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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА БАКТЕРІЙ 
РОДУ PANTOEA 

В огляді представлені дані сучасних джерел літератури про бактерії роду 
Pantoea. Наведено загальні культуральні, біохімічні та морфологічні вла-
стивості бактерій даного роду. Детально розглянуто геном та генетичні 
елементи, їх вплив на ріст та поведінку мікроорганізмів. Також описана 
асоціація бактерій цього  роду з Daktulosphaira vitifoliae – шкідником ви-
нограду, та розглянуто можливий вплив бактерій на виноградну філоксеру. 
Освітлено ендофітні та епіфітні властивості та особливості представ-
лених видів. Розглянуто патогенні властивості та особливості виділення 
бактерій роду Pantoea agglomerans. Наведені приклади практичного вико-
ристання даних бактерій.

Ключові  слова:  бактерії роду Pantoea, виноградна лоза, Daktulosphaira 
vitifoliae.

© Т. В. Іваниця, І. В. Страшнова, Д. С. Смальчук, 2018

Рід Pantoea включає багато видів бактерій, які можуть бути ізольовані з 
різноманітних джерел. Він був виокремлений в окремий рід відносно недав-
но, на цей час ідентифіковано близько 20 видів бактерій цього виду, які мають 
різні характеристики [16]. 

Рід Pantoea представляє собою групу жовто-пігментованих, паличко-
подібних грамнегативних бактерій у родині Enterobacteriaceae. Деякі з пер-
ших ізолятів були визнані патогенами рослин, тому що здатні викликати гал-
ли, зів’янення, м'яку гниль і некроз у різних сільськогосподарських рослин 
[30]. 

У зв’язку з глобальною зміною клімату виноградарство на сьогоднішній 
день стикається з серйозною проблемою хвороб виноградної лози, що призво-
дить до використання різних хімічних засобів боротьби з збудниками хвороб 
рослин. Це викликає ріст споживчого попиту на екологічно чисте виноградар-
ство. За останні два десятиліття захворювання винограду, які поширюються 
по всьому світу, і мікробіологічний склад виноградної лози стали предметом 
серйозного занепокоєння серед виноградарів та вчених [14]. 

Увагу вчених привертали раніше головним чином мікроміцети та 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 6–25



7

методи боротьби з ними, але боротьба з грибковими захворюваннями не зні-
має проблему захворювання винограду. Рід Pantoea є другим за чисельністю 
родом бактерій виділених з винограду. Найчастіше виділені штами є епіфіта-
ми або ендофітами, але особливості даних видів вивчені недостатньо. Остан-
нім часом, стало відомо, що бактерії роду Pantoea асоційовані з виноградною 
філоксерою, яка призводить колосальних збитків виноградарству по всьому 
світу [8].

Вивчення бактерій, що населяють виноградні лози є актуальним і до-
нині, бо відкриває можливості розробки методів лікування рослин і розробки 
біоконтрольних агентів. Тому дослідження роду Pantoea, а також його повний 
і докладний опис є важливим. 

Систематичне положення бактерій роду Pantoea 
та їх фізіолого-біохімічні властивості

Систематичне положення, згідно 10 видання визначника Бергі, виглядає 
таким чином: 

Домен Bacteria
Відділ Proteobacteria
Клас Gammaproteobacteria
Ряд Порядок Enterobacteriales
Родина Enterobacteriaceae
Рід Pantoea
Оптимальна температура росту для бактерій роду Pantoea 28–30 °C. 

Культивування і ріст при температурах, вищих за оптимальні, призводять до 
утворення непігментованих колоній. Біовари, у яких була відсутня пігмента-
ція, в цілому мають низьке виживання порівняно з диким типом в присутності 
H2O2 на поживних речовинах. Біохімічний аналіз цих варіантів показав втра-
ту здатності синтезувати основний кофактор тіаміну і не можливість викори-
стання вуглеводних джерел. Зазвичай колонії погано ростуть на живильному 
агарі [22]. Але при додаванні нікотинової кислоти до середовища починають 
краще рости. Колонії на живильному агарі гладкі, напівпрозорі і опуклі, з 
цільними краями [31]. 

Бактерії не утворюють капсул і спор, тест на оксидазу негативний. Здат-
ність рости на середовищі Сімонса з цитратом, свідчить про те, що бактерії 
використовують цитрат як єдине джерело вуглецю. Більшість штамів стійкі 
до солей ціаністої кислоти, також ростуть на середовищі Луріа-Бертані. Біль-
шість ізолятів P. agglomerans продукують жовтий пігмент на триптичному 
соєвому бульйоні [22].

Представники роду Pantoea – широко розповсюджені хемоорганотро-
фні грамнегативні бактерії з високою генетичною здатністю до адаптації. 
Всі бактерії цього роду факультативні анаероби, прямі палички розміром 
0,5–1,0 х 1–3 мкм, і оптимальною температурою росту від 28 до 30 °C. 
Перетрихіальні джгутики, розташовані по всій поверхні клітинної стін-
ки, забезпечують рухливість бактерій. Бактерії також можуть синтезувати 
ендотоксин, який є гетерополімерною макромолекулою, яка знаходиться в зов-
нішній частині клітинної стінки грамнегативних бактерій. Ендотоксин бактерій 
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роду Pantoea являє собою везикулярні наночастинки з ліпополіцукриду 
[17,2]. Везикули ендотоксину мають сильніші біологічні ефекти, ніж очищені 
ліпополіцукриди. Молекула ендотоксину складається з трьох областей: ліпіда 
А (що володіє високою біологічною активністю), олігоцукрида кору і О-спец-
ифічних поліцукридів (що володіють антигенними властивостями) [1,2].

Більшість бактерій роду Pantoea мають унікальну властивість утворю-
вати свого роду багатоклітинні структури, які формуються окремими клітина-
ми, тісно пов'язаними одна з одною, оточені екзополіцукридною оболонкою, 
так звані «сімплазмати». Екологічна роль і еволюційний початок утворення 
сімплазматів в бактеріях Pantoea залишаються неясним. Для рослин, які ко-
лонізуються штамами P. agglomerans, сімплазмати були безпосередньо вияв-
лені на поверхнях коренів і листя, а також в рослинних тканинах [11]. Вони 
забезпечують стресостійкість і сприяють адаптації під час взаємодій бактерії 
з рослиною. У сімплазматах клітини щільно агрегують і покриваються поза-
клітинними білками і, отже, демонструють відносно низьку швидкість мета-
болізму, це дозволяє клітинам бути менш сприйнятливими до деформації під 
тиском і більш стійкими до несприятливих умов, викликаних слабким транс-
мембранним транспортом. Сімплазмати стійкі до дії протеїнази K та до забар-
влення ліпофільним флуоресцентним барвником [24]. У рідкому середовищі 
їх утворювання залежить від фази росту культури. Бактерії у сімплазматах 
проявляють різну рухливість на поверхні твердого середовища, це залежить 
від різних умов «харчування», вологості і вмісту води. Спостерігалося майже 
повне припинення утворення сімплазмат при рН середовища 7,8 і, наприклад, 
при наявності фруктози в середовищі це призводить до зниження концентра-
ції утворення сімплазмат [18]. Додавання казамінових кислот (гідролізат ка-
зеїну) до середовища також призводить до значного зниження їх кількості, а 
в багатому середовищі та при температурі 37 °C сімплазмати взагалі не утво-
рюються [16]. 

Доведено, що D-тирозин сприяє утворенню сімплазмат і збільшує бак-
теріальну рухливість, не впливаючи при цьому на ріст бактерій. Також при 
додаванні D-тирозину, експресія білків зменшується, що перешкоджає транс-
мембранному переносу йонів і поживних речовин, приводячи до порушення 
гомеостазу клітин [21]. Кожна сімплазмата містить від декількох до сотень 
бактеріальних клітин всередині загальної капсули товщиною до 20 мікроме-
трів. Капсульний матеріал складається з глікокон'югата, що містить цукор (в 
першу чергу рамнозу, глюкозу і галактозу), уронові кислоти, гліцерин і інозит. 
Інкубація з метаперіодатом, хімічною речовиною, яка розщеплює поліцукри-
ди, видаляє капсулу, але не виділяє клітини з кластерів. Клітини всередині за-
лишаються чутливими до стимуляції хімічними сигналами з навколишнього 
середовища, і вони здатні реплікуватися після виділення з кластера [24]. Ген 
lrhA кодує регуляторний білок LysR-типу LrhA, який зберігається серед пред-
ставників родини Enterobacteriaceae як транскрипційний репресор flhDC, 
який кодує головний ген-регулятор (джгутика) рухливості і хемотаксису. Вве-
дення транспозонів в гени зменшували або змінювали подальше утворення, 
але не зупиняли формування сімплазмат. Багато з генів бактеріальних клітин, 
які знаходяться у сімплазматах кодують структурні або регуляторні білки, які 
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беруть участь в поглинанні або деградації вуглецевих субстратів, включаючи 
галактозу (mglB, mglA, mglD), піранозу (ytfQ), рамнозу (rhaT, rhaS), арабіно-
зу (araC), рибозу (rbsK), мальтозу (malE), глюкуронати / галактонат (uxuA), 
3-фосфат гліцерин (glpT), гліцерин (glpF), інозит (iolD, iolI) і жирні кислоти 
(fadL, fadI, fadD) [24]. 

Існує припущення, що поділ клітин на ранніх стадіях утворення сімплаз-
мат відбувається синхронно. Починаючи з 8-клітинної стадії, ця синхроніза-
ція зникає і починає виглядати більш нерівномірною, що спостерігається в 
зрілих сімплазматах. Ця особливість сімплазмат відома як «genets», тобто 
групи генетично ідентичних індивідуумів, що ростуть разом і походять від 
одного пращура. Сімплазмати, які утворюються у Pantoea, є важливим видом 
структур для бактеріальної адаптації, виживання і асоціації з господарем [22].

Представники цього роду мають дихальний і бродильний тип мета-
болізму. Реакція Фогеса-Проскауера позитивна, і це свідчіть про те, що бак-
терії викликають бутанолове бродіння глюкози, в процесі чого утворюється 
діацетил, попередниками якого є ацетоїн -2,3-бутандіол [24].

Представники Pantoea катаболізують D-глюкозу та інші вуглеводи 
(D-фруктозу, D-галактозу, трегалозу, D-маннозу, целобіозу) з утворенням кис-
лоти, але не газу. Проба з метиловим червоним варіює. Кислоту отримують 
шляхом ферментації L-арабінози, D-рибози, D-ксилози, D-галактози, D-фрук-
този, L-рамнози, D-манітола, N-ацетилглюкозаміна, мальтози і трегалози За 
здатністю використовувати малонат види розрізняються [12]. 

По лізиндекарбоксилазі, орнітиндекарбоксилазі й аргініндегідролазі не-
гативні. Здатні синтезувати фермент глюкозодегідрогеназу. Бактерії не здатні 
деградувати пектат [12]. P. agglomerans єдиний вид, що здатен використову-
вати D-тартрат як джерело вуглецю. По уреазі негативні, тобто не мають фер-
ментів для гідролізу сечовини. Бактерії роду Pantoea гідролізують желатин, 
що свідчить про наявність протеолітичної активності. Види Pantoea можуть 
окиснювати глюкозу до глюконату [31]. 

Всі штами P. agglomerans однаково чутливі до аміноглікозидів, напри-
клад, до гентаміцину, тобраміцину, амікацину. Вони також чутливі до фторхі-
нолонів, які порушують синтез ДНК бактеріальних клітин, а саме до офлокса-
цину та ципрофлоксацину. Всі бактерії повністю чутливі до цефалоспоринів 
широкого спектру дії, які пригнічують синтез пептидогліканового шару. У 
бактерій роду Pantoea зустрічається шікіматний шлях, який проходить через 
2-аміно-4-дезоксихоризмат, результатом подальших метаболічних перетво-
рень цієї сполуки у бактерій є утворення пігментів і антибіотиків феназино-
вого ряду. Чутливість до β-лактамів може варіювати. 

Ретельне обстеження шляхів метаболізму жирних кислот визначило 
здатність виконувати β-окиснення жирних кислот [26]. Також передбачаєть-
ся, що вони здатні продукувати поліаміновий спермідин [28]. Відомо що, бак-
терії цього виду здатні перетворювати екологічний хлорацетальдегід в гліко-
лят, тим самим забезпечуючи подвійний засіб утилізації мутагена і доступ до 
гліколятів як джерела вуглецю [31].

Типовий вид даного роду виявляє унікальну активність до утворення 
льодяних ядер, які ініціюють формування кристалів льоду на поверхні рос-
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лин, що призводить до їх пошкодження від замерзання при температурах, за 
яких зазвичай пошкодження не трапляється. Вони містять ген нуклеації льоду 
inaA, трохи схожий на inaW і inaZ гени Pseudomonas syringae і P. fluorescens. 
Ці структури надходять з зовнішньої мебрани бактерії у формі везикул, із біл-
ками всередині, розміром 50–300 нм [18]. 

У сукупності ці дані демонструють, що еволюція забезпечила бактерії 
роду Pantoea різноманітними метаболічними процесами, які роблять їх в 
цілому більш універсальними у своїй здатності адаптуватися до умов, що змі-
нюються. Вони можуть використовувати більш широкий спектр джерел ву-
глецю і ефективніше використовувати наявні ресурси, переробляючи побічні 
продукти метаболізму. Це потенційно також дає їм конкурентну перевагу в 
умовах відсутності поживних речовин [26].

Геном та гени патогенності
Секвенування геному бактерій роду Pantoea, сприяло кращому розумін-

ню колонізувальних і метаболічних властивостей рослин-господарів. Най-
більш поширеними причинами, які сприяють генетичній зміні, є випадкові 
мутації (точкові мутації, а також вставки і делеції) і горизонтальний перенос 
генів [28].

Хоча на даний момент не було широкомасштабного систематичного 
порівняльного або еволюційного геномного аналізу бактерій роду Pantoea, 
деякі загальні геномні ознаки, ідентифіковані в більш конкретних аналізах, 
включають ацил-гомосерин лактони та інші гени кворум сенсінгу, гени, що 
сприяють росту рослин, гени репарації ДНК, патогенні чинники, а також си-
стеми секреції типу ІІІ, IV і VI. Вміст G + C пар в ДНК становить від 52,7 до 
60,6% [11]. Однією з функцій, нещодавно ідентифікованої для системи се-
креції 6 типу (T6 SS) різних бактеріальних таксонів, є секреція антимікроб-
них ефекторів, яка передбачає роль у зв'язку з антибіотиком і в міжбактеріаль-
ній конкуренції [13]. 

Гени, що кодують білки, які визначають патогенність і інші озна-
ки видів роду часто розташовані в плазмідах. Спільним для всіх видів бак-
терій роду Pantoea є наявність гена, виявленного на плазмідах, repA. У виді 
P. agglomerans були ідентифіковані плазміди родини Large Pantoea Plasmids 
(LPP) [25]. Зараз відомо, що ця плазміда спільна для всіх видів. Локуси, які 
кодуються плазмідою, пов'язані з метаболізмом і транспортуванням різних 
цукрів, вуглеводів, амінокислот і органічних кислот, а також асиміляцією не-
органічних йонів, заліза і азоту, стійкістю до антибіотиків і важких металів, 
колонізації господаря, патогенезу. Плазмідні послідовності LPP мають розмір 
від 281 до 794 kb, вносять свій внесок між 5,6% і 12,6% від загального вмісту 
генома, зміст G + C 53,90%, і містять від 238 до 750 послідовностей, що ко-
дують білок, які необхідні для біосинтезу тіаміну. Було показано, що штами, 
позбавлені цієї плазміди, потребують тіамін для подальшого зростання. Гени 
thiOSGF, необхідні для біосинтезу основного кофактора тіаміну. LPP кодує 
велику кількість білків, які зіграли важливу роль в адаптації різних видів бак-
терій роду Pantoea. У плазміді міститься ген crtEYIBZ, його продукти беруть 
участь у продукції каротиноїдного пігменту – зеаксантину. Він захищає мі-
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кроорганізми від ультрафіолетового опромінення [23]. 
Додатковий ген crtX додає диглюкозидну групу до пігменту. Локус 

аscBFG бере участь в транспорті і катаболізмі арбутину, саліцину і целобіози. 
Є локус, відповідальний за транспорт і катаболізм мальтози та мальтодекстри-
ну. Інші локуси пов'язані з транспортом і метаболізмом, включаючи ті, які 
використовуються для синтезу галактану (ganKEFGABCLR). Показано, що 
позбавлені плазміди бактерії не здатні ефективно використовувати ряд вугле-
водних, аміно- і органічних кислотних субстратів, що вказує на роль плазміди 
в метаболічній універсальності цього організму. Наявність генів для адгезив-
них структур на LPP передбачає, що ця плазміда грає роль в прикріпленні і 
збереженні бактерій роду Pantoea в різних екологічних нішах, які вони займа-
ють, включаючи потенційних господарів рослин і комах [25]. 

Більшість штамів P. agglomerans містять також плазміду pPAGA, з по-
слідовністю 2734 пар нуклеотидів. Ця плазміда кодує біосинтез антимікроб-
ного пептиду гербіколіну. Вона має унікальний сайт EcoR1, який зараз вико-
ристовується для вставки плазміди у вектор і отримання генномодифікованих 
ендофітів [6]. У більшості штамів P. аgglomerans була знайдена загадкова 
плазміда рРА3.0. Втрата цієї плазміди не приводить до фенотипових відмін-
ностей у розвитку колоній. Аналіз сайту рестрикції показав у неї наявність 
трьох сайтів рестрикції для PstI і один сайт для кожної ендонуклеази PvuII, 
HincII, BglII, XbaI і BamHI. Повна плазмідна послідовність pPA3.0 складалася 
з 2901 нуклеотидів з вмістом G+C 45,19%. 

