусу – 0,15%; вологість – 9%. 

Виявлення та виділення коìпонентів природного угруповання бак-
терій та коìплексу ìікроскопі÷них грибів проводили ìетодоì грани÷них 
розведень при висіві клітинної суспензії на відповідні рідкі елективні 
середовища: сульфатвідновлювальні бактерії (ÑВБ) – на середовище 
Постгейта «В»; залізовідновлювальні бактерії (ЗВБ) – на середовище 
Êаліненка; денітрифікувальні бактерії (ÄНБ) – на середовище Гільтая; 
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аìоніфікувальні бактерії (ÀÌБ) – на ì’ясопептонний бульйон; ìікро-
ìіöети – на агаризоване середовище Чапека-Äокса (ÀЧÄ). Чисельність 
бактерій перераховували на 1 г абсолютно сухого ґрунту. 

Чисті культури сульфатвідновлювальних бактерій одержували шляхоì 
багаторазових пересівів окреìих колоній на твердоìу та рідкоìу серед-
овищах Постгейта «В». О÷ищення культури контролювали ìікроскопі÷но 
та висівоì на середовище для виявлення клостридіальних бактерій, які 
викликають бродіння, такого складу (г /л): пептон – 4; глюкоза – 10; 
Na2SO4 – 2; MgSO4 – 1; агар – 15. Äодатки, що стерелізували окреìо, 
вносили безпосередньо перед використанняì: сіль Ìора (5% р-н солі 
Ìора в 1% HCl) – 10 ìл; 1% Na2S – 2 ìл.

Ìікроскопі÷ні гриби виділяли, застосовую÷и ìетод ґрунтових роз-
ведень. Ðозведення ґрунтової суспензії висівали в ÷ашки Петрі з ÀЧÄ. 
Після появи на ÷ашках видиìого росту ìікроìіöетів ìорфологі÷но різні 
колонії висівали на скошене ÀЧÄ [10]. Iдентифікаöію грибів проводили 
на основі їх ìорфолого-культуральних особливостей, використовую÷и 
визна÷ники [4–6]. 

Ìорфотип бактерій у сульфідогенноìу природноìу угрупованні (після 
фіксаöії та забарвлення фуксиноì) та ìікроскопі÷них грибів досліджува-
ли за допоìогою опти÷ного ìікроскопу (Ч1050) Ìікроìед-1 («ËОÌО», 
Ðосія), для ìонокультури сульфатвідновлювальних бактерій використову-
вали фазово-контрастну ìікроскопію (Ч1000, Meiji MT5300Н). Препарати 
клітин ìонокультури забарвлювали для визна÷ення граìнегативних та 
граìпозитивних бактерій [11]. Здатність ìікроорганізìів до спороутворення 
перевіряли шляхоì нагрівання суспензії клітин у запаяних аìпулах на 
водяній бані при теìпературі 80° протягоì 10, 20, 30 хвилин з наступниì 
висівоì на поживне середовище Постгейта «В».

Ìолекулярно-генети÷ний аналіз генів 16S рÐНÊ здійснювали 
згідно з [3]. 

Ðезультати та їх обговорення
Ìікробіологі÷не дослідження зразків ґрунту та феросфери виявило 

ìікробне угруповання, до складу якого входять сульфатвідновлювальні, 
залізовідновлювальні, денітрифікувальні, аìоніфікувальні бактерії та 
ìікроскопі÷ні гриби (рис. 1).