Наявність плазмід у цих бактеріях грає ключову роль в адаптації до 
нових екологічних ніш і розвитку їх як патогенів, так і як симбіонтів, про-
моторів росту рослин, сапрофітів, агентів біоконтролю [31]. Але така широ-
ка адаптивна ніша значно впливає на кількість корисних алелей і, ймовірно, 
призводить до збільшення частоти появи шкідливих алелів в геномі. Плазміда 
pPATH пов'язана з вірулентністю P. agglomerans для рослин, штами відрізня-
ються за наявністю цієї плазміди. Щоб визначити наявність або відсутність 
плазміди pPATH серед штамів, проводять ПЛР-аналіз, який націлений на ген 
repA, який кодує білок реплікації плазміди pPATH. Ця плазміда кодує систему 
секреції III типу, а також ферменти для синтезу індоліл-оцтової кислоти, які 
дають здатність цим патогенам інфікувати і індукувати пухлиногенез у рос-
лин [6].

Бактеріофаги є потужним фактором мінливості бактерій. Вони мало до-
сліджені. На данний момент відомими є бактеріофаги LIMEzero і LIMElight у 
P. аgglomerans. Це літичні фаги, які мають дволанцюгові ДНК геноми (43 032 
кб і 44 546 кб,) кодують 57 і 55 відкритих рамок зчитування, мають власну 
РНК-полімеразу [5]. На відміну від «T7-подібних вірусів», ці фаги залежать 
від РНК-полімерази господаря для транскрипції генів. За рахунок цього їх 
необхідно відносити в підродину Autographivirinae до роду «phiKMV-подіб-
них вірусів». Вміст G+C пар у бактеріофага LIMElight і LIMEzero становить 
54,0% і 55,4%. Віріон представляє собою частку з ікосаедричним капсидом 
діаметром 60 нм, коротким хвостовим відростком довжиною 12 нм, та низкою 
хвостових шипів (10х3 нм). Нові частки фага звільняються з клітини через 30 
хвилин у бактеріофага LIMEzero і через 270 хвилин у LIMElight [4]. 
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Секвенування геному LIMElight дозволило виявити одноланцюгові ро-
зриви в деяких місцях, в геномі LIMEzero їх не було виявлено. Два і чотири 
фагоспецифічних промотора були виявлені в геномах LIMEzero і LIMElight. 
Пізня ділянка містить гени, що кодують структурні і лізисні білки. У LIMEzero 
і LIMElight є 16 і 19 ранніх генів, які не мають схожості між собою і не ма-
ють аналогів в базах даних. Ці гени транскрибуються відразу після заражен-
ня і беруть участь в перетворенні господаря. Було встановлено, що ці білки 
адаптують механізм клітин-господарів таким чином захищаючи бактеріофаг 
від механізмів захисту бактерій. Фаги LIMEzero і LIMElight є першими чле-
нами родини Podoviridae, які заражують бактерії цього роду, їх геноми були 
повністю секвеновані [5].

Деякі штами P. agglomerans можуть бути також інфіковані фагами 
Erwinia spp [29]. Такі штами зараз активно використовують під час бороть-
би з Erwinia amylovora, яка викликає опікові захворювання яблунь і груш, 
Agrobacterium tumefaciens та проти Pseudomonas syringae, яка викликає захво-
рювання ячменю за рахунок синтезу 2-аміно-3- пропанол валіну [27]. Pantoea 
agglomerans грає подвійну роль в системі з фагом Erwinia spp. В першу чергу, 
він виконує роль носія, тим самим поширюючи популяцію літичного фагу. 
По-друге, P. agglomerans також є біологічним контрольним агентом, який ко-
лонізує рослину і запобігає подальшій колонізації E. аmylovora. Вплив цьо-
го бактеріофагу на бактерії двоякий: опосередкований фагом перенос генів 
може сприяти збільшенню або втраті вірулентності, активують систему ре-
стрикції – метилування та здатні змінювати резистентність до антибіотиків. 
Також наявність даного фагу може спричинити морфологічні зміни клітин 
P. agglomerans. Дослідження екології збудника захворювань, а також потен-
ційних антагоністів були підґрунтям для розробки нехімічних засобів бороть-
би з хворобами, що зменшує потребу в частому застосуванні антибіотиків, 
таких як стрептоміцин і окситетрациклін, які зазвичай використовуються для 
боротьби з хворобами [29].

Особливості бактерій роду Pantoea з виноградної лози
Методи, засновані на аналізі генів рибосомальної РНК (рРНК), пока-

зали, що філосферна мікробіота є складною і дуже різноманітною [13]. От-
римані бази даних викликають велике хвилювання в зв'язку з перспективою 
рішення давніх питань в області філосферної мікробіології [13].

У листі виноградної лози міститься менше бактерій, ніж в ґрунті, на 
корінні і стеблі. Види роду Pantoea, виділені з виноградної лози зазвичай є ен-
дофітами. Секвенування генів 16S рРНК показало, що виділені бактерії з ли-
стя виноградної лози належали до Pantoea agglomerans [15]. При порівнянні 
звичайних листків лози з листям, що містять бактерії, спостерігалося підви-
щення в 2–2,5 рази активності ліпоксигенази. У порівнянні з листками, що 
не мають бактерій, активність фенілаланін-аміакліази через 6–8 годин була 
приблизно в п'ять разів вищою у листків, що містять P. agglomerans. Індукція 
хітинази штамами була незначною [16]. 

Деякі види також володіють хітинолітичною активністю. Добре відо-
мо, що хітин, який складається із залишків N-ацетилглюкозаміну, зв’язаних 
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β-1,4-глікозидним зв'язком, є основним структурним компонентом більшості 
клітинних стінок грибів. Тому P. agglomerans може бути хорошим протигриб-
ковим засобом [14]. Але деякі штами можуть бути позбавлені хітинолітич-
ної активності. Тоді вони синтезують ендохітинази, які кодує ген chiA. Була 
визначена його повна послідовність, і виведена амінокислотна послідовність 
ферменту, позначена Chia_Entag. Chia_Entag має відкриту рамку зчитування 
з 1 686 нуклеотидів, які кодують білок з 562 амінокислот з молекулярною 
масою 60,880 Да. Ген chiA, який кодує ендохітиназу клонували, секвенува-
ли і експресували в Escherichia coli. Трансформований штам E. coli виявляв 
протигрибкову активність. Проведені дослідження бактеріоциногенності 
P. аgglomerans показали, що бактеріоцини цієї бактерії ефективно лізували 
клітини цілого ряду штамів Agrobacterium tumefaciens, а також багато штамів 
інших канцерогенних бактерій [3]. Виділені штами P. agglomerans показали 
явний антагоністичний ефект проти B. сinerea [7].

Асоціація бактерій роду Pantoea з виноградною філоксерою
Нові дослідження виявили здатність рослинних патогенних бактерій 

використовувати комах як альтернативних господарів, оскільки вони пов'я-
зані з певною рослиною. Зокрема, фітофагові комахи, які часто або періодич-
но живляться на рослинних тканинах, можуть бути колонізовані епіфітними 
або рослинними патогенними бактеріями. Вони часто ігноруються як клю-
чові екологічні учасники, незважаючи на те, що, швидше за все, мають зв'язок 
з фітопатогенними бактеріями, які знаходяться в/або на їх бажаних росли-
нах-хазяїнах [8]. 

Daktulosphaira vitifoliae відноситься до родини Phylloxeridae в надро-
дині Aphidoidea. Цей організм викликає гали, живлячись листям і корінням 
багатьох видів винограду. Виникнення нових і агресивних штамів виноград-
ної філоксери знову викликало інтерес до цієї комахи-шкідника і його еколо-
гії [20]. 

Daktulosphaira vitifoliae – «космополітичний» ендопаразит з виногра-
ду, який індукує збагачені поживними речовинами галли на листках та коре-
нях. Розміри паразиту коливаються від 0,3 мм до 0,8 мм. Випадкове ввезення 
філоксери в Європу і її рослини-господаря Vitis vinifera в 1860-х роках спусто-
шило виноградне виробництво і виноробну промисловість, оскільки європей-
ські сорти винограду не були стійкі до шкідника. Ураження рослин вірусами, 
бактеріями або комахами може призвести до аномального росту тканини і 
зміни зовнішньої морфології через пухлиноподібне утворення галів [8]. 

Зміни в транскриптомі зрілої листової хворої тканини дають підстави 
припустити, що філоксери маніпулюють генами свого виноградного господа-
ря, щоб перепрограмувати свій метаболізм від автотрофного до гетеротроф-
ного типу. 

На листі утворюються невеликі нарости, всередині яких і знаходяться 
виноградні філоксери. У галах є отвір зверху, через який потім комаха вихо-
дить назовні. За один сезон одне потомство філоксери може заражати один 
кущ винограду близько 5 разів, піднімаючись після звільнення з галлів вище, 
і потрапляючи на нове листя. 
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Для пошуку присутності мікроорганізмів в філоксері було застосовано 
молекулярно-біологічні методи. Використовуючи специфічні праймери ПЛР 
на загальній ДНК, екстрагованої з дорослих філоксер, фрагменти бактеріаль-
ного походження ампліфікували, клонували і секвенували. Після аналізу от-
риманих перших послідовностей праймери pagF і pagR були спеціально ро-
зроблені для ампліфікації 16S рДНК P. agglomerans, в результаті чого були 
отримані окремі високоспецифічні фрагменти розміром близько 1000 п.н. 
Для отримання чітко видимих фрагментів потрібно від 35 до 40 циклів. Бак-
терії були виявлені також методом гібридизації in situ [10]. Для з'ясування їх 
функції та передачі специфічні 16S-рДНК-зонди були гібридизовані на ультра 
тонких ділянках дорослих листових філоксер. Сигнали були виявлені всере-
дині слинного насоса комахи, а також в середині яєць, які перебувають в тілі 
комахи [10].

Бактерії роду Pantoea були ідентифіковані у кількох видів популяцій 
філоксери з використанням універсальних праймерів 16S рДНК, а саме у ко-
реневої і листяної. Вони виявили антагоністичні ефекти проти 13 видів грибів 
і семи видів бактерій [15].

Бактерії роду Pantoea були виявлені в яйцях, у дорослих самок і в ткани-
нах уражених листків [20]. Бактерії вважаються «вторинним» ендосимбіон-
том, так як вони слабо асоційовані і не передаються по материнській лінії. 
Точна роль бактерій не ясна, так само як і те, чи є виділені штами специфічни-
ми. В популяціях філоксери винограду, асоційованої з бактеріями, присутня 
незначна генетична варіація. Виноградна філоксера проникає в паренхімато-
зні тканини і через це не потребує синтезу незамінних амінокислот і білків, 
що притаманне для видів, які живляться флоемним соком [10]. Актуальність 
P. agglomerans в цій асоціації залишається неясною, але можуть бути запро-
поновані дві гіпотези. Перша, свідчить про те, що бактерії можуть отриму-
вати «вигоду» за рахунок поліпшення умов життя у викликаних філоксерою 
листових галах, а зараження відбувається випадково, без користі для комахи. 
А друга гіпотеза вказує на те, що стабільна асоціація могла розвиватися між 
бактеріями і Daktulosphaira vitifoliae з плином часу, що призвело до взаємної 
вигоди [20]. 

Але аналізи результатів культивування, проведені in vitro, показали, що 
бактерії повністю життєздатні. Це свідчить про те, що зв'язок між D. vitifoliae 
і P. agglomerans не такий тісний. Були продемонстровані важливі наслідки 
для біології комахи, включаючи вплив на ріст, розмноження та стійкість до 
інших паразитів. Симбіотичні і асоціативні бактерії можуть відігравати важ-
ливу роль в адаптації філоксери до різних рослин-господарів, що призводить 
до утворення нових біотипів. На сьогоднішній день до сих пір не відомо, чи є 
штами P. agglomerans з філоксери специфічними [8].

Бактерії роду Pantoea як ендофіти та епіфіти
Найбільш численними мешканцями філосфери є бактерії роду Pantoea. 

Багато пов'язаних з листям бактерій здатні рости, тобто, розмножуватися, ви-
користовуючи кілька ресурсів, які пропонує листова поверхня. Одним з важ-
ливих чинників ендофітної колонізації є наявність вуглецьвмісних поживних 
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речовин. Бактерії отримують доступ до рослини через рани, що призводить 
до, колонізації або апопласта, або ксилеми, виробництва екзополіцукридів 
[30].

Внутрішнє середовище судин ксилеми виноградної лози є особливою 
екологічною нішею, яка підтримує мікробне співтовариство. Іноді рослин-
ний сік може просочуватися з ран, нанесених під час годування комахами або 
пошкодженням під час морозу. З ран рослини виділяються глюкоза, фруктоза 
і цукроза. Так що такі місця зазвичай мають велику кількість бактерій [13]. 
Але наявність поживних речовин на листках просторово неоднорідна. Бак-
терії зазвичай розташовані не випадковим чином, а локалізовані на жилках, 
продихах і трихомах [15].

Епіфітні популяції для конкурування і полегшення виживання виробля-
ють індоліл-3 оцтову кислоту, яка викликає витік поживних речовин з росли-
ни [23]. Індоліл-оцтова кислота є найбільш поширеним, головним ауксином з 
родини фітогормонів. Вона є ключовим регулятором практично всіх процесів 
росту і розвитку рослин, таких як органогенез, утворення судинних тканин, 
фототропізм і подовження клітин. Низька концентрація екзогенного ауксину 
викликала зростання, тоді як висока концентрація зменшувала ріст бактерії. 
Оскільки бактерії на рослинах часто обмежені поживними речовинами, було 
висунуто припущення, що велика епіфітна придатність штамів, які продуку-
ють індоліл оцтову кислоту, зумовлена підвищеною доступністю поживних 
речовин, викликана сильним витоком цукридів з рослинних клітин [27]. 

Індоліл-оцтова кислота сприяє розрихленню клітинної стінки при дуже 
низьких концентраціях, а екзогенно застосований ауксин стимулює вивіль-
нення цукридів. Поряд з цим індоліл-оцтова кислота також діє як сигнальна 
молекула, яка допомагає розпізнавати рослини мікроорганізмам і пригнічує 
ріст декількох патогенних мікроорганізмів на рослинах [23]. Штами, які про-
дукують індоліл-оцтову кислоту, значно покращують проростання насіння, 
утворення коренів і продуктивність рослини-хазяїна. Леткі речовини, такі як 
2–3 бутандіол і ацетоїн, які продукують бактерії, мабуть, є механізмом, від-
повідальним за стимулювання росту рослин. Було також показано, що бактерії 
роду Pantoea продукують антибіотики і протигрибкові феноли. Наприклад, 
гербіколін, який використовується для лікування яблунь і груш, мікроцин, 
феназин. Синтез каротиноїдів, розташованих в мембрані бактерій, забезпе-
чує стійкість до ультрафіолетового випромінювання, а також від шкідливих 
активних форм кисню. Pantoea agglomerans і близькоспоріднені види Pantoea 
виробляють фітазу, фермент, що руйнує фітат [28]. 

Виявлена здатність бактерій синтезувати сідерофори, які ефективно 
зв'язують залізо. І також виявлено здатність приймати сідерофори, які синте-
зують інші мікроорганізми. Бактерії роду Pantoea здатні конкурувати з інши-
ми мікроорганізмами за рахунок виробництва протимікробних сполук, таких 
як 4-гідроксибензоат і гама-аміномасляна кислота (ГАМК). Отримання екзо-
генного поліцукриду, який вважається основним компонентом бактеріальної 
стінки, під час перебування в агрегатній структурі, може принести користь 
епіфітам в філосфері [18]. З огляду на те, що доступність води, ймовірно, є 
одним з найбільш сильно мінливих факторів на поверхнях листя, екзополі-
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цукрид в агрегатах може захищати бактерії від стресу висихання. Крім того, 
екзогенний поліцукрид захищає від активних форм кисню, які часто зустрі-
чаються в рослинах. Продемонстровано, що агреговані бактерії опирають-
ся окиснювальному стресу краще, ніж планктонні бактерії. Через здатність 
ендофітів розмножуватися усередині рослинної тканини, вони частіше взає-
модіють з господарем, ніж ризосферні бактерії. Ці характеристики роблять 
бактеріальних ендофітів чудовими кандидатами для розробки стратегій у ви-
рощуванні сільськогосподарських культур [16].

Патогенні властивості бактерій роду Pantoea
Патогенні бактерії мають фактори патогенності, які включають систему 

секреції типу III (T3SS), кворум сенсинг і екзополіцукриди (EPS) [17]. 
Система секреції типу III є ключовим фактором вірулентності, що ви-

користовується протеобактеріями, забезпечує транспорт ефекторних молекул 
з цитоплазми бактерії в клітини рослини. Ефекторні білки викликають реор-
ганізацію цитоскелету клітини-господаря, що сприяє проникненню бактерії 
в клітину-хазяїна, а також викликають різні порушення функцій клітин, що 
призводять в підсумку до виникнення патологічного процесу. Цю систему 
ще називають «контакт- залежною», так як секреція ефекторних білків відбу-
вається після контакту бактерії з клітиною-хазяїна. Здатність бактерій розмно-
жуватися усередині їх господарів і індукувати некротичні прояви залежить 
від їх генів hrp, які кодують компоненти T3SS і, ймовірно, вірулентні білки, 
що секретуються через цю систему. Гени hrp пригнічуються, коли бактерії 
культивуються в складних середовищах, але ростуть до високих рівнів, коли 
бактерії ростуть в рослинному апопласті або знаходяться в тісному контакті з 
рослинними клітинами [31]. 

Гени hrp, також експресуються, коли бактерії ростуть в мінімальному се-
редовищі. Цукроза позитивно впливає на експресію гена, в той час як сукци-
нат, цитрат і глутамат її пригнічують. Індукція генів hrp у бактерій відбуваєть-
ся на ранній стадії після контакту з рослиною. Hrp-залежна білкова секреція 
потрібна, також, для виявлення гіперчутливої відповіді у інших рослин, які не 
є хазяїнами. Гіперчутлива відповідь – це запрограмована загибель рослинних 
клітин в місці зараження патогеном. Вона призводить до поліпшення росту 
рослин, підвищенню врожайності і якості за рахунок стимулювання захисної 
реакції [13]. 

Багато бактеріальних білків, які називаються авірулентними (Avr), 
транспортуються всередину клітини рослини через систему секреції Hrp [13]. 
Потрапивши в рослину, вони розпізнаються рослинними білками і можуть 
викликати гіперчутливу відповідь у не хазяйських рослин. На експресію 
генів hrp також впливає pH. Гени hrp найкраще синтезуються при рН близько 
5,5. Загальна роль системи секреції типу III полягає в тому, щоб доставити 
ефекторні білки і фактори патогенності у клітини рослини-хазяїна, які забез-
печують інфікування і розвиток захворювання. Ефекторні білки, вироблені 
системою секреції III типу дуже важливі для забезпечення патогенності у 
фітопатогенних бактерій [13].

Кворум сенсинг необхідний для координації експресії генів в залежності 
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не тільки від умов зовнішнього середовища, а й від щільності бактеріальної 
популяції через необхідність досягти критичної щільності для ефективного 
поширення. Таким чином бактерії роду Pantoea регулюють синтез антибіо-
тиків, рівень метаболізму і, навіть, поведінку популяцій. Для підтримки 
кворум сенсингу бактерії постійно виробляють і виділяють у зовнішнє се-
редовище специфічні сигнальні молекули. Бактерії роду Pantoea виділяють 
сигнальну речовину ацил-гомосерин-лактон [21]. Коли його концентрація в 
середовищі досягає «порогового» значення (це відбувається при високій щіль-
ності популяції), в бактеріальних клітинах активується регуляторний білок. 
Також сигнальні молекули можуть активно пригнічувати імунну відповідь 
рослин. Гени pagRI, необхідні для виробництва ацил-гомосерин-лактонового 
аутоіндуктора PagI і регулятора транскрипції PagR, беруть участь у регуляції 
генів екологічної придатності і вірулентності у бактерій різних видів Pantoea. 
Продемонстровано, що P. agglomerans викликає гали, виробляючи індоліл-о-
цтову кислоту [11]. 

Оскільки патогенні бактерії існують як популяції, члени яких виявля-
ють різну ступінь вірулентності, інтеграція генетичних, еволюційних і епі-
деміологічних досліджень може дати важливу інформацію про походження 
та розповсюдження бактеріальних захворювань. В останні роки ряд розробок 
поліпшив можливості для проведення комплексних досліджень, можливо, го-
ловним з них є збільшення швидкості і зниження витрат часу на визначення 
нуклеотидної послідовності. Генерація великих обсягів даних послідовно-
стей, в поєднанні з розробкою нових аналітичних методів, обіцяє краще ро-
зуміння складнощів еволюції бактеріальних популяцій [11].

Методи виділення бактерій роду Pantoea
Ідентифікація фітопатогенних бактерій видів роду Pantoea ускладнена 

через високий ступінь фенотипової подібності між видами цього роду і родини 
Enterobacteriaceae [11]. Хоча фізіологічні характеристики дають уявлення про 
те, яка потенційна метаболічна диференціація могла статися під час видоут-
ворення, можуть виникати невідповідності через диференціальну експресію 
генів у різних ізолятів або регуляцію експресії в певних середовищах. Види 
Pantoea зазвичай характеризуються по морфології колоній, фізіологічних і 
біохімічних реакціях, а в деяких випадках – аналізу спектру жирних кислот 
або хінону. Однак цей підхід виявився ненадійним, оскільки ідентифікація, 
заснована виключно на фенотипових характеристиках, призвела до помилко-
вої ідентифікації багатьох штамів, що належать комплексу «Erwinia herbicola 
– Enterobacter agglomerans» [31]. 

Для міжвидових порівнянь набір генів бактерій роду Pantoea (розра-
хований з 21 генома) складається з 1862 генів. Види роду фенотипово тіс-
но пов'язані, що ускладнює швидку ідентифікацію штамів роду Pantoea на 
рівні видів. З труднощами, які раніше виникали при диференціації видів роду 
Pantoea, як фенотипово, так і філогенетично і грунтуючись на секвенуванні 
16S рРНК, штами зазвичай можуть бути віднесені до роду Pantoea, але часто 
не до конкретних видів [12].

Секвенування гена 16S рРНК зазвичай використовується при іден-

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА БАКТЕРІЙ РОДУ PANTOEA 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 6–25



18

тифікації бактеріальних видів і вважається стандартним елементом опису 
бактеріальних таксонів. Однак послідовності 16S рРНК занадто висококон-
сервативні, щоб надійно диференціювати близькі види, як це має місце в да-
ному роді [26]. Однак з часом, коли різноманітність досліджуваних зразків 
збільшилася, стало зрозуміло, що тільки одна послідовність гену 16S рРНК 
не забезпечує достатніх філогенетичних даних. Тому для отримання повного 
дерева були застосовані більш надійні підходи до філогенетичного аналізу, а 
саме метод мультилокусного секвенування генів (MLSA) [16]. 

Неповні послідовності генів, що кодують білок, виявилися необхідними 
для ідентифікації видів і філогенетичних маркерів в родині Enterobacteriaceae. 
З цією метою були оцінені такі гени: rpoB, infB, groEL; gyrB, tuf і atpD, carA 
і recA. Результати показали, що вони надійніші, ніж послідовності генів 16S 
рРНК для ідентифікації видів і для визначення внутрішніх і деяких міжви-
дових зв'язків. Дані послідовності мають розмір: gyrB (742 bp), rpoB (637 
bp), atpD (657 bp) та infB (615 bp). Ці гени кодують ДНК-гіразу, субодиницю 
РНК-полімерази β, субодиницю АТФ-синтази β і фактор ініціації трансляції. 
Отже, MLSA неповні нуклеотидних послідовностей генів gyrB, rpoB, atpD та 
infB може використовуватися для класифікації, ідентифікації та філогенетич-
ного аналізу штамів роду Pantoea [28].

Завдяки мультилокусному аналізу послідовностей виявлено, що різні 
типи штамів P. agglomerans тісно пов’язані і мають подібну специфічність 
і вірулентність. Важливо, що стійкість до фосфоміцину спостерігалася для 
всіх штамів P. agglomerans, але не для інших видів, і, таким чином, може бути 
корисним і простим методом для ідентифікації. Мультилокусне секвенуван-
ня білок-кодувальних генів виступає як додатковий аналіз для ідентифікації 
P. agglomerans і для характеристики нетипових штамів [16].

Особливості використання бактерій роду Pantoea 
Патогенні властивості цієї бактерії врівноважуються неймовірно кори-

сними рисами, виявленими у P. agglomerans, і близькородинних видів цього 
роду [19].

Бактерії роду Pantoea, ізольовані з рослин, володіють багатьма корисни-
ми рисами, які можуть бути використані для профілактики і лікування захво-
рювань людини і тварин, боротьби з патогенами рослин, стимулювання росту 
рослин і біоремедіації навколишнього середовища. P. agglomerans успішно 
використовується для боротьби з Rhizopus stolonifer і Monilinia laxa. Виробляє 
ряд антибіотиків, які можна використовувати для боротьби з патогенами рос-
лин, захворюваннями тварин і людини. Ліпополіцукрид з низькою молекуляр-
ною масою, виділений з P. agglomerans демонструє ряд лікувальних власти-
востей. Наприклад, ліпополіцукрид представляє собою компонент ліків, які 
потенційно можуть вилікувати рак. Його також використовують в розробці 
ліків від малярійного плазмодію. [19]. Були зроблені успішні спроби засто-
сувати стратегію паратрансгенеза, в якій бактеріальні симбіонти генетично 
сконструйовані для експресії і секреції білків проти малярійного плазмодія. 
Використання як агента біоконтролю дозволяє знизити дози пестицидів, бу-
дучи екологічно чистим процесом [9]. 
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Узагальнення
Роль виділених з виноградної лози бактеріальних видів двояка. Вони 

можуть супроводжувати патогенні бактерії і викликати різноманітні захво-
рювання винограду. Також викликати серйозні захворювання людини. Не ви-
падково, що багато хто з найбільш ефективних агентів біоконтролю хвороб 
рослин також є потенційними патогенами людини. Вони дуже активно конку-
рують за поживні речовини і можуть продукувати протимікробні метаболіти 
і самі по собі можуть бути стійкими до деяких антибіотиків. Виживання при 
захисних реакціях рослини може зробити ендофітні популяції бактерій стій-
кими до захисту організму людини [30]. 

До корисних властивостей можна віднести синтез антибіотиків і також 
прояв антипроліферативної активності проти пухлинних клітин людини. Для 
цього використовують низькомолекулярний ліполіцукрид з P. agglomerans. 
Ще однією позитивною якістю є сприяння зростанню рослин різними ме-
ханізмами. Сюди можна віднести виділення екзополіцукридів, синтез ін-
доліл-оцтової кислоти. Також деякі штами P. agglomerans використовують 
для боротьби з малярійним плазмодієм. Крім того, бактерії роду Pantoea во-
лодіють унікальною здатністю до біодеструкції, включаючи гербіциди та інші 
токсичні сполуки, що відкриває перспективи для розробки і комерціалізації 
корисних продуктів. Проте потрібно зважати на велику невизначеність щодо 
асоціації цих бактерій з хазяїном і патогенетичними властивостями окремих 
штамів. 

Також вони здатні пригнічувати ріст багатьох патогенних та шкідливих 
бактерій. Однак, комерційна реєстрація продуктів біоконтролю P. agglomerans 
ускладнена, тому що цей вид в даний час зазначений як організм біологіч-
ної безпеки 2 (BL2) через клінічні повідомлення як опортуністичний патоген 
людини [28]. Незважаючи на доведену патологічну роль P. agglomerans при 
виникненні захворювань алергічного і імунотоксичного тла і випадкових ін-
фекцій, корисні риси цього роду Pantoea мають велике значення для потен-
ційного використання в багатьох областях біотехнології [14].
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ХАРАКТЕРИСТИКА БАКТЕРИЙ РОДА PANTOEA 

Реферат
В обзоре представлены данные современных источников литературы о бак-
териях рода Pantoea. Приведены общие культуральные, биохимические и 
морфологические свойства бактерий данного рода. Детально рассмотрены 
геном и генетические элементы, их влияние на рост и поведение микроор-
ганизмов. Также описана ассоциация бактерий этого рода с Daktulosphaira 
vitifoliae – вредителем винограда, и рассмотрено возможное влияние бакте-
рий на виноградную филлоксеру. Рассмотрены эндофитные и эпифитные 
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свойства и особенности представленных видов. Описаны патогенные свой-
ства и особенности выделения бактерий рода Pantoea agglomerans. Приве-
денные примеры практического использования данных бактерий.

Ключевые слова:  бактерии рода Pantoea, виноградная лоза, Daktulosphaira 
vitifoliae.
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CHARACTERISTICS OF BACTERIAL GENUS PANTOEA
 
Summary
The review presents data according to the modern sources of literature data 
about bacteria of the genus Pantoea. The general cultural, biochemical and 
morphological properties of bacteria of this genus are presented. The genome and 
genetic elements, their influence on the growth and behavior of microorganisms 
are considered in detail. It also describes the association of bacteria of this genus 
with Daktulosphaira vitifoliae, a pest of grape, and examines the possible effects 
of bacteria on grape phylloxera. The endophytic and epiphytic properties and 
features of the presented species are illuminated. Pathogenic properties and the 
features of isolation of bacteria of the genus Pantoea agglomerans are considered. 
The examples of practical use of bacteria data are given.

Key words:  genus of bacteria  Pantoea, grape, Daktulosphaira vitifoliae.
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VARIABILITY OF CAROTENOID-SYNTHETIC STRAINS 
STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912 AFTER DEEP 

CULTIVATION AND STORAGE

Aim. To determine the variability of the trait of carotenoids biosynthesis in two 
mutant strains Streptomyces globisporus 1912 after deep cultivation and storage. 
Relevance. Study of the spontaneous variability of strains-producers of carotenoids 
after deep cultivation and long-term storage is necessary for understanding the 
mechanisms of intrapopulation inheritance and the possibility of their control. 
Methods. Visually the analysis of phenotype of streptomyces colonies, statistical 
analysis was performed with Windows Software Excel 2007. Results. The 
appearance of non-productive/non-active variants (yellow, creamy and colorless) 
in populations of strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt after 
cultivation in corn-soy liquid medium was 10-3 and 10-2, at 1–2 orders of magnitude 
higher than their standard cleavage with frequent transplantation of subcultures. 
The variability during storage had high indexes, which were dependent on storage 
temperature. Non-productive variants of strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 and 
S. globisporus 7Crt at storage temperature of 4 °C were about 50% and 10% 
of the population, respectively. There were near 10% non-active colonies in the 
population of strain S. globisporus 4Lcp-Hp7, and 20–30% ones in the case strain 
S. globisporus 7Crt at storage temperatures of 21 °C and 28 °C. After one-year 
storage near 52% and 66% colonies of the populations of lyophilized cultures 
S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt supported the high level of 
synthesis of corresponding carotenoids. Conclusions. It has been shown, that the 
trait of carotenoids biosynthesis in the mutant strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 
and S. globisporus 7Crt was showing variability with the high frequency after 
deep cultivation (10-3 and 10-2 non-active colonies) and during long storage on 
slants and in lyophilized state (10–50%).
Key words:  Streptomyces, carotenoid biosynthesis, variability, storage.

© С. Л. Голембіовська, Т. В. Дворник, Л. В. Поліщук, Б. П. Мацелюх, 2018

The variability of microorganisms is a result of changes in a cell under the 
influence of endo- and exogenous factors. This term is used to detect the changes 
of a trait in populations. The variability is determined by the high frequency of 
variants, which differ from the typical ones with respect to the total number of 
tested units, in particular, sown bacteria in vitro. The reasons of variability in the 
population can be the substrate deficiency, the deactivation of synthesis enzymes, a 
cryptic form of a gene or its defects.
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Our work is devoted to the variability of the trait of carotenoids biosynthesis 
in two mutants of strain Streptomyces globisporus 1912. Founded in 1998 the 
collection of carotenoid-synthetic mutants today includes about two dozen of 
mutant strains. The sequences of the crt-genes of one of the collection strain were 
presented in the NCBI database (Accession number KM349312) [10]. Mutant strains 
S. globisporus 4Lcp-Hр7 and S. globisporus 7Crt are the leaders of the collection 
by biotechnological characteristics. They are characterized by high productivity and 
stability of carotenoid biosynthesis in compared with other strains of the collection. 
The standard cleavage with the formation of non-active variants at constant work 
with fresh 7–10 day-old cultures S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt 
on corn-soy agar has been 10-5 and 10-3, respectively, that we have researched 
earlier [6, 9, 13]. Also, the addition of bacteria biomass of researched strains into 
the diet of oviparous hens has contributed to their productivity and improvement of 
physiological parameters [4].

Unfortunately, the researched strains can maintain stable values of spontaneous 
variability only with frequent transplantation of the subcultures. Deep cultivation, 
long-term storage, and lyophilization have contributed to the accumulation of 
a large number of non-active colonies in populations of strains. The variability 
indicators were different and differed from the standard ones. Therefore, in order 
to understand the mechanisms of intrapopulation inheritance of the carotenoid 
biosynthesis trait during long-term storage and the possibility of its control in deep 
cultivation, the actual tasks were to study the indices of spontaneous variability in 
strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt in the named processes.

The aim of study was to determine the variability of the trait of carotenoids 
biosynthesis of strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt in the 
processes of deep cultivation and storage. The objectives of the study were to 
determine: 1) spontaneous variability frequency of strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 
and S. globisporus 7Crt after cultivation in a corn-soy liquid medium; 2) variability 
indexes of researched strains after 3 and 6 months storage on corn-soy slants; 3) 
variability indexes of carotenoids strains-producers after a year of storage in the 
freeze-dried state. 

Materials and Methods
Carotenoid-producing strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 

7Crt were used in the work (Fig. 1). Strain S. globisporus 4Lcp-Hp7 accumulates 
carotenoid lycopene, 50+2.5 mg/l [9, 13]. Strain S. globisporus 7Crt synthesizes a 
mixture of carotenoids of lycopene and beta-carotene, 35+2.0 mg/l [6, 13].

Mediums and growth conditions. Bacteria cultures of researched strains were 
grown on a corn-soy medium, (g/l): corn flour 20.0; soybean flour 10.0;  NaCl 5.0;  pH 
7.0. Faybich's medium for the lyophilization of the samples contained 10% sucrose 
and 2% gelatin. The solutions of sucrose and gelatin were separately sterilized and 
then were mixed in appropriate proportions. Agar-agar content for solid mediums 
has been 15,0 g/l. The level of pH was been correcting by hydrochloric acid and 
sodium hydroxide. Sterilization was at t 120 °C, for 30 min.

The analysis of the variability of researched strains. Carotenoids lycopene 
and beta-carotene are pigments, the presence of their synthesis is visible by a naked 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 26–35

МІНЛИВІСТЬ КАРОТИНСИНТЕЗУВАЛЬНИХ ШТАМІВ STREPTOMYCES GLOBISPORUS ...



28

eye. Their accumulation appears in the coloration of mycelium. The synthesis of 
lycopene by strain S. globisporus 4Lcp-Hp7 is morphologically manifested the 
staining of mycelium by pink color (Fig. 1A). The accumulation of mixture of 
lycopene and beta-carotene stains colonies of strain S. globisporus 7Crt by orange 
color (Fig. 1B). Amount of carotenoids accumulation is proportional to the saturation 
of colony color. Cream and yellow colonies of researched strains accumulate 
corresponding carotenoids in smaller quantities than productive variants, whereas 
colorless ones have not synthesized carotenoids [13]. Given the biotechnological 
perspective of the strains, colonies with color intensity lower than of productive 
ones were considered non-productive/non-active analogically of colorless.