Чисельність сульфатвідновлювальних, залізовідновлювальних та 
денітрифікувальних бактерій у феросфері перевищує таку у ґрунті: 
ÑВБ (переважальна група) та ÄНБ – на 2 порядки; ЗВБ – на порядок. 
Останні сприяють відновленню Fe (III) до Fe (II), накопи÷ення якого 
знижує окисно-відновний потенöіал, що сприяє розвитку як ÑВБ, так і 
ÄНБ. Гетеротрофні асоöіанти – аìоніфікувальні бактерії забезпе÷ують 
створення анаеробних уìов. Все öе призводить до розвитку та підви-
щення активності сульфатвідновлювальних бактерій [1, 2].
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Ðис. 1. Чисельність еколого-фізіологічних груп бактерій та мікроскопічних грибів 
сульфідогенного природного угруповання у феросфері (1) та у зразку ґрунту (2)

Fіg. 1. Number of ecology-physіologіcal groups of bacterіa and mіcroscopіc fungі 
of sulfіdogenіc mіcrobіc communіty of ferrosphere (1) and soіls (2)

Чисельність аìоніфікувальних бактерій у ґрунті в 2 рази більша 
(5,0½104 кл /г) ніж у феросфері (2,5½104 кл /г). Äосить висока кількість 
аìоніфікувальних бактерій у ґрунті ìоже свід÷ити про наявність у ґрунті 
доступних джерел Êарбону та Нітрогену. Ðозвиток ÀÌБ у феросфері 
ìоже пригні÷уватися інтенсивниì розвиткоì інших ÷ленів корозійного 
угруповання, зокреìа ÑВБ та ЗВБ, оскільки залежно від екологі÷них 
уìов та наявності джерел живлення в угрупованні відбувається послі-
довна зìіна переважальних груп ìікроорганізìів під ÷ас перебігу проöесу 
руйнування ìеталу. Òакиì ÷иноì, за ÷исельністю та якісниì складоì 
бактерій сульфідогенне угруповання феросфери ìожна віднести до ко-
розійно небезпе÷ного [1]. 

Наìи виділено штаì сульфатвідновлювальних бактерій Ì-4.1 – пе-
реважального коìпоненту угруповання феросфери. Визна÷ено ìорфотип 
бактерій ìонокультури: короткі пали÷ки з заокруглениìи кінöяìи.

Бактерії ìезофільні, граìнегативні, факультативні анаероби, спор не 
утворюють (табл. 1).

Äля визна÷ення родової належності штаìу Ì-4.1 було проведено 
ідентифікаöію із використанняì ìетоду поліìеразної ланöюгової реакöії. 
Одержано і секвеновано аìпліфіканти гена 16S рÐНÊ. За допоìогою 
програìи BLASTN порівняно нуклеотидну послідовність гена 16S 
рÐНÊ штаìу Ì-4.1 з такиìи у бактерій роду Desulfovibrio з банку 
нуклеотидних послідовностей GenBank. Встановлено 100 % гоìологію з 
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депонованою послідовністю Desulfovibrio sp. H1 (FJ225426.1) та 92 % – 
з послідовністю Desulfovibrio sp. SM12803 (AJ251630.1) табл. 2. Òакиì 
÷иноì, підтверджено належність штаìу Ì-4.1 до роду Desulfovibrio.

Òаблиöя 1 
Õарактеристика штаму Ì-4.1

Table 1
The characterіstіc of straіn Ì-4.1 

Îзнака Õарактеристика ознаки
Íаявність(+) чи відсутність (-) 

ознаки

Ìорфологія клітин

Забарвлення за Граìоì граìнегативні

Форìа клітин
Êороткі пали÷ки з заокругле-
ниìи кінöяìи

Ðухливість +

Ñпороутворення –

Ðіст 
за теìператури, °Ñ

20 +

30 ++

40 +

50 –

Ðіст за присут ності
NaCl, %

3 +

5 –

Відношення до кисню Відношення до кисню Факультативний анаероб

Приìітка: «+» – наявність ознаки; «–» – відсутність ознаки.
Note: «+» – presence of characteristic; «–» – absence of characteristic.