Fig. 1. Five-day colonies of S. globisporus 4Lcp-Hp7 (A) and
 S. globisporus 7Crt (B) on corn-soy agar with standard cleavage

Washed mycelium off the surface of slants and suspensions after cultivation 
in a liquid medium were used for research. Suspensions with mycelium of strains 
were being homogenized, were being filtered and were being sown in dilutions on 
the surface of the corn-soy agar in Petri dishes. Cultures were incubated at t 28 °C for 
4–7 days, under dark conditions (thermostat). Activity of carotenoids biosynthesis 
was analyzed visually according to the intensity of colony staining. Calculation of 
the number of colonies was done by the traditional way of enumerating CFUs. The 
variability frequency of carotenoids biosynthesis of researched strains was made on 
the basis of calculation of unproductive variants among the total number of tested 
colonies. Statistical analysis was performed with Windows Software Excel 2007. 

The storage. Carotenoid-synthetic mutants every three or six months were 
transferred to fresh slants with corn-soy agar (tubes 20х150). Cultures of cells were 
washed off from the surface of agar-medium by sterile distilled water and were 
transferred by sterile pipettes to slants with fresh nutrient agar-medium and were 
incubated under thermostat conditions at t 28 °C, for 7 days. Half of the duplicated 
subcultures were filled up with sterile mineral oil. Studied storage temperatures 
were 4 °C in the refrigerator, 21 °C at room temperature and 28 °C under thermostat 
conditions. The periods of storage were 3 and 6 months. The percentage of active 
variants in bacteria populations of researched strains during storage for 3 and 6 

А В
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months was calculated based on the data of last 4 and 6 years, respectively. 
Methods of lyophilization described in the literature were used for freeze-

dried researched strains [5]. Biomasses of cultures were mixed with protective 
medium and obtained suspensions were carried into ampoules (V 10 ml) of 1 ml 
(109–1010 CFUs) in each one. The samples were lyophilized at 40 °C, were dried, 
were sealed and were stored away from direct light at 21 °C. After one year of 
storage sterile distilled water was added to the material in ampoules to the level of 
V 1ml. The obtained suspension was poured by pipette into the liquid medium with 
the volume of 9 ml and was cultured at 240 rpm, 28 °C for 2 hours for adaptation. 
After that, the cultures were sown in dilution on the surface of the nutrient agar 
in Petri dishes and grown. The material from each ampoule of identical cultures 
(3pcs) was counted separately.

Results and Discussion
The variability of researched strains after cultivation in liquid medium.  

Selected cultures of producers S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt 
with early and intensive carotenoids synthesis has been used for deep cultivation. 
The variability of carotenoids producers before deep cultivation in the liquid 
medium was standard. The yield of carotenoids from strains S. globisporus 
4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt after cultivation in the liquid medium was 
41+2,0 mg/l and 29+1,5 mg/l, respectively. The productivity of strains was 
decreasing by almost 20%. Non-active variants in bacteria populations of strains 
S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt were accumulating with 
the frequency of 10-3 and 10-2, respectively (Fig. 2). The variability of the trait 
of carotenoids biosynthesis of researched strains under cultivation in the liquid 
medium was on 1–2 orders of magnitude higher of standard cleavage that was the 
reason of decrease of yield of carotenoids.

Fig. 2. Five-day colonies S. globisporus 4Lcp-Hp7 (A) and 
S. globisporus 7Crt (B) after cultivation in liquid medium 

ВА

Reduction of oxygen access under liquid cultivation conditions is probably 
one of the reasons of cleavage of the researched phenotypic trait in strain 
populations. In particular, the growth of strains has been accompanied by rapid 
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absorption of oxygen under liquid cultivation conditions. In particular, the amount 
of dissolved oxygen after 17 hours of cultivation has been 7+1% at the initial 70%. 
The frequency of mixing has been 200 rpm and volume of supplied air has been 
3.5V/Vs. In literature the cases of increasing of cleavage in the process of liquid 
cultivation conditions due to lack of oxygen have been describing. The need of 
oxygen is described for the processes of accumulation of carotenoids in fermentation 
conditions for fungi [1, 16].

The variability of the trait of carotenoid biosynthesis of strains after storage 
on nutrient slants. All carotenoid-synthetic mutants at first years after obtaining 
were storing in the refrigerator at t 4 °C, which as it turned out later contributed 
to the accumulation of non-active variants. It was suggested that the storage 
temperature can influence their variability. It  was decided to research cleavage of 
producer cultures after 3 and 6 months of storage at t 4 °С, 21°С and 28 °С with the 
protective coating (mineral oil) of air mycelium of strains on slants and without it. 
The results are shown in Figure 3.

Fig. 3. The percentage of active colonies of strains S. globisporus 4Lcp-Нр7 (A) 
and S. globisporus 7Crt (B) during storage

А

В

As a result of the studies, it was noted the absence of a fundamental difference 
in results of storage «without» and «with a protective coating», except for slants at t 
28 ºС. The cultures were drying up completely on the slant surface at t 28 ºС after 6 
months of storage without the use of mineral oil. Also, the variability of carotenoids 
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producers S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt differed depending on 
storage temperatures. The most negative index at t 4ºС during 6 months of storage 
was for strain S. globisporus 4Lcp-Hp7. The percentage of productive/active 
colonies from strain S. globisporus 4Lcp-Hp7 at t 4 ºC was 90+7% and 58+6% for 
3 and 6 months of storage, respectively. The cleavage of the strain S. globisporus 
7Crt at t 4 °C was a lower, 96+4% 89+3% after 3 and 6 months storage, respectively.

The variability of the trait of carotenoids biosynthesis of strain S. globisporus 
4Lcp-Hp7 at t 21 °C and 28 °C was slightly lower than at 4 °C. Active colonies 
in populations of strains were 90%, whereas the number of same colonies at high 
temperatures from S. globisporus 7Crt has varied in a range of 70–80%. That is, a 
room temperature of 21 °C is permissible for storage of the strain S. globisporus 
4Lcp-Нр7. In the literature it is noted the data of storage of carotenoids producers 
at high temperatures, for example for Blakeslea trispora [2]. 

 After storage, carotenoid-synthetic mutants have been transferring to slants 
with optimal medium for producers several times with weekly intervals [9, 13]. 
Frequent transferring of subcultures contributes to the stabilization of carotenoid 
biosynthesis. One of the reasons for the accumulation of non-productive variants 
at the long-time storage can be the exhaustion of medium components  necessary 
for the formation of carotenoids. Therefore, the variability of carotenoids producers 
during storage for 6 months was higher than in the course of 3 ones.

Тhe variability of lyophilized cultures S. globisporus 4Lcp-Hp7 and 
S. globisporus 7Crt. The ampoules of lyophilized samples were left to stand for 
1 hour with distilled water as in standard methods [5]. It this case, cultures by 
microcolonies was germinating for 7–10 days on agar- medium in Petri dishes, 
whereas by a rule, their growth can be observed on the second day of growing. 
Therefore, lyophilized cultures were cultured in liquid medium for 2 hours to 
adaptation. The survival of lyophilized cultures for 1-year storage has not decreased, 
although cleavage of researched strains was huge. The percentage of colonies with 
biosynthesis of corresponding carotenoids from strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 
and S. globisporus 7Crt were 52+2% and 66+2%, respectively. It is known that 
lyophilization processes have an effect on the viability and enzymatic properties 
of microorganisms [5]. High indexes of variability of lyophilized cultures of 
carotenoids producers can be the result of inhibition of carotenoids biosynthetic 
enzymes in the processes of lyophilization.

The variability of non-active variants of researched strains. The study of the 
variability of inactive variants has been carried out in order to exclude modification. 
Arbitrary variants from bacteria populations of researched strains were selected 
for the analysis. The appearance of colored colonies from colorless ones was not 
observed among thousands checked for both strains. Productive colonies were 
not accumulating in bacteria populations low-active colonies (cream and yellow) 
among thousands checked at pH 6-7 but were watched at pH 8. The frequency of 
appearance of pink and orange colonies from low-active variants of researched 
strains was 10-2 for both ones (Fig. 4). Also, the colonies with lycopene biosynthesis 
(pink) were accumulating in the bacteria population of low-active variants of strain 
S. globisporus 7Crt with the frequency of 10-1. The pH level of the medium has 
stimulated their formation. It is known the lycopene is a precursor of beta-carotene. 
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The beta-carotene biosynthetic enzyme (lycopene cyclase) at pH8 is inhibited and 
does not create beta-carotene from lycopene, which contributes to the accumulation 
of last one. The biotechnological method as the change of the pH level is using to 
accumulate lycopene in fungi [3]. 

Fig. 4 The cleavage of low-activity colonies of strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 (A) and 
S. globisporus 7Crt (B), pH 8.0

А В

Today, crt-genes for some Streptomyces have been registered in the 
bioinformational databases GenBank, KEGG, and the others. The expression of 
crt-genes in S. setonii and S. griseus IFO13350 is controlled by the crtS gene, the 
product of which is a stress-sensitive sigma-like factor. Expression of crt-genes in 
S. coelicolor A3 (2) is controlled by a photosensitive cluster of lit-genes. The 
products of genes crtS and litS initiate the transcription of crt-operon in these 
Streptomyces [7, 8, 14].

According to the literature, amount of carotenoids accumulation for the most 
Streptomyces are very low and are measured in µg/L. The exception is the strain 
S. rimosus, which synthesizes lycopene 230 mg/L [15].  The yield of carotenoids 
from mutant strains S. globisporus is lower than from S. rimosus. Their productivity 
depend on the stability of inheritance of carotenoids biosynthesis. The stability of 
a feature of the carotenoids biosynthesis, in turn, depends on the components of 
medium, temperature, pH and storage conditions. On the other hand, the cause of 
strains variability with carotenoids biosynthesis is considered to be the localization 
of a cluster of crt-genes in the regions of terminal inverted repeats (TIR) of 
chromosome, which leads to increased mutagenicity and elimination of gene [10, 
12, 14].  Also, the formation of Streptomyces colonies after homogenization is the 
result of random breaks of mycelium, which increases the likelihood of creating a 
colony with different genetic material. This, in turn, affects the composition of the 
synthesized metabolites in separated colonies. Also, according to the latest data of 
regulation of interactions in microorganisms [11, 17], the accumulation of non-
active colonies may even be necessary to support the variants with carotenoids 
biosynthesis.

It has been shown, that the trait of carotenoids biosynthesis in the mutant 
strains S. globisporus 4Lcp-Hp7 and S. globisporus 7Crt was showing variability 
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with high frequency after deep cultivation (10-3 and 10-2 non-active colonies) and 
during long storage on slants and in lyophilized state (10–50%).
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ИЗМЕНЧИВОСТЬ КАРОТИНСИНТЕЗИРУЮЩИХ 
ШТАММОВ  STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912 

ПОСЛЕ ГЛУБИННОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
И ХРАНЕНИЯ

Реферат
Цель. Определить изменчивость признака биосинтеза каротиноидов у двух 
мутантных штаммов Streptomyces globisporus 1912 в условиях глубинного 
выращивания и после хранения. Актуальность. Изучение спонтанной из-
менчивости штаммов-продуцентов каротиноидов после глубинного  куль-
тивирования и длительного хранения необходимо для понимания механизмов 
внутрипопуляционного наследования и возможности их контроля. Методы. 
Визуальный анализ фенотипа колоний стрептомицетов, статистический 
анализ проводили с помощью Windows Software Excel 2007. Результаты. 
Появление непродуктивных/неактивных вариантов в популяциях штаммов 
S. globisporus 4Lcp-Hp7 и S. globisporus 7Crt после выращивания в жидкой 
кукурузно-соевой среде составляло 10-3 и 10-2, что на 1–2 порядка выше их 
стандартного расщепления при частых пересевах субкультур. Изменчи-
вость  изучаемого признака в результате хранения зависела от темпера-
туры. Непродуктивные варианты у штаммов S. globisporus 4Lcp-Hp7 и 
S. globisporus 7Crt при температуре хранения  4°С составляли около 50% и 
10% популяции, соответственно. При температурах хранения 21 °C и 28 
°C у популяции штамма S. globisporus 4Lcp-Hp7 таковых накапливалось до 
10%, тогда как у штамма S. globisporus 7Crt – 20–30%. После года хра-
нения около 52% и 66% колоний популяции лиофилизированных культур S. 
globisporus 4Lcp-Hp7 и S. globisporus 7Crt поддерживали высокий уровень 
синтеза соответствующих каротиноидов. Выводы. Установлено, что при-
знак биосинтеза каротиноидов у мутантных штаммов S. globisporus 4Lcp-
Hp7 и S. globisporus 7Crt проявляет изменчивость с высокой частотой как 
после глубинного культивирования (10-3 и 10-2 неактивных колоний), так и  
после длительного хранения на косяках и в лиофилизированном состоянии 
(10–50%).

Ключевые слова:  Streptomyces, биосинтез каротиноидов, изменчивость, 
хранение.
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МІНЛИВІСТЬ КАРОТИНСИНТЕЗУВАЛЬНИХ 
ШТАМІВ  STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912 

ПІСЛЯ ГЛИБИННОГО ВИРОЩУВАННЯ 
ТА ЗБЕРІГАННЯ

Реферат
Мета. Визначити мінливість ознаки біосинтезу каротиноїдів у двох му-
тантних штамів Streptomyces globisporus 1912 в умовах глибинного виро-
щування та після зберігання. Актуальність. Вивчення спонтанної мінли-
вості штамів-продуцентів каротиноїдів після глибинного культивування 
та довготривалого зберігання необхідно для розуміння внутрішньопопуля-
ційних механізмів успадкування та можливості їхнього контролю. Мето-
ди. Візуальний аналіз фенотипу колоній стрептоміцетів, статистичний 
аналіз проводили з використанням Windows Software Excel 2007. Резуль-
тати. Поява непродуктивних/неактивних варіантів у популяціях штамів 
S. globisporus 4Lcp-Hp7 і S. globisporus 7Crt після вирощування в рідкому 
кукурудзяно-соєвому середовищі становила 10-3 та 10-2, що на 1–2 поряд-
ки вище за їх стандартне розщеплення при частому перевиванні субкуль-
тур. Мінливість досліджуваної ознаки в результаті зберігання залежала 
від температури. Непродуктивні варіанти штамів S. globisporus 4Lcp-Hp7 
і S. globisporus 7Crt при температурі зберігання 4 °С становили біля 50% 
і 10% популяцій, відповідно. За температурах зберігання 21°C та 28 °C в 
популяції штаму S. globisporus 4Lcp-Hp7 таких накопичувалося до 10%, в 
той час як у штаму S. globisporus 7Crt – 20–30%. Після року зберігання біля 
52% та 66% колоній популяції  ліофілізованих культур S. globisporus 4Lcp-
Hp7 та S. globisporus 7Crt підтримували високий рівень синтезу відповідних 
каротиноїдів. Висновки. Встановлено, що ознака біосинтезу каротиноїдів у 
мутантних штамів S. globisporus 4Lcp-Hp7 та S. globisporus 7Crt проявляє 
мінливість з високою частотою як після глибинного культивування (10-3 та 
10-2 неактивних колоній), так і після довготривалого зберігання на скошених 
агаризованих поверхнях та у ліофілізованому стані (10–50%).

Ключевые слова:  Streptomyces, биосинтез каротиноидов, изменчивость, 
хранение.
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EFFECT OF LACTOBACILLUS PLANTARUM 
ON GROWTH CHARACTERISTICS OF WHEAT 

IN HYDROPONICS AND SOIL 

The aim was to study the effect of Lactobacillus plantarum on germination and 
some growth characteristics of wheat Triticum aestivum L. in hydroponics and 
soil under greenhouse and field conditions. Materials and Methods. Strains of L. 
plantarum, their mixtures in a ratio 1:1 had been prepared immediately before the 
experiment, as well as mixed cultures of these strains which had been cultivated 
together for at least one week and re-inoculated every two days were used. Before 
grounding, seeds were inoculated with lactobacilli (in concentrations 1%, 0.1%, 
0.01%, 0.001%, 0.0001%, 0.00001%) for an hour. Seed germination, length of 
the roots and height of the seedlings were calculated as means with standard 
errors or confidential intervals. Results. Treatment of wheat seeds with individual 
L. plantarum ONU 12, L. plantarum ONU 311, L. plantarum ONU 355 strains, 
their mixed cultures grown together and mixtures has increased seed germination 
in 6.0–40.0% depending on the conditions of germination and inoculum 
concentration. Under conditions of hydroponics and soil in the greenhouse the 
best results were shown by inoculums in  concentration 103–106 CFU/ml, and 
under field conditions – in concentration 102–104 CFU/ml. Mixtures and mixed 
cultures of L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 311 and L. plantarum 
ONU 12 + L. plantarum ONU 355 formed developed biofilms on roots of wheat 
seedlings. Mean height of seedlings increased in 8.0–41.0%, and the length of the 
roots increased by 2.4 times in hydroponics and in 6.8 –64.5% in soil. Conclusion. 
The mixtures and mixed cultures of bacteria L. plantarum ONU 12 + L. plantarum 
ONU 311 and L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 355 could stimulate 
wheat  germination and growth and can be used for development of plant growth 
promoting bacterial preparations.

Key words:  Lactobacillus plantarum, biofilm, inoculum, wheat, growth 
characteristics, hydroponics.

Modern agriculture experiences the increasing need for environmentally 
friendly biological preparations. Lactic acid bacteria, in particular lactobacilli, are 
famous for a wide range of antagonistic properties [1; 5; 9; 11; 16], as well as their 
ability to stimulate plant growth [3; 4; 8; 13; 15] due to the synthesis of hormones 
or precursors of growth-promoting hormones [7].

In particular, wheat growth stimulation with the help of biological preparations 
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might be possible not only in field conditions, but also in hydroponics, including 
the future possibility of cultivating wheat in artificial conditions, including space 
stations [12; 14].

Previous studies conducted on wheat seedlings in moist chambers, 
demonstrated high stimulatory effect of L. plantarum strains on germination 
and growth characteristics of seedlings [3], however further investigations under 
conditions more close to natural were needed. 