Особливістю дослідженого ìікробного угруповання піщаного ґрун-
ту та феросфери є наявність ìікроскопі÷них грибів, які ìожуть брати 
у÷асть у проöесах біопошкодження бітуìного покриття та біокорозії сталі 
[8]. Наìи встановлено, що ÷исельність ìікроìіöетів у зразках ґрунту 
[(9,3±0,6)½104 ÊУО /г] більша у 55 разів [(1,7±0,2)½103 ÊУО /г] ніж у 
феросфері. Поширення ìікроскопі÷них грибів зуìовлено особливостяìи 
піщаного ґрунту, які створюють сприятливі уìови для їх функöіонування 
у коìплексі з бактеріяìи. Äо того ж, бітуìні покриття, що використову-
ються для захисту підзеìних споруд ìожуть бути додатковиì джерелоì 
живлення для ìікроìіöетів. Наявність ìікроскопі÷них грибів у відібраних 
зразках свід÷ить про їх у÷асть в проöесах біопошкодження покриття та 
сталі завдяки оксидазноìу коìплексу ферìентів [9]. Òоìу актуально 
було дослідити видовий склад коìплексу ìікроскопі÷них грибів, що вхо-
дять до складу корозійного ìікробного угруповання і ìожуть бути його 
активниì коìпонентоì.
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Òаблиöя 2
Âизначення гомології гена 16S рÐÍÊ штаму Ì-4.1

Table 2
Determіnatіon of homology 16s rRNA gene of straіn M-4.1

Äовжина 
фрагменту гена, 

пн

Ðезультати BLASTN-аналізу

Подібність, % Ãомологічний вид Êод GenBank

436

100% Desulfovibrio sp. H1 FJ225426.1

92%
Desulfovibrio sp. 
SM12803

AJ251630.1

Iзольовано 78 культур грибів, які після ідентифікаöії [4–6] віднесено 
до 12 видів 5 родів групи Anamorphic fungi (табл. 3). 

Òаблиöя 3
Âидовий склад комплексу мікроскопічних грибів

Table 3

Specіfіc composіtіon of complex of mіcrofungі 

Âид Ґрунт Феросфера

Alternaria alternata (Fr.:Fr.) von Keissl. + +

Aspergillus oryzae (Ahlb.) Cohn + +

Aspergillus terreus Thom – +

Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries + –

Cladosporium sp. + –

Penicillium corylophyllum Dierckx + –

P. cyclopium Westl. + –

P. chrysogenum Thom – +

P. purpurogenum Stoll + –

Penicillium sp. + –

Fusarium oxysporum (Schlecht.) Snyd. et Hans + +

Fusarium sp. – –

Приìітка: «+» – наявність виду; «–» – вид не виявлено
Note: «+» – presence of the species; «–» – the species is not found.
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Видове представниöтво ìікроìіöетів у ґрунті різноìанітніше ніж у 
феросфері. Зокреìа, у ґрунті ідентифіковано 9 видів (відносяться до 5 
родів), а у феросфері – 5 видів (відносяться до 4 родів). У ґрунті та ферос-
фері зустрі÷аються Alternaria alternata, Aspergillus oryzae та Fusarium 
oxysporum. Äля ґрунту спостерігається найбільше видове різноìаніття 
представників роду Penicillium. 

Òакиì ÷иноì, у феросфері на поверхні пошкодженого вули÷ного га-
зопроводу, за уìов піщаного ґрунту форìується корозійно небезпе÷ний 
за ÷исельністю та видовиì складоì коìплекс фізіологі÷них груп бакте-
рій та ìікроìіöетів. Наявність ìікроскопі÷них грибів родів Aspergillus, 
Alternaria, Penicillium, Fusarium у ґрунті і феросфері ìоже слугувати 
додатковою характеристикою, важливою у прогнозуванні агресивності 
ґрунтів та розробöі ефективних засобів захисту підзеìних споруд.
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Â ПÅСЧÀÍÎÌ ÃÐУÍÒÅ 

Ðеферат

Öелью работы было коìплексное исследование сульфидогенного со-
общества ìикроорганизìов ферросферы ули÷ного газопровода, проложен-
ного в пес÷аноì грунте и определение его состава. Ìетоды. Обнаружение 
и выделение коìпонентов сообщества бактерий и коìплекса ìикроско-
пи÷еских грибов проводили ìетодоì предельных разведений, высевая 
суспензию клеток на соответствующие жидкие элективные среды. По 
коли÷ественноìу и ка÷ественноìу составу бактерий сульфидогенное со-
общество ферросферы является коррозионно опасныì. Чистые культуры 
сульфатвосстанавливающих бактерий полу÷али путеì ìного÷исленных 
посевов отдельных колоний на твердой и жидкой средах Постгейта «В». 
Ðезультаты. Выделен доìинирующий штаìì сульфатвосстанавливающих 
бактерий – Ì-4.1, который охарактеризован по ìорфолого-культуральныì 
признакаì и идентифиöирован ìетодоì полиìеразной öепной реакöии с 
использованиеì универсальных прайìеров к фрагìентаì генов 16S рÐНÊ. 
При сравнительноì анализе секвенсов у÷астков ÄНÊ, которые кодируют 
ген 16S рÐНÊ исследуеìых бактерий с аналоги÷ныìи последовательностя-
ìи штаììов из базы данных GenBank, штаìì сульфатвосстанавливающих 
бактерий Ì-4.1 отнесен к роду Desulfovibrio. Ìикроскопи÷еские грибы 
выделяли посевоì соответствующих разведений грунтовой суспензии 
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в ÷ашки Петри с агаризованной средой Чапека-Äокса. Èдентификаöию 
грибов проводили на основе их ìорфолого-культуральных особенностей, 
используя определители. Èзолировано 78 культур ìикроìиöетов, которые 
отнесены к 12 видаì 5 родаì группы Anamorphic fungi. Âыводы. Òакиì 
образоì, проведенные исследования показали, ÷то в ферросфере на по-
верхности поврежденного ули÷ного газопровода, в условиях пес÷аного 
грунта форìируется коррозионно опасный по ÷исленности и видовоìу 
составу коìплекс физиологи÷еских групп бактерий и ìикроìиöетов. 

Êлю÷евые слова : сульфидогенное ìикробное сообщество, 
ìикроìиöеты группы Anamorphic fungi.

N.R. Demchenko, I.M. Kurmakova, A.P. Tretіak
Chernihiv Shevchenko State Pedagogical University, 

53,Getman Polubotok Str., Chernihiv, 14013, Ukraine, 
tel.: +38 (0462) 95 69 88, e-mail: nata_demch@ukr.net; kurmakova@mail.ru

FEATURES OF CORROSION ACTIVITY OF MICROBIAL 
COMMUNITIES OF GAS-PIPELINE FERROSPHERE LAID 

IN  SANDY SOIL

Summary 

Aіm. To study the sulfidogenic microbial communities road gas-pipeline 
ferrospheres laid in the sandy soil and the determination of its composition 
was the aim of this research work. Methods. The method of limiting dilution 
(plating cell suspension to appropriate liquid selection medium) was used 
for detection and isolation of the components of communities of bacteria and 
microscopic fungi complex. Due to quantitative and qualitative composition, 
sulfidogenic community of ferrospheres in corrosive dangerous. Pure 
cultures of sulfate-reducing bacteria were obtained by planting numerous 
individual colonies on solid and liquid medium Postgate «B». Results. 
The dominant strain of sulfate-reducing bacteria – Ì-4.1 described by 
morphological and cultural characteristics has been isolated and identified 
by using PCR, with the use of universal primers to the fragments of 16S 
rRNA genes. When conducting a comparative analysis of DNA sequencer 
which encodes 16S rRNA gene of tested bacteria with the strains of similar 
sequences from the GenBank database, sulfate reducing bacteria strain 
M-4.1 belonging to Desulfovibrio genus has been confirmed. Microfungi 
were isolated by planting soil suspension dilutions with agar Czapek-Dox 
in Petri dishes. Fungal identification was carried out on the basis of their 
morphological and cultural features using determinants. 78 microfungi 
cultures belonging to Anamorphic fungi group (12 species of 5 genera), 
have been isolated. Conclusіons. Thus, this scientific study has shown that 
in the ferrospheres on the surface of damaged road gas-pipeline laid in the 
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sandy soil the corrosion dangerous abundance and species composition of 
complex physiological bacteria group and micromycetes is formed.