The aim of this work was to study the effect of bacteria L. plantarum on 
germination and some growth characteristics of wheat Triticum aestivum L. in 
hydroponics and soil under greenhouse and field conditions.

Materials and Methods 
In this investigation, stimulatory activity of the next bacterial strains from 

the collection of the Department of Microbiology, Virology and Biotechnology 
of Odesa National I. I. Mechnykov University (ONU) was studied: L. plantarum 
ONU 12, L. plantarum ONU 311, L. plantarum ONU 355; a mixture of strains 
L. plantarum ONU 12, L. plantarum ONU 311, L. plantarum ONU 12, L. plantarum 
ONU 355 and mixed cultures of L. plantarum ONU 12, L. plantarum ONU 355 
and L. plantarum ONU 12, L. plantarum ONU 311. All L. plantarum strains were 
originally isolated from grapes and stored at – 80 °C in 20% glycerol.

Lactobacilli were grown for 24 hours in a liquid MRS medium [6] at 
37 ºС. Daily cultures of lactobacilli at the concentration of 108 CFU/ml were used 
to prepare the dilutions: 1%, 0.1%, 0.01%, 0.001%, 0.0001%, 0.00001%.

A mixture of strains was created by mixing the overnight cultures of different 
strains of lactobacilli in a ratio 1:1 and immediately used in the experiment (for 
dilutions and treatment).

A mixed culture of lactobacilli was created by mixing the overnight cultures 
of different strains of lactobacilli in a ratio 1:1 and cultivating them together for a 
week with re-inoculation every two days. For the experiment, a mixed culture was 
grown overnight to reach the concentration of 108 CFU/ml.

The conditions of hydroponics were modeled using Aquasave S. gel. The 
test plant used in the research was wheat Triticum aestivum L., variety Odeska 
ozyma. Prior to the experiments, the seed surface was sterilized with 25% hydrogen 
peroxide during one minute, and washed thrice in sterile distilled water (SDW).

In all the experiments, the seeds were soaked in prepared bacterial suspensions 
or SDW for 60 minutes.

In the experiments with hydroponics, seeds were later transferred to germinate 
on Aquasave S gel in glassware. The control group were seeds soaked for 60 min 
in SDW. Germination was carried out in a greenhouse in Aquasave S gel for the 
period of seven days.

In the experiments with soil in a greenhouse, commercial soil "Poliskyi 
Universalnyi" with high content of peat was used; the soil was not sterilized before 
sowing. Wheat seeds were similarly soaked in bacterial suspensions for one hour 
and then sowed in plastic cups with soil.

The experiments in the open field were conducted in the south-Ukrainian 
heavy-bodied low-humus chornozem soil during 2017 and 2018.
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In total, three independent experiments of each variant using 240–300 seeds 
were conducted. After seven days, the growth characteristics of seedlings were 
measured, namely - mean root length of seedlings and mean seedlings height [2]. 
Statistical analysis was carried out using the Excel package. The lengths of roots 
and seedlings were, as quantitative characteristics, expressed as a mean with 95% 
confidence interval; seed germination was, as a qualitative characteristic, expressed 
in percentage with the standard error. Significant differences between measurements 
of control and inoculated seedlings were identified in Student's t-test (P < 0.05).

In order to study the ability of bacteria to form biofilms on plant root surface, 
the seven-day seedlings were washed from gel and soil in distilled water. The 
biofilm was fixed in 96% ethanol for 15 minutes and stained with 0.1% Acridine 
Orange solution for 10 minutes. Dyed seedlings were dried on a microscope slide 
and observed using PrimoStar PC microscope, Carl Zeiss, with x 600 magnification. 
Microscopy was performed on 10 samples of each variant, with 10 visual fields of 
each. The biofilms were photographed using Canon EOS 500D camera.

Results and Discussion
The observations of wheat seed germination showed that individual strains of 

lactobacilli and their mixtures in most cases caused positive effect on germination, 
increasing the percent of germinated seeds in 6.0–40.0% (Table).

Under greenhouse conditions (both in hydroponics and soil), the effect of seed 
treatment with lactobacilli was higher due to absence of any additional nutrients in 
gels and peat soils used for germination of seeds. Metabolites of lactobacilli, dead 
cells, and residues of the culture medium in which bacteria were cultivated played 
the role of organic component of the germination substrate.

Stable increasing in germination following treatment with bacteria at all 
concentrations was observed using the mixtures and mixed cultures of lactobacilli. 
Consequently, the best combinations were selected and used for the open field 
experiments – the mixtures of strains L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 
311 and L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 355.

In the open field, seed germination in control was higher (22%) than in gel 
and in peat soil under greenhouse conditions. This is due to the rich composition of 
organic and inorganic components of the south-Ukrainian heavy-bodied low-humus 
chornozem of the Odesa region. However, the treatment of seeds with lactobacilli 
also increased germination in 6–8%. The best concentrations were 0.1–0.01% for 
L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 311 and 1.0–0.01% for L. plantarum 
ONU 12 + L. plantarum ONU 355.

Inoculation with mixtures and mixed cultures of lactobacilli also improved 
some morphometric characteristics of seedlings in gel. There was a significant 
increase in mean height of seedlings – following treatment with a mixed culture 
and a mixture of strains L. plantarum ONU 12 + 311 in 37.0–38.1%, and by 
combinations L. plantarum ONU 12 + 355 – in 36.2–41.0% (Fig. 1).

The length of roots of wheat seedlings was the highest as a result of treatment 
with mixed culture ONU 12 + 311, which yielded 34.1% increase compared to the 
control, and mixed culture L. plantarum ONU 12 + 355 – 2,4-fold increase (Fig. 2).
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Conditions 
of planting

Strain Final concentration of overnight cultures of lactobacilli

1% 0.1% 0.01% 0.001% 0.0001%

H
yd

ro
po

ni
cs

ONU 12 60.0±2.5 80.0±2.1* 70.0±2.4* 60.0±2.5 60.0±2.5

ONU 311 78.0±2.1* 90.0±1.5* 90.0±1.5* 90.0±1.5* 60.0±2.5

ONU 355 87.0±1.5* 60.0±2.5 70.0±2.4* 60.0±2.5 80.0±2.1*
12+311
mixture 70.0±2.4* 100* 90.0±1.5* 80.0±2.1* 75.0±2.4*

12+355
mixture 90.0±1.5* 70.0±2.4* 80.0±2.1* 80.0±2.1* 90.0±1.5*

12+311
mixed
culture

80.0±2.1 80.0±2.1* 70.0±2.4* 80.0±2.1* 78.0±2.1*

12+355
mixed
culture

80.0±2.1* 80.0±4.4* 80.0±4.4* 70.0±2.4* 78.0±2.1*

control 60.0±2.5

So
il 

un
de

r g
re

en
ho

us
e 

co
nd

iti
on

s

ONU 12 75.0±3.0* 70.0±3.2* 72.0±2.3* 85.0±3.4* 75.0±1.2*

ONU 311 80.0±2.4* 85.0±1.1* 81.0±1.8* 82.0±3.1* 80.0±4.1*

ONU 355 65.0±2.2 68.0±1.6 62.0±2.4 75.0±3.0* 78.0±1.2*
12+311
mixture 75.0±1.5* 78.0±5.1* 76.0±2.2* 80.0±2.8* 86.0±4.3*

12+355
mixture 67.0±2.2 77.0±1.7* 86.0±2.4* 74.0±3.1* 88.0±1.5*

12+311
mixed
culture

68.0±3.1 80.0±2.1* 72.0±3.8* 69.0±4.3 75.0±1.4*

12+355
mixed
culture

70.0±2.7* 66.0±2.3 71.0±2.4* 82.0±1.3* 88.0±2.6*

control 60.0±3.4

O
pe

n 
fie

ld

12+311
mixture 84.0±3.2 92.0±1.2* 88.0±1.4* 84.0±1.6 82.0±2.8

12+355
mixture 90.0±1.1* 90.0±2.6* 92.0±3.1* 86.0±2.2 84.0±1.9

control 82.0±1.2

Note: * values are significantly different from the control ones (P < 0.05).

Table 
Germination of wheat seeds following treatment with individual strains of L. plantarum 

and their combinations (data estimated as %)
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Fig. 1. Mean height of wheat seedlings following treatment with mixtures 
and mixed cultures of lactobacilli in gel: * values are significantly different 

from the control ones (P < 0.05)

Mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355

Fig. 2. Mean root length of wheat seedlings following treatment with mixtures 
and mixed cultures of lactobacilli in gel: * values are significantly different 

from the control ones (P < 0.05)

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355
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Overall, different strains of lactobacilli and their combinations positively 
influenced the growth of wheat seedlings in gel, causing increase in seedlings height 
in 36.2–41.0%, and the mean length of the roots increased in 2.4 times. As a rule, 
the best effect was observed at the concentration of 1.0–0.001%, that is, bacterial 
suspensions with 106–103 CFU/ml.

In peat soil under greenhouse conditions, the mean length of seedlings after 
the treatment with the mixture of strains L. plantarum ONU 12 + 311 increased in 
8.4–20.4%, with mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 311 – in 6.8–15.9%, with 
mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 355 – in 4.6–17.6% (Fig. 3). For the mixed 
culture of L. plantarum ONU 12 + 355 dilutions in the range of 0.001–0.0001% 
(103 –102 CFU/ml) yielded better results, and mixed culture of L. plantarum ONU 
12 + 311 at all concentrations increased the mean root length. In case of mixtures, 
the results varied depending on both the combination of lactobacilli and their 
concentration (Fig. 3).

Fig. 3. Mean root length of wheat seedlings following treatment with the mixtures 
and mixed cultures of lactobacilli in soil under greenhouse conditions: 

* values are significantly different from the control ones (P < 0.05)

Mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355
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Treatment with bacterial suspensions also had a significant effect on average 
seedlings height (Fig. 4).

Mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355

Fig. 4. Mean height of wheat seedlings following treatment with mixtures 
and mixed cultures of lactobacilli in soil under greenhouse conditions: 

* values are significantly different from the control ones (P < 0.05)

Treatment with the mixture and mixed culture of L. plantarum ONU 12 + 311 
increased the mean seedlings height in 6.6 – 21.5%, and inoculation of seeds with 
the mixture of strains L. plantarum ONU 12 + 355 yielded a 12.0–22.8% increase 
(Fig. 4). The highest values were observed at concentrations 1.0–0.01% (from 106 
to 104 CFU/ml).

In the open field, the influence of lactobacilli was slightly different, namely - 
while all concentrations of both mixtures positively influenced the mean root length 
(Fig. 5), mixture of L. plantarum ONU 12 + 311 at the concentration of 1% had an 
inhibitory effect on the seedlings height (Fig. 6).

This fact probably could be explained by overproduction of phytohormones by 
the mixture of lactobacilli strains in soil and direct interaction with soil microbiota. 
Other concentrations of inoculums increased the average height of seedlings in 
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Fig. 5. Mean root length of wheat seedlings following treatment with the mixtures 
and mixed cultures of lactobacilli in the open field: * values are significantly 

different from the control ones (P < 0.05).

Fig. 6. Mean height of wheat seedlings following treatment with the mixtures 
and mixed cultures of lactobacilli in the open field: * values are significantly 

different from the control ones (P < 0.05)

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 311

Mixture of L. plantarum ONU 12 + 
L. plantarum ONU 355

8.0–17.9%, and the length of the roots – in 15.7–64.5% with the best concentrations 
ranging from 0.1–0.001% (104–102 CFU/ml) (Fig. 6).

In general, the obtained data indicate that, in order to improve growth 
characteristics of wheat seedlings in the open field, lower concentrations of 
lactobacilli suspensions are sufficient than for greenhouse conditions and 
hydroponics.

The bacteria of both mixed cultures of L. plantarum ONU 12 + L. plantarum 
ONU 355 and L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 311 were able to form 
biofilms on roots of wheat seedlings. The biofilms consisted of well-developed 
microcolonies and matrix, lacked gaps and occasionally had slight ruptures (Fig. 7).

The results obtained from using mixed cultures of L. plantarum strains ONU 
12 + L. plantarum ONU 355 and L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 311 
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А B C

Fig. 7. Colonization of roots of the seedlings by mixed cultures 
of L. plantarum ONU 12+311 (А) and L. plantarum ONU 12+355 (В, С) (х600)

for treatment of wheat seeds indicate that one hour is sufficient time for lactobacilli 
to attach to seeds and consequently colonize the seed surface.

High increase in morphological characteristics of plants indicates the 
stimulatory potential of the studied strains of lactobacilli, which could be explained by 
the synthesis of auxin hormones or their precursors, as described in the literature [7].

Treatment with lactobacilli improved germination of wheat seeds in 10.0–
40.0% in hydroponics and in soil under greenhouse conditions, and in 6.0–8.0% 
in the open field. Under the influence of the mixtures of L. plantarum ONU 
12 + L. plantarum ONU 311 and L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 
355, mean height of seedlings increased in 34.2–41.0% in hydroponics, in 6.6–
22.8% in soil under greenhouse conditions, and in 8.0–17.9% in the open field. 
Following treatment with lactobacilli, the increase in mean root length of wheat 
seedlings ranged from 34.1% to 2.4 times in hydroponics, from 6.8 to 20.4% in soil 
under greenhouse conditions, and from 15.7 to 64.5% in the open field. The best 
concentrations of bacterial mixtures for seed treatment with subsequent germination 
in hydroponics and soil were 103–106 CFU/ml, and for open field conditions – 
102–104 CFU/ml. Bacteria of L. plantarum mixture of ONU 12 + L. plantarum 
of ONU 311 and L. plantarum of ONU 12 + L. plantarum of ONU 355 formed 
developed biofilm on roots of wheat seedlings. Thus, for stimulation of wheat 
growth mixtures L. plantarum ONU 12 + L. plantarum ONU 311 and L. plantarum 
ONU 12 + L. plantarum ONU 355 should be used with the best concentrations of 
bacterial mixtures for seed treatment with subsequent germination in hydroponics 
and soil 103–106 CFU/ml, and for open field conditions – 102–104 CFU/ml.
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ВПЛИВ LACTOBACILLUS PLANTARUM НА РІСТ 
ПШЕНИЦІ НА ГІДРОПОНІЦІ ТА У ҐРУНТІ

Реферат
Мета. Вивчити вплив L. plantarum на проростання і деякі ростові харак-
теристики пшениці Triticum aestivum L. в умовах гідропоніки, ґрунту у те-
плиці та відкритого ґрунту. Методи. Використовували окремі штами L. 
plantarum, їх суміші у співвідношенні 1:1, приготовлені безпосередньо перед 
експериментом, а також змішані культури  бактерій цих штамів, які куль-
тивували разом щонайменше протягом тижня з пересівами кожні два дні. 
Насіння перед висівом інокулювали різними розведеннями добових культур 
лактобацил (1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001%, 0,00001%) впродовж годи-
ни. Розраховували середні значення, стандартні похибки або довірчі інтер-
вали таких показників, як схожість насіння, довжина коренів та висота па-
ростків. Результати. За обробки бактеріями окремих штамів L. plantarum 
ОНУ 12, L. plantarum ОНУ 311, L. plantarum ОНУ 355, їх змішаними куль-
турами та сумішами спостерігалося покращення схожості на 6,0–40,0% 
в залежності від умов пророщування та концентрації інокулюму. Для умов 
гідропоніки та закритого ґрунту найкращими концентраціями інокулюмів 
були 103–106 КУО/мл, а для умов відкритого ґрунту – 102–104 КУО/мл. Бак-
терії сумішей і змішаних культур L. plantarum ОНУ 12 і L. plantarum ОНУ 
311 та L. plantarum ОНУ 12 і L. plantarum ОНУ 355 утворювали розвине-
ну біоплівку на коренях сіянців пшениці. Середня висота паростків збіль-
шувалася на 8,0–41,0%, а довжина коренів – у 2,4 рази у випадку росту на 
гідропоніці та на 6,8–64,5% в умовах ґрунту. Висновок. Бактерії сумішей 
бактерій L. plantarum ОНУ 12 і L. plantarum ОНУ 311 та L. plantarum ОНУ 
12 і L. plantarum ОНУ 355 здатні стимулювати пророщування насіння і ріст 
рослин пшениці та можуть бути застосовані для розробки рістстимулю-
вальних мікробних препаратів. 

Ключові  слова:  Lactobacillus plantarum, біоплівка, інокулюм, пшениця, ро-
стові характеристики, гідропоніка.
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ВЛИЯНИЕ LACTOBACILLUS PLANTARUM НА РОСТ 
ПШЕНИЦЫ НА ГИДРОПОНИКЕ И В ПОЧВЕ 

Реферат
Цель. Изучить влияние L. plantarum на проростание и некоторые росто-
вые характеристики пшеницы Triticum aestivum L. в условиях гидропоники, 
почвы в теплице и в открытом грунте. Методы. Использовали отдельные 
штаммы L. plantarum, их смеси в соотношении 1:1, приготовленные непо-
средственно перед экспериментом, а также смешанные культуры бактерий 
этих штаммов, которые культивировали вместе, по меньшей мере неделю 
с пересевами каждые два дня. Семена перед высевом инокулировали разны-
ми разведениями суточных культур лактобацилл (1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 
0,0001%, 0,00001%) в течение одного часа. Рассчитывали средние значения, 
стандартные ошибки или доверительные интервалы таких показателей, 
как всхожесть семян, длина корней и высота проростков. Результаты. 
При обработке бактериями отдельных штаммов  L. plantarum ОНУ 12, L. 
plantarum ОНУ 311, L. plantarum ОНУ 355, их смешанными культурами и 
смесями, наблюдалось улучшение всхожести на 6,0–40,0% в зависимости от 
условий проращивания и концентрации инокулюма. Для условий гидропоники 
и закрытого грунта наилучшими концентрациями инокулюмов были 103–106 
КОЕ/мл, а для условий открытого грунта – 102–104 КОЕ/мл. Бактерии сме-
сей и смешанных культур L. plantarum ОНУ 12 и L. plantarum ОНУ 311, L. 
plantarum ОНУ 12 и L. plantarum ОНУ 355 формировали развитую биоплёнку 
на корнях сеянцев пшеницы. Средняя высота проростков увеличивалась на 
8,0–41,0%, а длина корней – в 2,4 раза в случае роста на гидропонике и на 
6,8–64,5% в условиях грунта. Вывод. Бактерии смесей L. plantarum ОНУ 12 
и L. plantarum ОНУ 311, L. plantarum ОНУ 12 и L. plantarum ОНУ 355 способ-
ны стимулировать прорастание семян и рост растений пшеницы, и быть 
применены для разработки ростстимулирующих микробных препаратов. 

Ключевые слова:  Lactobacillus plantarum, биоплёнка, инокулюм, пшеница, 
ростовые характеристики, гидропоника.
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QUANTITY AND BIOLOGICAL PROPERTIES OF THE 
BACTERIUM PANTOEA AGGLOMERANS ISOLATED 

FROM DIFERENT GRAPE VARIETIES 
IN ODESA REGION

Aim. To isolate and investigate the biological properties of Pantoea agglomerans 
from the internal environment of grapes and tumors selected from the vineyards of 
the Odessa region. Methods. Samples of the grapevines of Arkadia, Moldova and 
Odessa souvenirs varieties and tumors cut from the affected veins and were pre-
sterilized, chopped into fragments, filled into a distilled water flask and stirred in 
a shaker at 28 °C for 3 hours. It was made 10-times dilutions and cultured on the 
surface of Petrie`s dishes with nutritients agar. Incubationon 28 °С, 24–48 hours. 
Conducted quantitative calculations, isolated pure cultures and examined their 
cultural, morphological, physiological and biochemical properties, determined 
the composition of cell lipids, and identified isolated strains. Antagonistic activity 
of P. agglomerans was determined by well-diffusion method. Results. Quantities 
of  bacteria in inner part of grape fluctuated approximately 5,63 ± 1,3Х103СGU/
sм3– 2,96 ± 1,3Х105СGU /sм3and depended from time of the year and variety of 
grape. Quantities of microorganisms in tumors was bigger than in non damaged 
vine in the same period.  Weight percentage P. agglomerans in vine fluctuated from 
5.7% till 68.2%, in tumors – from 9.88% till 23.08%. Strains of P. agglomerans 
isolated from endophytic medium of grape and tumor, characterized of similar 
morphological features. There were observed the ability to utilize carbohydrates, 
but in minnor. Pantoea strains did not consume sucrose from the tumors and 
25.0% utilized raffinose in aerobic conditions, unlike strains from the intact vine. 
The fatty acid spectrum was represented by fatty acids containing 12 to 19 carbon 
atoms in the chain. Eighteen strains have been identified as P. agglomerans-GC 
subgroup A by fatty acid composition. For the strains examined, the dominant 
profiles are C16: 0, C12: 0, C14: 0, C17: 0 cyclo w7c. The isolated strains of 
P. agglomerans did not show antagonistic activity to the collection strains of 
E. carotovora, A. tumefaciens and A. vitis. Conclusions. The quantitative 
composition of the microbiota endophytic medium of the vine and the tumors 
was different and depended on the source of isolation, weather conditions and 
grape variety. The strains of P. agglomerans isolated from the vine and tumors 
were characterized by the same biological characteristics, with the exception of 
the ability to dispose of individual carbohydrates. Fatty acid composition of the 
investigated strains of Pantoea was represented by fatty acids with 12 to 19 carbon 
atoms in the chain. Antagonistic activity in the collection strains of E. carotovora, 
A. tumefaciens and A. vitis was not detected.
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Pantoea agglomerans (Beijerinck 1888) comb. Nov [12] Earlier 
Enterobacteragglomerans (Beijerinck 1888) Ewing and Fife (1972), Erwinia 
herbicola (Löhnis 1911) Dye 1964, or Erwinia milletiae (Kawakami and Yoshida 
1920) Magrou 1937, are gram-negative bacteria belonging to the Enterobacteriaceae 
family.

P. agglomerans, mainly, an epiphytic plant pathogen that develops on the 
surface of plants, or an endophyte that resides within plants [3, 19]. 

The widespread distribution of these bacteria in nature (they also occur in 
plant and animal products, in the body of animals, in water, soil, dust and air, and 
sometimes in humans) and their biological role in the different objects of existence 
are the subject of discussion and ambiguous relation to them. On the one hand, they 
can cause disorders in humans [18], can cause diseases of crops [8, 9], and on the 
other hand, they produce substances that are effective in the treatment of cancer 
and other diseases of humans and animals, inhibit the development of various plant 
pathogens, promote the growth of plants and is a potentially effective biological 
fertilizer and biomediator [7, 10].

Since P. agglomerans characterizes the versatility of biology, ecology, and the 
role of the environment, scientific interest in them does not subsist. In view of this, 
the purpose of the work was to isolate and investigate the biological properties of 
Pantoea agglomerans from the endophytic medium of grapes and tumors selected 
from the vineyards of the Odessa region.

Materials and methods
In this work samples (stems) from the grapes "Arcadia", "Moldova" and 

"Odessa souvenir" were used, as well as tumors, and cut from the affected vine 
grapes of these varieties.

The preparation of all samples was unified and consisted of the following 
stages. Samples of the grapevine and the tumors were preliminarily soaked under 
running water, washed with sterile distilled water, and sterilized the surface, treating 
96 °C with alcohol and flaming.

After this, maintaining sterile conditions, the selected samples were chopped 
into fragments approximately 0.5 cm in size, 10 g of which were transferred to 
conical flasks of 250 cm3 and placed on 50 cm3 of sterile distilled water for each 
sample. Experimental samples were mixed in a shaker (from New Brunswick at 
250 RPM) at 28 °C for 3 h. After that, a series of 10 consecutive dilutions was made. 
Petri dishes with nutrient agar (Merck, Germany) were cultured on the surface of 
0.1 cm3 of appropriate dilutions. The seeds were incubated at 28 °C for 24–48 hours.

It was calculated  a quantitative of microorganisms that grew up, isolated 
pure cultures and investigated biological properties: cultural, morphological, 
physiological and biochemical.

For the analysis of cell lipids composition, samples were prepared with 
bacterial cultures which were pre-incubated at Tryptic soy agar (Merck, Germany) 
at a temperature of 28 ± 1 °C for 24 hours.
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Three full loops of biomass were placed in the reaction vial and a concentrated 
NaOH solution was added. This samples was thoroughly mixed and placed on a 
water bath and maintained at 95–100 °C for 5 minutes. After that, the mixing was 
repeated and left in a water bath at 95–100 °C for 25 minutes to completely destroy 
the bacterial cells and purify the lipids. To the cooled suspension, a solution of 
acidified methanol was added and held in a water bath at 80 °C for 10 minutes 
to obtain the fatty acid methyl esters, which were then extracted with hexane. 
The extract was neutralized with 0.3 M alkaline solution and analyzed by gas 
chromatography [1].

The chromatographic separation of methyl esters of LC was performed on 
a gas chromatograph Agilent 7890 (Agilent Technologies, USA) with a capillary 
column ULTRA 2 and a semi-ionization detector. Samples of 2 μl were injected into 
the evaporator in a split mode with a coefficient of 40:1, temperature of evaporator 
250 °C. The separation was carried out in the programming mode of temperature 
– the initial temperature 170 °C with a gradient of 5 °С / min to 270 ºС. The fatty 
acids content was expressed as a percentage of the total sum of peak areas.

MIDI Sherlock 4.5 software and the RSTBA6 version 6.21 fatty acid profile 
of the aerobic microorganisms were used to identify the strains examined for their 
fatty acid profile.

The antagonistic activity of the strains of P. agglomerans to the collection 
strains of Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefaciens and Agrobacterium 
vitis, as well as intrinsic antagonism were determined by the hole diffusion method, 
measuring the growth test inhibition zones of the test strains after 24 hours of 
cultivation at 28 °C [2].

Statistical processing of the results of the study was carried out using the MS 
Excel computer program with the definition of Student's t-criterion. The difference 
was statistically significant at P ˂ 0.05.

Results and discussion
The internal environment of the vine grape contains a significant number of 

bacteria that influence on the lasting of physiological processes in plants, promote 
the protection of plants against pathogens, but some, under certain conditions, 
can cause disease or influence on the infectious process. These bacteria include 
P. agglomerans, which can be used as an indicator of yeast and mold (mold) fungal 
biocontrol, pathogenic bacteria, but it can itself be an opportunistic pathogen.

Experimental studies were carried out in April-October 2017. Depending on 
the month of the research and the grape variety, the number of microorganisms of 
the internal environment of the grapes varied within the limits of 5.63 ± 1.3 ms103 

CFU / cm3 – 2.96 ± 1.3 ms105 CFU / cm3.
The smallest number of microbiota was detected in April, the largest in 

September 2017, due to weather seasonal and climatic conditions.
In September and October, defects in the form of tumors were detected 

on grape barrels of all varieties, in the internal environment the total number of 
microbiota was higher in September (Fig. 1).

The obtained results indicate the sensitivity of these bacteria to weather 
conditions. The frequency of isolation of P. agglomerans was bigger in September 
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2017 (for sufficiently dry weather and moderate summer temperature, 28–30 °С), 
the smallest – in October of this year (when in the beginning of the month there was 
a significant decrease in temperature, 12–15 °C).

In addition to P. agglomerans, other microorganisms were isolated from the 
endophytic medium of grapes, most of which were representatives of the genera 
Agrobacterium and Erwinia.  

Fig. 1. Frequency of detection of bacteria P. agglomerans in a grape, 2017 year 
(data presented in percentages)

Fig. 2. Frequency of detection of bacteria P. agglomerans in a grape’s tumor in 2017 year

P. agglomerans were also isolated from the internal environment of the 
tumors. The percantage of them among the other microbiota was higher in October 
and amounted to slightly more than 20.0%, in September this figure was two times 
smaller (Figure 2).

Comparing the obtained data shown in Fig. 1 and 2, it should be noted that 
in September in the endophytic environment of the intact grapevine all varieties 
were dominated by P. agglomerans, whereas in tumors their proportion was much 
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smaller. In October, in the grapevine, the proportion of P. agglomerans decreased 
significantly, while in tumors, on the contrary, it increased. The taxonomic 
composition of the bacteria isolated from the tumors was more varied than in the 
grapevine. Among the isolates, bacteria of the genus Agrobacterium, Erwinia, 
Xanthomonas, Achromobacter, Serratia predominated.

Compare obtained results and data with literary sources [10, 18], it was 
supposed that bacteria P. agglomerans could be as representative in both sides, 
of normal microbiota of grapes and one of the potential pathogens involved in the 
formation of tumors.

Biological properties have shown that isolated and selected samples were 
coinciding with the characteristics of bacteria P. agglomerans. All strains of 
P. agglomerans were able to grow on nutrient agar; forming in 24 hours at 
28 °C rounded, smooth, regular, carved, shiny, translucent colonies; capable for 
pigmentation of bright yellow color; with sizes of 0.5–3 mm.

A microscopic study has shown that isolated bacteria are gram-negative, the 
rod-shaped, with rounded ends. The cell sizes are defined within the range of 0.5 
– 1.0 × 1 – 3 μm. Bacteria are capable to movement.Also, the optimal growth 
temperature was observed in the range of 25–30 °С, and it is typical for these 
bacteria.

All strains are oxidase-negative and catalase-positive. The ability to utilize 
carbohydrates was different in strains isolated from intact grapevine and from 
tumors (Table 1).

All tested strains were utilized only with the release of maltose, mannose, 
mannitol, xylose, rhamnose in aerobic and anaerobic conditions, and lactose only 
in anaerobic conditions. Pantoea strains isolated from tumors did not consume 
sucrose and 25.0% utilized raffinose in aerobic conditions, unlike strains from 
intact grapevines.

For the Pantoea agglomerans strains the presence of isomers of fatty acids 
with a carbon chain length of 12 to 19 carbon atoms were shown. Among the saturated 
isomers, hexadecanoic acid (C16:0) was dominant with a total content of 29.1 to 
30.83% of the total sum of peak areas. The content of tetradecanoic acid (C14:0) 
ranged from 4.78 to 5.72%, dodecan (C12:0) – from 3.04 to 4.57%, octadecanoic 
acid – from 0.24 to 0.37%. The content of saturated isomers with an odd number 
of carbon atoms: tridecan (C13:0), heptadecan (C17:0) was within the range of no 
more than 0.14 and 0.34%, respectively. For all studied strains, a high content of 
cycloheptadecanoic acid (cyclo-C17:0) was characterized from 3.74 to 7.55% of 
the total sum of peak areas. For strains 1a and 4, the presence of pentadecanoic fatty 
acid (C15:0) in the amount less than 0.1% is shown. For these strains, the presence 
of both 13-methyl-pentadecane (iso) and 12-methyl-pentadecane (anteiso) isomers 
was characteristed. The presence of cyclo-nonadecanoic acid (cyclo-C19:0) in trace 
amounts for most strains has been shown.

For the fatty acid composition of all investigated strains of Pantoea 
agglomerans, the dominance of a mixture of isomers of hexadecenic acid (C16:1) 
was characteristic, the content of which ranged from 30.33 to 36.92%. The presence 
of isomers with unsaturated bonds in the 9, 10, and 11 positions of the carbon 
chain is shown. Dominant were 9-hexadecenic (9-C16:1) and 10-hexadecenic 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 50–64

Т. В. Іваниця, І. В. Страшнова



55

Carbons Strains, isolated from
Vinegrape Tumors

Maltose
Aerobic conditions + +
Anaerobic conditions + +

Mannose
Aerobic conditions + +
Anaerobic conditions + +

Mannitol
Aerobic conditions + +
Anaerobic conditions + +

Xylose
Aerobic conditions + +
Anaerobic conditions + +

Rhamnose
Aerobic conditions + +
Anaerobic conditions + +

Glucose
Aerobic conditions + +
Anaerobic conditions + +

Lactose
Aerobic conditions - -
Anaerobic conditions + +

Sucrose
Aerobic conditions + -
Anaerobic conditions + +

Raffinose
Aerobic conditions - [-]
Anaerobic conditions + +

Table 1
Biochemical activity of Pantoea strains isolated from grape and tumors

Note: "+" – positive characteristic; «-» – negative characteristic; "[-]" – positive 
characteristic in 25.0% strain.

(10-C16:1) isomers. Among the unsaturated isomers for all investigated strains, 
11-octadecenoic fatty acid (11-C18:1) was characterized by a content of 10.43 to 
14.0%. 13-Oktadecenic acid was detected in trace amounts in strains 1a, 3, 9, 15, 
22x, 24, 25, 27.

For all investigated strains, the presence of hydroxylated fatty acids was 
characteristed. Thus, the content of 3-hydroxy-tetradecanoic acid (3-OH-C14: 0) 
ranged from 6.22 to 9.98% of the total sum of peak areas. The content of 2-hydroxy-
dodecanoic acid was observed at a level less than 0.1% for strains 1a, 4, 15, 22x, 
24, 25 and 27. For strains 35, 36, 41 and 41a, the presence of a small amount of 
3-hydroxy-pentadecane acids (3-OH-C15:0) – less than 0,2% was shown.

For strains 35, 36, 41 and 41a, a small amount of 3-hydroxy-pentadecanoic 
acid (3-OH-C15:0) is shown to be less than 0.2%. For strains 35 and 41a, the 
presence of 2-hydroxy-pentadecanoic acid (2-OH-C15:0) in the amount of 0.33 
and 0.4%, (Table 2), respectively, is shown. 

The genus Pantoea was first described by Gavini [12] with the sole 
representatives of the species Pantoea agglomerans. To date, this genus has 22 
validated and described species, among which Pantoea allii, Pantoea brenneri, 
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Pantoea calida, Pantoea coffeiphila, Pantoea conspicua, Pantoea intestinalis, 
Pantoea rodasii, Pantoea rwandensis, Pantoea theicola, Pantoea alhagi, recently 
posted.

Representatives of the genus Pantoea belong to the Enterobacteriacea family. 
One of the chemotaxonomic markers of this group is the presence of hydroxy 
acids in the structure of the lipopolysaccharides. The lipopolysaccharides are the 
main component of the external membrane of the cellular wall of gram-negative 
bacteria, which plays a key role in interaction of the cell with surrounding objects. 
Thus, in the purified lipopolysaccharides of the strain Pantoea agglomerans 
7969 3-hydroxytradecanoic acid, dodecanova, tetradecanova, hexadecan and 
2-hydroxytetradecanova were detected.

The total fatty acid composition of the typical Pantoea agglomerans 
LMG 1286T cells includes typical dodecanic, tetradecanoic, hexadecanoic, 
cycloheptadecanoic fatty acids in the amount of 3.8; 6; 27.1; 13.2% of the total 
sum of peak areas [16]. A characteristic feature is the high content of hexadecenoic 
and octadecenoic fatty acids – 24.2 and 11.6%, respectively. The content of 
3-hydroxytradecanoic acid is 6%. Brady et al. characterized three new species 
of the Pantoea family that cause bacterial blight and dieback of eucalyptus in 
Colombia – Pantoea rodasii, Rwanda – Pantoea rwandensis and South Africa – 
Pantoea wallisii [5,4,6]. All isolates were characterized by a typical set of fatty 
acids of representatives of Pantoea. Strains Pantoea rodasii, Pantoea rwandensis 
had a close spectrum (Table 2). Pantoea wallisii had differs from the two previous 
slightly higher content of octadecenoic fatty acid – 18.8%, and decrease in the 
proportion of hexadecenoic 16.3% and tetradecanoic acid 3.5%.

Fatty acid composition of the representatives of the genus Pantoea has a 
typical set of fatty acids. It is characterized by high content of unsaturated isomers 
- hexa- and octadecenoic acids, saturated dodecanoic, tetradecanoic, hexadecanoic, 
cycloheptadecanoic fatty acids. The presence of hydroxylated isomers at least 
3-hydroxydodecanoic is compulsory.

In the investigated isolates, the presence of all characteristic isomers with 
contents close to those described in the literature of isolates is shown (Table 3).