Key words : sulfidogenic microbial community, microfungi of 
Anamorphic fungi group.
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IÍФÎÐÌÀÖIÉÍÅ ПÎÂIÄÎÌËÅÍÍß ÄËß ÀÂÒÎÐIÂ

Науковий журнаë «Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія» запрошує Вас 
до співпраці з питань висвітëення резуëьтатів науковиõ досëіджень 
у ãаëузі мікробіоëоãії і біотеõноëоãії. 

Програмні цілі видання: висвітлення результатів наукових дослі-
джень у галузі ìікробіології та біотехнології, об’єктаìи яких є прокаріотні 
(бактерії, архебактерії) та еукаріотні (ìікроскопі÷ні гриби, ìікроскопі÷ні 
водорості, найпростіші) ìікроорганізìи, віруси.

Òематична спрямованість: ìікробіологія, вірусологія, іìунологія, 
ìолекулярна біотехнологія, створення та селекöія нових штаìів ìікро-
організìів, ìікробні препарати, антиìікробні засоби, біосенсори, діагнос-
тикуìи, ìікробні технології в сільськоìу господарстві, ìікробні технології 
у хар÷овій проìисловості; захист та оздоровлення навколишнього серед-
овища; отриìання енергоносіїв та нових ìатеріалів тощо.

Ìова (мови) видання: українська, російська, англійська.
Ðубрики журналу: «Оглядові та теорети÷ні статті», «Åкспериìентальні 

праöі», «Äискусії», «Êороткі повідоìлення», «Хроніка наукового життя», 
«Ñторінки історії», «Ювілеї і дати», «Ðеöензії», «Êнижкова полиöя».

Äо статті додається рекоìендаöія установ, організаöій, у яких ви-
конувалася робота, за підписоì керівника та письìова згода керівників 
установ, організаöій, де праöюють співавтори.

Âимоги до оформлення статей, які подаються до редакції жур-
налу:

Ñтаття ìає відповідати теìати÷ноìу спряìуванню журналу і, відповід-
но до п. 3 Постанови ВÀÊ України від 15.01.2003 р. ¹7-05/1, вклю÷ати 
такі структурні елеìенти: постановка проблеìи у загальноìу вигляді та 
її зв’язок із важливиìи науковиìи ÷и практи÷ниìи завданняìи; аналіз 
останніх досліджень і публікаöій, в яких запо÷атковано вирішення даної 
проблеìи і на які опирається автор; виокреìлення раніше не вирішених 
÷астин загальної проблеìи, котриì присвя÷ується стаття; форìулювання 
öілей статті (постановка завдання); виклад основного ìатеріалу дослі-
дження з повниì обґрунтуванняì наукових результатів; висновки з даного 
дослідження і перспективи подальших пошуків у даноìу напряìі.

Äо друку прийìаються статті (2 приìірники) обсягоì не більше 8 
сторінок (з урахуванняì рисунків, таблиöь і підписів до них, анотаöії, 
реферату, списку літератури), огляди – до 15 стор., реöензії – до 3 стор., 
короткі повідоìлення – до 2 стор.

Äо рукопису додається електронний варіант статті на дискові (шрифт 
Times New Roman, кегль 14, інтервал автоìати÷ний, не більше 30 рядків 
на сторінöі, поля по 2 сì).

 При написанні статті необхідно дотримуватися такого плану:
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– індекс УÄÊ у лівоìу верхньоìу кутку першого аркуша;
– прізвища та ініöіали автора (авторів) ìовою оригіналу, ìісöе ро-

боти кожного автора; повна поштова адреса установи (за ìіжнародниìи 
стандартаìи); телефон, електронна адреса (e-mail). Прізвища авторів та 
назви установ, де вони праöюють, позна÷ають одниì і тиì саìиì öиф-
ровиì індексоì (вгорі);

– назва статті великиìи літераìи;
– анотаöія із зазна÷енняì новизни дослідження (200–250 слів);
– клю÷ові слова (не більше п’яти);
Òекст статті має включати такі складові:
вступ; ìатеріали і ìетоди; результати та їх обговорення; висновки; 

література.
Äо кожного приìірника статті додається анотаöія ìовою оригіналу 

та реферати українською / російською (в залежності від ìови оригіналу 
статті), та англійською ìоваìи (кожен реферат на окреìоìу аркуші). 
Особ ливу увагу слід приділяти написанню резюìе статті англійською 
ìовою. Äля öього доöільно користуватися послугаìи кваліфікованих 
спеöіалістів-лінгвістів з подальшиì науковиì редагуванняì тексту 
автороì(-аìи). Перед словоì «реферат» необхідно написати прізвища та 
ініöіали авторів, назви установ, повну назву статті відповідною ìовою. 
Ðеферат обсягоì 200—250 слів ìає бути структурованиì: ìета (÷ітко 
сфорìульована), ìетоди дослідження, результати дослідження (стисло), 
узагальнення або висновки. Після тексту реферату з абзаöу розìіщу-
ються клю÷ові слова. 

У кінöі тексту статті указати прізвища, іìена та по батькові усіх 
авторів, поштову адресу, телефон, факс, e-mail (для кореспонденöії).

Ñтаття ìає бути підписана автороì (усіìа автораìи) з зазна÷енняì 
дати на останній сторінöі.

Àвтори несуть повну відповідальність за бездоганне ìовне офорìлен-
ня тексту, особливо за правильну наукову терìінологію (її слід звіряти 
за фаховиìи терìінологі÷ниìи словникаìи). 

Ëатинські біологі÷ні назви видів, родів подаються курсивоì лати-
ниöею. 

Якщо ÷асто повторювані у тексті словосполу÷ення автор вважає за 
потрібне скоротити, то абревіатури за першого вживання обуìовлюють 
у дужках. Наприклад: поліìеразна ланöюгова реакöія (ПËÐ).

Посилання на літературу подаються у тексті статті, öифраìи у ква-
дратних дужках, згідно з порядковиì ноìероì у списку літератури.

Òаблиöі ìають бути коìпактниìи, ìати порядковий ноìер; графи, 
колонки ìають бути то÷но визна÷ениìи логі÷но і графі÷но. Ìатеріал таб-
лиöь (як і рисунків) ìає бути зрозуìілиì і не дублювати текст статті. 
Öифровий ìатеріал таблиöь слід опраöювати статисти÷но. 

Ðисунки виконуються у вигляді ÷ітких креслень (за допоìогою 
коìп’ютерного графі÷ного редактора у форìаті Word, TIF, JPG). Осі 
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координат на графіках ìають бути позна÷ені. Ðисунки розìіщуються у 
тексті статті та дублюються окреìиì файлоì на CD.

Ðозділ «Ðезультати досліджень та їх обговорення» ìає бути написаний 
коротко: необхідно ÷ітко викласти виявлені ефекти, показати при÷инно-
результативні зв’язки ìіж ниìи, порівняти отриìану інфорìаöію з даниìи 
літератури, дати відповідь на питання, поставлені у вступі.

Ñписок літератури складається за алфавітно-хронологі÷ниì порядкоì 
(спо÷атку кирилиöя, потіì латиниöя) і розìіщується в кінöі статті. Якщо 
перший автор у декількох праöях один і той саìий, то праöі розìіщуються 
у хронологі÷ноìу порядку. Ñписок посилань треба пронуìерувати, а у 
тексті посилатися на відповідний ноìер джерела літератури (у квадрат-
них дужках).

У посиланні пишуть прізвища усіх авторів. В експериìентальних 
праöях ìає бути не більше 15 посилань літературних джерел.

Патентні докуìенти розìіщуються у кінöі списку посилань.
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Íа депоновані наукові роботи
1. Лопатина Н.В., Терентьев А.Н., Натаëич Л.А., Янãуëов Ш.У. 