High similarity indices obtained when identifying investigated isolates using 
the automated identification system of MIDI Sherlock microorganisms allow us to 
conclude that they belong to the Pantoea family. 

Also considering that the cause of some infectious diseases of the grapes is the 
bacteria of the genera Erwinia and Agrobacterium, and it was they who dominated 
in the internal environment of the vines and tumors, the ability of the isolated 
P. agglomerans strains to suppress the growth of the collection strains of E. carotovora 
(12 strains), A. tumefaciens (2 strains) and A. vitis (1 strain) was investigated. It was 
found that none of the investigated collection strains of phytopathogenic bacteria 
shown sensitivity to the metabolites of strains P. agglomerans.

Thus, studies have shown that the quantitative composition of the endophytic 
microbiota of the intact vine and tumors varied depending on the weather conditions 
and the grape variety, while in the tumors the number of bacteria was higher. The 
frequency isolation bacteria of the genus Pantoea was determined by the medium 
of selection and weather conditions and did not depend on the grape variety. The 
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biological properties of the P. agglomerans strains isolated from the veins and 
tumors were the same except of the ability to utilize individual carbohydrates. 
Allocated strains are not capable to suppress the growth of collection strains of 
phytopathogenic bacteria.

Т. В. Іваниця, І. В. Страшнова 
Одеський національний університет імені І. І. Мечникова,

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Україна, 
тел.: +38 (0482) 68 79 64, e-mail: t.ivanytsia@gmail.com

ЧИСЕЛЬНІСТЬ І БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ 
БАКТЕРІЙ PANTOEA AGGLOMERANS, ВИДІЛЕНИХ 

З РІЗНИХ СОРТІВ ВИНОГРАДУ ОДЕСЬКОЇ ОБЛАСТІ

Реферат
Мета. Ізолювати і дослідити біологічні властивості Pantoea agglomerans 
із внутрішнього середовища виноградної лози і пухлин виноградної лози, 
відібраних з виноградників Одеської області. Методи. Зразки виноградної 
лози сортів «Аркадія», «Молдова» і «Одеський сувенір» і пухлин, зрізаних 
з ураженої лози цих сортів, попередньо стерилізували фламбуванням, под-
рібнювали на фрагменти, вносили їх у колби з дистильованою водою і пе-
ремішували в шейк ері при 28 °С протягом 3 год. Робили серію 10-ти крат-
них послідовних розведень і висівали на поверхню чашок Петрі з поживним 
агаром. Інкубували при 28 °С протягом 24–48 год. Проводили кількісний 
облік, виділяли чисті культури і досліджували їх культуральні, морфологіч-
ні, фізіолого-біохімічні властивості, визначали склад клітинних ліпідів та 
проводили ідентифікацію виділених штамів. Антагоністичну активність 
P. agglomerans визначали лунково-дифузійним методом. Результати. Чи-
сельність бактерій у внутрішньому середовищі винограду коливалася у ме-
жах 5,63 ± 1,3×103 КУО/см3 – 2,96 ± 1,3×105 КУО/см3 і залежала від пори 
року і сорту винограду. Кількість мікроорганізмів у пухлинах була більшою 
ніж в неушкодженій лозі у той же період. Масова частка P. agglomerans у 
лозі коливалася від 5,7% до 68,2%, у пухлинах – від 9,88% до 23,08%. Шта-
ми P. agglomerans, виділені із ендофітного середовища винограду і пухлин, 
характеризувалися однаковими морфологічними, культуральними, тін-
кторіальними, фізіологічними властивостями. Незначні відмінності спо-
стерігалися у здатності до утилізації вуглеводів. Штами Pantoea із пухлин 
не споживали цукрозу і 25,0 % утилізували раффінозу в аеробних умовах, на 
відміну від штамів із неушкодженої лози. Жирнокислотний спектр був пред-
ставлений жирними кислотами, що містять у ланцюзі від 12 до 19 атомів 
вуглецю. За жирнокислотним складом вісімнадцать штамів були іден-
тифіковані як P. agglomerans-GC subgroup A. Для досліджуваних штамів 
домінантними в профілі є С16:0, С12:0, С14:0, С17:0 cyclow7c. Виділені 
штами P. agglomerans не проявили антагоністичної активності щодо ко-
лекційних штамів E. carotovora, A. tumefaciens i A. vitis. Висновки. Кількісний 
склад мікробіоти ендофітного середовища лози і пухлин був неоднаковим 
і залежав від джерела виділення, погодних умов і сорту винограду. Шта-
ми P. agglomerans, виділені із лози і пухлин, характеризувалися однаковими 
біологічними ознаками, за виключенням здатності до утилізації окремих 
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вуглеводів. Жирнокислотний склад досліджених штамів Pantoea був пред-
ставлений жирними кислотами з 12–19 атомів вуглецю у ланцюзі. Анта-
гоністичної активності до колекційних штамів E. carotovora, A. tumefaciens 
i A. vitis не виявлено.

Ключові  слова:Pantoea agglomerans, ендофітне середовище виноградної 
лози і пухлин, чисельність, біологічні властивості.

Т. В. Иваница, И. В. Страшнова
Одесский национальный университет имени И. И. Мечникова,

ул. Дворянская, 2, Одесса, 65082, Украина, 
тел.: +38 (0482) 68 79 64, e-mail: t.ivanytsia@gmail.com

ЧИСЛЕННОСТЬ И БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
БАКТЕРИЙ PANTOEA AGGLOMERANS, 

ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ РАЗНЫХ СОРТОВ ВИНОГРАДА 
ОДЕССКОЙ ОБЛАСТИ

Реферат
Цель. Изолировать и исследовать биологические свойства Pantoea 
agglomerans из внутренней среды винограда и опухолей, отобранных из 
виноградников Одесской области. Методы. Образцы виноградной лозы со-
ртов «Аркадия», «Молдова» и «Одесский сувенир» и опухолей, срезанных с 
пораженной лозы этих сортов, предварительно стерилизовали, измельчали 
на фрагменты, вносили в колбы с дистиллированной водой и перемешивали 
в шейкере при 28 °С в течение 3 ч. Делали серию 10-ти кратных последова-
тельных разведений и высевали на поверхность чашек Петри с питательной 
агаром. Инкубировали при 28 °С в течение 24–48 часов. Проводили количе-
ственный учет, выделяли чистые культуры и исследовали их культуральные, 
морфологические, физиолого-биохимические свойства, определяли состав 
клеточных липидов и проводили идентификацию выделенных штаммов. Ан-
тагонистическую активность P. agglomerans определяли луночно-диффуз-
ным методом. Результаты. Численность бактерий во внутренней среде 
винограда колебалась в пределах 5,63 ± 1,3Х103 КОЕ/см3 — 2,96 ± 1,3Х105 
КОЕ/см3 и зависела от времени года и сорта винограда. Количество микро-
организмов в опухолях была больше чем в неповрежденной лозе в тот же 
период. Массовая доля P. agglomerans в лозе колебалась от 5,7% до 68,2%, 
в опухолях – от 9,88% до 23,08%. Штаммы P. agglomerans, выделенные из 
эндофитной среды винограда и опухолей, характеризовались одинаковыми 
морфологическими, культуральными, тинкториальными, физиологическими 
свойствами. Незначительные различия наблюдались в способности к утили-
зации углеводов. Штаммы Pantoea из опухолей не разлагали сахарозу и 25,0 
% утилизировали раффинозу в аэробных условиях, в отличие от штаммов 
с неповрежденной лозы. Жирнокислотный спектр был представлен жир-
ными кислотами, содержащими в цепи от 12 до 19 атомов углерода. По 
жирнокислотному составу восемнадцать штаммов были идентифицирова-
ны как P. agglomerans-GC subgroup A. Для исследуемых штаммов доминант-
ными в профиле являются С16:0, С12:0, С14:0, С17:0 cyclo w7c. Выделен-
ные штаммы P. agglomerans не проявили антагонистической активности в 
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отношении коллекционных штаммов E. carotovora, A. tumefaciens и A. vitis. 
Выводы. Количественный состав микробиоты эндофитной среды лозы и 
опухолей был неодинаковым и зависел от источника выделения, погодных 
условий и сорта винограда. Штаммы P. agglomerans, выделенные из лозы и 
опухолей, характеризовались одинаковыми биологическими признаками, за 
исключением способности к утилизации отдельных углеводов. Жирнокис-
лотный состав исследованных штаммов Pantoea был представлен жирны-
ми кислотами с 12–19 атомами углерода в цепи. Антагонистической ак-
тивности к коллекционных штаммов E. carotovora, A. tumefaciens и A. vitis 
не обнаружено.

Ключевые слова:  Pantoea agglomerans, эндофитная среда виноградной 
лозы и опухолей, численность, биологические свойства.
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MICROBIOLOGICAL INVESTIGATION OF ARTISANAL 
CAUCASIAN YOGURT-LIKE PRODUCT MATSONI

Aim. To investigate microbial composition of the home-made Matsoni samples and 
select the bacterial cultures for further development of  the standardized starter(s), 
challenging modern biotechnological requirements. Methods. Strain isolation 
and purification, culture evaluation for their catalase and urease activities, 
casein fermentation, galactose degradation ability, exopolysaccharide (EPS) 
and bacteriocin production, and lysogeny. Results. One hundred forty four  lactic 
acid bacterial cultures were isolated from thirty five homemade Matsoni samples, 
collected from twenty four different settlements in Georgia during years 2013–2014. 
Bacterial structure of the starters showed great diversity in their composition, 3% 
of isolates showed casein degradation and EPS production potential, 32% were 
positive for galactose fermentation, 19% showed urease activity, 17% revealed 
antagonistic properties and 14% were denoted as lysogenic. Conclusions. The 
developed  strain collection shows potential to provide various organoleptic 
properties to the end products and, thus, after molecular characterization, can be 
easily used for construction of new standardized Matsoni starters.

Key words:  Lactic acid bacteria, Matsoni, Starter strain, Biotechnology.

Lactic acid bacteria (LAB) is the most important and useful functional 
group of phylogenetically related bacteria used in dairy industry. Belonging to the 
order of Lactobacillales, phylum Firmicutes, vast variety of the LAB strains are 
granted the status of ‘generally recognized as safe’ (GRAS), meaning they can be 
applied as food additives or supplements and are commonly used in yogurt, hard 
chesses, kefir, cultured butter, cottage cheese and sour cream production. Due to 
LAB metabolic activity, fermented milk products acquire different organoleptic 
characteristics, hydrolysed proteins, additional vitamins and beneficial lactate, 
instead of the complex lactose, which may cause digestive problems [7]. 

The GRAS cultures have to comply to the number of biotechnological 
characteristics required for the starter strains, including: cultivability, rapid 
acidification and clot formation in milk, EPS production, phage resistance, 
galactose fermentation, non-antagonistic activity and enzymatic hydrolysis of 
casein. The strains that are lysogenic, urease positive and form biogenic amides are 
not desirable for manufacturing applications.
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In the industrial fermentation process the majority of the used LAB strains do 
not utilize  galactose moiety of lactose and proceed only with glucose fermentation. 
Accumulation of galactose in the final product, may lead to domination of undesirable 
microflora  and accumulation of toxic galactitol in the consumer’s body. Thereby, 
the phenotypes expressing Leloir pathway, which dissimilate galactose to Glucose-
1-P are in demand [14].

The LAB produce broad range of extracellular saccharides, which can have 
extended industrial application. The EPS are not permanently attached to the 
producer cell surface and can be easily harvested. Evolutionary EPS carry protective 
functions against bacteriophages and may enhance adhesion capability of microbe. 
In yogurt-like products the  EPS production influences clot consistence, making it 
more firm and stabile. The EPS production and yield highly depends not only on 
the strain phenotype, but also on the growth conditions and supplements.  Usage of 
higher concentration of several carbohydrates in the growth media enhances overall 
EPS production of different LAB strains. At the same time sugar enhanced EPS 
production is strain specific, a distinguished carbohydrate or combination of sugars 
have to be estimated for each individual strain [13]. 

The LAB strains may produce variety of different antagonistic agents, that 
may interfere with fermentation process, such as: bacteriocins, benzoic acid, 
biogenic amines, high concentration of lactic acid or hydrogen peroxide. In 
particular bacteriocins, the short peptide chains that carry antibiotic like properties, 
may have specific actions against food borne pathogens or undesirable flora. 
Therefore,  bacteriocin producing cultures gain increasing interest as probiotic 
vectors. For example, nisin - the type A lantibiotic, produced by Lactococcus lactis 
ssp. lactis is well characterized bacteriocin, that is extensively used as natural food 
preservative [5].

Urease activity is one of the undesirable characteristics of starter cultures 
related to S. thermophilus. Enzymatic hydrolysis of urea (if presented in milk in 
average 0.2–0.4 g l-1) not only significantly slows down the acidification process, 
but may also have a toxic effect, due to accumulation of NH3 in the final product 
[10]. 

The starter strains may be susceptible to phages that are present in 
manufacturing environment, or undergo induction during fermentation process in 
case of lysogenic starter strains that carry temperate bacteriophages (prophages) in 
their genome. Phage-bacteria interaction or activation of prophage may occur  at 
any time, temperate phages  may switch to lytic cycle, start multiplying and cause 
burst of the host cell, spreading infection to the whole batch. Phage outbreaks can 
cause serious financial and quality damage to the manufacturing process, even a 
delay of  production for many months [2]. Therefore, the strains should be tested 
on prophage induction and phage resistance before potential manufacturing use.

In industry of yogurt-like products Lactobacillus ssp. bulgaricus and 
Streptococcus thermophilus cultures are generally utilized for manufacturing of  
stirred or drinking yogurt. For instance, traditional starter set for Balkan yogurt 
is composed of L. delbrueckii ssp. bulgaricus and S. thermophilus, (2.5–6 h long 
fermentation); for mild yogurt preparation protosymbiotic, thermophilic cultures of 
L. acidophilus and S. thermophiles (6–7 h fermentation) are used. Probiotic yogurt-
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like products usually contain strains of L. acidophilus, L. johnsonii, L. casei, L. 
rhamnosus, L. gasseri, L. reuteri, along with Bifidobacterium bifidum, B. longum, 
and B. infantis [9].

From the vast variety of traditional dairy foods produced in Georgia, Matsoni 
has a special place in everyday diet of the local population, especially in child 
nutrition. Matosni is white, smooth, semi-liquid, yogurt like fermented product, 
common in every part of the country. It can be made from cow, buffalo, sheep and 
goat milk, or their mixtures. Products final acidity ranges around 70–150°T. Overall, 
the microbial ecosystem of Matsoni is considered to be largely dominated by the 
thermophilic species: S. thermophilus and L. delbrueckii. High density of LAB 
other than these two species, including L. helveticus, L. paracasei and Leuconostoc  
lactis, were found to occur as well [11]. 

At present all Georgian traditional products including yogurt-like product 
Matsoni actually are made using  the replacement cultures imported from different 
counties. The products manufactured using these starters resembles Matsoni, but 
still there are great differences in texture, flavour and taste in comparison with the 
traditional Georgian product. 

Due to peculiarity of the preparation method, based on back-sloping, 
uncontrolled usage and marketing of imported starter cultures, strains migrate 
from commercial products to home-made batches, replacing established semi-
spontaneous mother cultures. Thus, preserving natural starter composition of 
traditional Matsoni is of a great importance.

As a measure directed to  preservation of the tradition the artisanal method 
for preparation of Matsoni was adapted and published by Georgian patent agency 
(Table 1) [15].

Table 1
Standard manufacturing protocol of Matsoni according to Saqpatenti [15]

Matsoni
|

Manufacturing

Milk heat treatment

Inoculation of Starter

Fermentation

Cooling

________________

________________

________________

________________

Comments

Pasteurization

Back-slopping

41–45 ºС, 3–4 h

4–6 ºС, 12–20 h

The present study focuses on determination of microbial composition of the 
home-made Matsoni samples, selection of the bacterial cultures with distinguished 
biotechnological potential for further molecular investigation and development of  
the standardized starter(s) for the traditional Caucasian dairy product(s). 

МІКРОБІОЛОГІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ КАВКАЗЬКОГО ПРОДУКТУ МАЦОНІ
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Materials and methods
Fresh home-made Matsoni samples were collected from twenty four different 

points in Georgia during 2013–2014 (Picture 1). The samples were immediately 
transferred to the research laboratory in cooler boxes. 10ml of sample was taken 
aseptically from Matsoni jars for further investigation. For obtaining diversity of 
viable and cultivable, acidifying and lactose-fermenting LABs, the strain isolation 
was performed according to the method described by D. Carminati at al. (2014) [3]. 

Picture 1. Pinpoints of the sample collection sites in Georgia

Morphologically different colonies were isolated and purified by streaking 
on the respective solid media (MRS, M17, Bile Esculin Azide Agar). The obtained 
pure colonies were checked for  catalase activity by applying 3% hydrogen 
peroxide on the strain colony, Gram staining was performed using the differential 
staining kit (Deltalab) according to manufacturer’s instructions, after which the 
samples underwent light microscopy (X1000) for morphological classification. 
After purification the stocks were stored at -80 °C with 20% glycerol. Prior to use 
the strains were cultivated twice in appropriate liquid media. 

Galactose fermentation test was carried out on BSM medium, with phenol 
red (final concentration of 2% w/v) and filter sterilized D-(+) Galactose – 0.2% 
(w/v) as described by De Man et al (1960) [4].

The LAB isolates were tested for the ability to digest casein using standard 
skim milk agar plate method.  

Study of lysogeny was performed via spot test and induction of prophages 
using Mitomycin C, as described by Ra’l, R. Raya and  Elvira M. H’bert (2009) 
[12].