Оптиìизаöия питательной среды для культивирования вакöинного штаì-
ìа ÷уìного ìикроба с приìенениеì ìетода ìатеìати÷еского планирования 
экспериìента / Ðедкол. «Ìикробиол. журн.» – Ê., 1991. – 7 с. – Äеп. 
в ВÈНÈÒÈ 03.01.92, ¹ 1-В92.

Íа стандарти
ГОСТ 20264.4-89. Препараты ферìентные. Ìетоды определения 

аìилолити÷еской активности. – Ì.: Èзд-во стандартов, 1989. – 17 с.

Íа автореферати дисертацій
Онищенко О.Ì. Òаксоноìія і антибіоти÷на активність Alteromonas-

подібних бактерій Чорного ìоря: Àвтореф. дис. ... канд. біол. наук. Ê., 
2003. – 21 с.

Äатою надходження статті вважають день, коли до редколегії надій-
шов остато÷ний варіант тексту статті після реöензування.

Після одержання коректури статті автор повинен виправити лише 
поìилки (÷ітко, синьою або ÷орною ру÷кою неправильне закреслити, а 
поряд з öиì на полі написати правильний варіант) і терìіново відіслати 
статтю на адресу редколегії або повідоìити про свої правки по телефону 
÷и електронною поштою.

У разі затриìки редакöія, додержую÷ись графіка, залишає за со-
бою право здати коректуру до друкарні (у виробниöтво) без авторських 
правок.

Підпис автора у кінöі статті озна÷ає, що автор передає права на ви-
дання своєї статті редакöії. Àвтор гарантує, що стаття оригінальна; ні 
стаття, ні рисунки до неї не були опубліковані в інших виданнях.

Відхилені статті не повертаються.
Ðедакöія прийìає до друку на сторінках і обкладинках журналу 

платні реклаìні оголошення біотехнологі÷ного та ìеди÷ного напряìів; 
виробників лабораторного обладнання, диагностикуìів, реактивів тощо 
для наукових досліджень.
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Instructіons for the authors

Scientific journal «Microbiology and Biotechnology» invites you to 
spotlight the results of scientific investigations in the field of microbiology 
and biotechnology

 
Aіms. Journal «Microbiology and Biotechnology» publishes primary 

research papers on microbiology and biotechnology of prokaryotic 
(bacteria, archaea) and eucaryotic (fungi, microscopic algae, protozoans) 
microorganisms, viruses.

Topіcs: microbiology, virology, molecular biotechnology, development 
and selection of new microbial strains, microbial preparations, antimicrobial 
preparations, biosensors, diagnosticums, microbial technologies in 
agriculture, microbial technologies in food production, environment 
protection and enhancement, development of energy vectors and new raw 
materials, etc.

Languages: Ukrainian, Russian, English.
Types of publіcatіons: «Reviews», «Experimental works», «Reviews», 

«Original Research Papers», «Discussions», «Short communications», «Con-
ferences, congresses, trend schools», «Scientific life chronicles», «Pages of 
history», «Anniversaries», «Book reviews», «Bookshelf».

The manuscript should be accompanied with a letter from an institution 
expert commission that should state that the paper is suitable for publication 
in MSM, and comprise a recommendation of the institution where the 
research was carried out, signed by the chief and a signed agreement of 
institution leader. 

Artіcle appearance:
The manuscript should satisfy journal topics and according to Resolution 

of Higher Attestation Commission of Ukraine (15.01.2003, ¹ 7-05/1, 
p. 3) must contain the following elements: problem definition with the 
reference to main scientific and practical tasks; analysis of recent studies 
and publications that form a basis for problem decision; highlighting of 
main unsolved tasks; article task; narrative of main results with their full 
substantiation; conclusions and main challenges in given area of focus. 

The following articles are accepted: 
– original research papers – at most 10 pages (with pictures, tables, 

and captions, summary, bibliography)
– reviews – at most 15 pages
– book reviews – at most 3 pages
– short communications – at most 2 pages.
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The manuscript should be given in 2 carbon copies with an electronic 
variant on CD (Word, font Times New Roman, 14, line spacing automatic, 
at most 30 lines per page, page margins – 2 cm on all sides). 

While writing the manuscript the author(s) have to keep the following 
plan :

– UDC index on the first page top left;
– author(s) full name(s) in source language, name(s) of institution(s), 

institution postal address (in international format), contact phone number, 
e-mail address. Authors names and institutions they represent should be 
clearly stated by using superscript numbers;

– article title uppercase;
– article abstract (200–250 words);
– key words pertaining to the subject matter (5 maximum).

The manuscript should be divided into the following sections: 
Introduction, Materials and methods, Resuts and discussion, Concluding 
remarks, and References.

Abstracts in source language, Ukrainian/Russian (depending on article 
language) and English (each one on a single page) should be attached to 
every copy of an article. Author(s) name(s), іnstіtutіon(s) and artіcle 
tіtle should be followed by word «Abstract», abstract itself and key words 
(new paragraph).

Particular attention should be given to writing the abstract to the 
manuscripts written in English. For this purpose the author(s) should use 
the services of the qualified linguists with further scientific editing the 
text by the author (s). Before the word «Abstract» it should be written the 
names and initials of the authors , name of the scientific establishment, 
full title of the article in the appropriate language. Abstract volume of 200-
250 words should be structured: the goal (articulated), research methods, 
findings (briefly), synthesis and conclusions. After the text of the abstract 
there should be given the key words.

Next to the article text the contact details should be set: names of all 
the authors, institution names, postal address, phone/fax number, e-mail.

The manuscript should be signed by the author (all the authors) and 
dated on the last page. 

Manuscripts must be grammatically and linguistically correct.
Biological taxonomic names must be given in Latin, italics. 
Repeated word-combinations can be abbreviated. An abbreviation is set 

in brackets when first introduced, e. g. polimerase chain reaction (PCR). 
Bibliography references should be numeral and are given in the text in 

square brackets according to their order in the bibliography list. 
Tables should be compact, and numbered with Arabic numerals; all 

columns and rows should be arranged in logical and graphical order. All 
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material presented in the tables (figures) should be clear and should not 
duplicate an article text. Results should be processed statistically.

All pictures should be presented in TIFF or JRG format, axes named. 
Figures should be placed in article body with electronic copies on CD in 
separate file. 

Section «Results and Discussion» should clearly state revealed effects, 
cause-effect relations, compare obtained data with literature data and give 
the answers on questions specified in the introduction. 

References should be numbered sequentially in alphabetical-chronological 
order (Cyrillic first, then Latin) at the end of the manuscript. If the first 
author in several references is the same, all these references are arranged 
in chronological order. Reference list should be numbered. The numbers 
should be set in square brackets in the text, i. e. [2, 15]. 

References should contain all the authors’ names. Original research 
papers should contain at most 15 references. Patent documents should be 
mentioned at the end of the list. 

 
Books
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. – 9th ed. – Baltimore; 

London, 1986. – Vol. 2. – 1599 p.
Rogers H., Perkins H., Ward I. Microbial cell walls and membranes. – 

London; New York: Fcfd. Press, 1980. – 364 p.

Journals
Eaton R.W., Ribbons D.V. Utilization of phtalate esters by micro-

cocci  // Arch. Microbiol. – 1982. – 132, ¹ 2. – P. 185–188.

The date of article acceptance is that one when the final variant comes 
to the publisher after a prepublication review. 

After obtaining the proof sheet the author should correct mistakes 
(clearly cancel incorrect variant with blue or black ink and put the correct 
variant on border) and send the revised variant to the editor (by post, 
e-mail or phone). 

In case of delays, editors keeping to the schedule have a right to publish 
the revised variant without author’s proofreading. 

Author’s signature vouches that author grants a copyright to the 
publisher. Author vouches that the work has not been published elsewhere, 
either completely, or in part and has not been submitted to another 
journal. 

Not accepted manuscripts will not be returned.
The publisher accepts paid-for advertisement on biotechnology, 

medicine, laboratory equipment, research diagnosticums, tests, reagents 
for publication on the cover or journal pages.
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