Ability of the EPS production was evaluated in presence of carbohydrate 
composition (5.26~5.1 lactose g/100g) of normal milk to model the strain behavior 
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at manufacturing conditions, according to the method described by Ruas-Madiedo, 
P. and De Los Reyes-Gavilán, C. G. (2005) [13]

Urease activity test was performed as follows: a pellet  was obtained from 
2ml of overnight culture via centrifuging (10,000rpm, 5min), re-suspended  in 2ml 
of the indicator solution (yeast extract -0.1g, KH2PO4-9.1G, K2HPO4-9.5g, phenol 
red-0.01g, 1L D.W. pH 6.5, filter sterilized) and incubated for 6–18h at 42 °C. 

Picture 2. Presumptive Lactobacillus spp. culture, isolated from Matoni sample, Light 
Microscopy, live culture in MRS medium, magnification 100X

Picture 3. Presumptive Streptococcus thermophilus culture, isolated from Matsoni 
sample, Light Microscopy, live culture in M17 medium, magnification 100X

МІКРОБІОЛОГІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ КАВКАЗЬКОГО ПРОДУКТУ МАЦОНІ

Screening of bacteriocin producing strain was performed as follows: overnight 
cultures were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min, supernatant was removed and 
stored at -20 °C until further use. Standard indicator strains: L. plantarum 350 and 
L. sakei subsp. sakei JCM 1157 (Kindly provided by T. Haertle (FIP, UR1268, 
Biopolymers Interactions Assemblies, INRA, BP 71627, 44316 Nantes Cedex 3, 
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France.) were used as a bacteriocin sensitive lawn. 200µl of log phase indicator 
strains were mixed with 25ml of 1% MRS agar and plated on sterile Petri dish. 
Plates were allowed to dry and Ø8mm wells were cut and filled with 65µl of the 
supernatant. After aerobic incubation for 18h at 37 °C, the plates were checked for 
appearance of clear zones. Enterococcus durans A5-11 [1] was used as a positive 
control. The strains demonstrating positive-reactions were selected for further 
studies. The selected supernatants were pH neutralized, hold in water bath for 10 
min to exclude high acid production and H2O2 effects. Additionally the samples 
were treated with proteinase K and trypsin (1mg/ml for 90min) to confirm peptide 
nature of inhibitory agents.

Results and discussion
A total of 144 LAB strains were isolated from 35 fresh Matsoni samples. It 

is important to underline that the majority of the home-made samples contained 
vast variety of yeast microflora, with average of 4 bacterial isolates per sample, 
with sample standard deviation of 1.75, suggesting high variability among different 
samples. Based on the results obtained using various selective media, temperature 
conditions, catalase activity tests, Gram profiles and cell morphology eighty two 
strains were attributed to Lactobacillus spp. four  cultures to S. thermophilus and 
fifty eight isolates to Enterococcus spp. 

According to the screening results five isolates attributed to Lactobacillus  
spp. showed ability to degrade casein, which was demonstrated by skim milk agar 
plate method. Forty six (32%) out of  144 isolates have been determined as positive 
for galactose fermentation and five isolates formed mucoid or ropy colonies on 
Milk agar. Twenty eight isolates (19%)  appeared to be  urease positive. 

A total of 144 isolates have been tested for lysogeny.  Despite the fact 
that no lysis areas or negative colonies were detected via the spot-test analysis, 
twenty strains showed decrease of turbidity after induction with Mitomycin C, 
compared to their controls and, therefore, have to be excluded from the list  of the 
biotechnologically suitable strains. 

The isolates have been checked for antagonistic activity against L. plantarum 
350 and L. sakei subsp. sakei JCM 1157. Two isolates attributed to Lactobacillus 
spp. and one to Enterococcus spp. showed distinguished antagonistic activity 
characteristic to bacteriocin production, while twenty one strains showed inter-
genus antagonistic activity, which is determined by non-peptide factors. Thus, these 
cultures may not be recommended as potential starter strains, as they may interfere 
with development of other starter components. 

After summarizing the screening results per each isolate according to the 
characteristics discussed in introduction, sixty five isolates have been validated 
as suitable candidates as potential starter strains and use for further molecular 
characterization.
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Figure 1. Distribution of different trades of Matsoni isolates

МІКРОБІОЛОГІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ КАВКАЗЬКОГО ПРОДУКТУ МАЦОНІ

Figure 2. Validation of isolates as potential starter cultures
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
КАВКАЗСКОГО ПРОДУКТА МАЦОНИ

Реферат
Цель работы. Изучить микробный состав самодельных образцов мацони 
и выбрать бактериальные культуры для дальнейшего развития стандар-
тизованного стартера. Методы. Выделение и очистка штаммов, оценка 
каталазной и уреазной активности культуры, оценка способности фермен-
тации казеина, деградации галактозы, производство экзополисахаридов 
и бактериоцинов, определение лизогенных штаммов. Результаты. Было 
выделено сто сорок четыре молочнокислых бактериальных культур из 35 
самодельных образцов Мацони, собранных из 24 различных поселений в Гру-
зии в течение 2013–2014 гг. Бактериальная структура стартеров показала 
большое разнообразие в их составе, 3% изолятов показали способность де-
градировать казеин и  производить экзополисахариды, 32% – ферментиро-
вать галактозу, 19% проявили уреазную активность, 17% – показали анта-

Е. Какабадзе, Н. Бакурадзе, Н. Грдзелишвілі, Х. Макалатія, Г. Натрошвілі, Н. Чанішвілі

Concluding remarks
144 lactic acid bacterial strains isolated from the artisanal Matsoni samples 

were evaluated from biotechnological point of view. 3 strains demonstrated  an 
ability to produce bacteriocines, because of which they were excluded from the list 
of potential starters, but they can find other alternative uses, e.g as antimicrobial 
agents. The developed strain collection, counting 65 isolates, demonstrating valuable 
biotechnological properties, such as galactose fermentation, EPS production and 
casein degradation will undergo  thorough molecular characterization, after which 
can be easily used for construction of the new Matsoni starters. A large body of 
information on diversity and metabolic activities of bacterial species isolated from 
artisanal Matsoni will allow to predict how to develop future regulatory requirements 
necessary to protect and preserve natural microbiota of artisanal products.

High frequency of occurrence of Enterococcus spp. in Matsoni samples 
suggests the importance of further investigation of their role in fermentation process 
and their role in development of the product taste. But as it was shown in previous 
study by Malkhazova et al. (2005) [8] a high percentage of Enterococcus isolates 
from Matsoni demonstrates an ability to decarboxylate tyrosine to tyramine, and 
may be associated with certain health hazards. Additionally, recent emergence of 
antibiotic resistance and virulent strains of Enterococcus spp. and their ability to 
horizontally transform resistance genes cause serious concerns on their use from 
food safety point. Therefore, the inclusion of Enterococcus species adding into the 
starter composition should be done with caution. 
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МІКРОБІОЛОГІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ КАВКАЗЬКОГО ПРОДУКТУ МАЦОНІ

гонистическую активность  и 14% были обозначены как лизогены. Выводы. 
Разработанная коллекция штаммов имеет потенциал для обеспечения раз-
личных органолептических свойств конечным продуктам и, таким образом, 
может быть использована для  новых стандартизированных стартеров 
Мацони.

Ключевые слова:  Lactic acid bacteria, Matsoni, Starter strain, Biotechnology.
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МІКРОБІОЛОГІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ КАВКАЗЬКОГО 
ПРОДУКТА МАЦОНІ

Реферат
Мета. Вивчити мікробіний склад саморобних зразків Мацоні і вибрати бак-
теріальні культури для подальшого розвитку стандартизованого стартера. 
Методи. Виділення і очищення штамів, оцінка каталазної і уреазної актив-
ності культури, оцінка здатності ферментації казеїну, деградації галакто-
зи, синтез екзополіцукридів і бактеріоцинів, визначення лізогенних штамів. 
Результати. Було виділено сто сорок чотири молочнокислих бактеріальних 
культури з 35 саморобних зразків Мацоні, відібраних з 24 різних поселень 
в Грузії протягом 2013 – 2014 рр. Бактеріальна структура стартерів по-
казала велику різноманітність в їх складі, 3% ізолятів показали здатність 
деградувати казеїн і синтезувати екзополіцукриди, 32% - ферментувати га-
лактозу, 19% виявили уреазну активність, 17% - показали антагоністичну 
активність і 14% були визначені як лізогени. Висновки. Розроблена колекція 
штамів має потенціал для забезпечення різних органолептичних властиво-
стей кінцевим продуктам і, таким чином, може бути використана для но-
вих стандартизованих стартерів Мацоні.

Ключові  слова:  Lactic acid bacteria, Matsoni, Starter strain, Biotechnology.
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СКЛАД ЖИРНИХ КИСЛОТ БАКТЕРІЙ ШТАМУ 
ENTEROCOCCUS ITALICUS ОНУ547

Мета. Визначення складу жирних кислот бактерій штаму E. italicus 
ОНУ547 продуцента бактеріоцину та його попередньої ідентифікації. Ме-
тоди. У роботі використовували штам E. italicus ОНУ547, який  було виділе-
но з ферментованої капусти з Таїланду. Бактерії культивували на 1,5% ага-
ризованому середовищі de Man, Rogosa and Sharpe (MRS). Жирнокислотний 
склад бактерій штаму E. italicus ОНУ547 визначали за допомогою газового 
хроматографа Agilent 7890, оснащеного колонкою Ultra 2 (25 м х 0,2 мм) 
(Agilent Technologies, Санта-Клара, Каліфорнія, США) з використанням ав-
томатичної системи ідентифікації мікроорганізмів MIDI Sherlock. Резуль-
тати. Вперше показано, що домінуючими жирними кислотами бактерій 
штаму E. italicus ОНУ547 є октадеценові кислоти (61,52%). Гексадекано-
ва кислота також присутня у відносно високій концентрації та складала 
26,41% від загальної кількості. Інші виявлені жирні кислоти (С17:0, С20:1w7c, 
С12:0, С19:0 цикло w8c, С18:0, С14:0, С16:1) присутні в значно менших кількостях, 
та складали від 0,18% до 6,30%. Висновки. У складі ліпідів досліджуваних 
бактерій переважають ненасичені жирні кислоти. За спектром жирних 
кислот досліджувані бактерії віднесено до виду E. italicus.
Ключові  слова:  жирні кислоти, газова хроматографія, E. italicus ОНУ547. 

Вперше представника молочнокислих бактерій виду Enterococcus 
italicus було виділено та описано відносно недавно. В якості характерних оз-
нак бактерій цього виду відмічено здатність до слабкого росту при темпе-
ратурі 10 ºС та нездатність зростати в присутності 6,5% NaCl, відсутність 
пігментоутворення, нездатність утилізувати деякі цукри. Домінуючими жир-
ними кислотами є С18:1 w7c та C16:0 [3]. Дослідниками було показано перспек-
тиви застосування бактерій цього виду у харчовій промисловості [4].  

У попередніх дослідженнях з ферментованої капусти (Таїланд) нами 
було виділено штам E. italicus ОНУ547 продуцент бактеріоцину, що також 
проявляв властивості, які вказують на можливість його застосування у хар-
човій промисловості. Належність виділеного штаму до виду E. italicus було 
встановлено на основі результатів секвенування 16S рДНК [1]. Однак для 
надійної ідентифікації бактерій бажано використовувати різні підходи, що 
включають класичні мікробіологічні методи, генетичний аналіз та методи хе-
мотаксономії [7], серед яких інформаційним вважається порівняння спектрів 
жирних кислот [3]. У зв'язку з цим метою роботи було визначення спектру 
жирних кислот бактерій штаму E. italicus ОНУ547 та підтвердження його по-
передньої ідентифікації. 
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Матеріали і методи
У роботі використовували штам бактерій E. italicus ОНУ547, який  було 

виділено нами з ферментованої капусти Таїланду та попередньо ідентифіко-
вано на основі результатів секвенування 16S рДНК [1]. Бактерії культивували 
на 1,5% агаризованому середовищі de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) за тем-
ператури 28 ºС. 

Аналіз складу жирних кислот було виконано згідно з [5]. Підготовку 
проб здійснювали в декілька етапів. Спочатку, з метою здійснення омилення, 
до біомаси добової культури бактерій додавали 1 мл реагенту № 1 (NaOH – 45 
г, метанол – 150 мл, дейонізована дистильована вода – 150 мл), перемішували 
на вортексі впродовж 5–10 сек і прогрівали при 100 ºС впродовж 5 хв. Потім, 
знову перемішували на вортексі, прогрівали при 100 ºС впродовж 25 хв і охо-
лоджували. Для здійснення метилування додавали 2 мл реагенту № 2 (6Н HCl 
– 325 мл, метанол – 275 мл), перемішували на вортексі впродовж 5–10 сек, 
прогрівали на водяній бані за 80 ºС впродовж 10 хв і швидко охолоджували. 
Наступним етапом було екстрагування жирних кислот шляхом додавання 1,25 
мл реагенту № 3 (гексан – 200 мл, метил-трет-бутиловий етер – 200 мл) та пе-
ремішування впродовж 10 хв, після чого суміш розділялась на дві фракції. До 
відібраної верхньої фракції, з метою здійснення промивання, додавали 3 мл 
реагенту № 4 (NaOH – 10,8 г, дейонізована дистильована вода – 900 мл), пе-
ремішували впродовж 5 хв і відбирали верхню фракцію, яка містила виділені 
жирні кислоти [8]. 

Газову хроматографію виконували за допомогою хроматографа Agilent 
7890, який оснащений колонкою Ultra 2 з 5% фенілметилсилоксану (25 м х 0,2 
мм) (Agilent Technologies, Санта-Клара, Каліфорнія, США). В якості рухомої 
фази використовували водень [8].

Результати та їх обговорення 
У результаті проведених досліджень вперше виявлено, що до складу 

клітин бактерій штаму E. italicus ОНУ547 входять як насичені так і ненаси-
чені жирні кислоти (табл. ). 

Серед насичених виявлено додеканову (С12:0), тетрадеканову (С14:0), гек-
садеканову (С16:0), гептадеканову (С17:0), октадеканову С18:0 та циклопропанову 
(С19:0 цикло w8c) кислоти, тоді як серед ненасичених – суміш гексадеценових 
кислот (С16:1w7c/С16:1w6c), суміш октадеценових кислот (С18:1 w7c/С18:1w6c) та 
ейкозенову кислоту (С20:1w7c). Загалом насичені жирні кислоти бактерій шта-
му E. italicus ОНУ547 складають 31,7% від загальної кількості екстрагованих, 
тоді як ненасичених – 68,3%. При порівнянні вмісту насичених та ненасиче-
них жирних кислот їх співвідношення складає приблизно 1:2, отже, в складі 
клітин досліджуваного ентерококу переважають ненасичені жирні кислоти.

Аналіз складу ненасичених жирних кислот клітин E. italicus ОНУ547 
виявив, що найбільший вміст серед них має суміш С18:1 w7c/С18:1w6c (90%), 
тоді як суміші С16:1w7c/С16:1w6c та С20:1w7c наявною є в значно меншій кіль-
кості та складають 9,2% та 0,8%, відповідно. Серед насичених жирних кис-
лот у найбільшій кількості представлені С16:0 (83,4%) та С14:0 (7,8%). Жирні 
кислоти С12:0, С17:0, С18:0 та С19:0 цикло w8c присутні в значно меншій кількості 
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Час утримання, хв Жирна кислота Частка (%)

0,7137 - -
0,7345 Пік сольвента -
1,6165 12:0 0,65
2,0333 - -
2,1169 - -
2,1643 14:0 2,47
2,4709 15:0 -

2,7351 16:1 w7c/16:1 w6c
16:1 w6c/16:1 w7c 6,30

2,7676 - -
2,7857 16:0 26,41
3,1027 17:0 0,18

3,3696 18:1 w7c
18:1 w6c 61,52

3,4171 18:0 1,18
3,7041 19:0 cyclo w8c 0,77
3,9832 20:1 w7c 0,52

та складають лише 2%, 0,6%, 3,7% та 2,4% від загальної кількості насичених 
жирних кислот, відповідно.

Таблиця 
Склад жирних кислот бактерій штаму E. italicus ОНУ547

Table 
Composition of fatty acids of bacteria of the strain E. italicus ONU547

Аналіз сумарного складу насичених і ненасичених жирних кислот 
клітин бактерій штаму E. italicus ОНУ547 показав, що суміш октадеценових 
жирних кислот  домінує серед інших та складає 61,52%, а гексадеканова і ци-
клопропанова – 26,41% і 0,77%, відповідно (рис.). Отримані нами результати 
повністю узгоджуються з даними наведеними у єдиній відомій публікації що 
до складу жирних кислот у E. italicus. У типового штаму E. italicus TP1.5Т 

домінують жирні кислоти C18:1 (60,6%) та С16:0 (27,9%), тоді як жирні кислоти 
С19:0 виявлені у меншій кількості – лише 2,5% [3]. 

Оскільки штам E. italicus ОНУ547 ізольовано нами із рослинного ма-
теріалу [1], а штам E. italicus TP1.5Т було виділено із молочних продуктів [2, 
3] то узгодження результатів їх жирнокислотного складу може вказувати на 
те, що він не залежить від джерела виділення. Це підтверджує можливість 
для надійного застосування аналізу складу жирних кислот для ідентифікації 
бактерій виду E. italicus. 

Склад жирних кислот (особливо визначення складу С16:1)  може бути 
також використаний для розмежування видів E. italicus та E. camelliae, оскіль-
ки ці два види ентерококів мають високу схожу послідовність нуклеотидів 
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гену 16S рРНК (на 99,2%) [6]. У наших дослідженнях концентрація ненаси-
чених жирних кислот С16:1 у E. italicus ОНУ547 складала лише 6,3% від за-
гальної кількості виділених жирних кислот, тоді як для E. camelliae FP15-1T їх 
концентрація складає 30,5%. Крім того, концентрація іншої головної жирної 
кислоти – С18:1 була значно меншою для E. camelliae FP15-1T (20,9%) [6]. 

Рис. Хроматограма спектру жирних кислот бактерій штаму E. italicus ОНУ547

Fig. Chromatogram of the fatty acid spectrum of bacteria of the strain 
E. italicus ONU547
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Незважаючи на те, що інші жирні кислоти, такі як С12:0, С14:0, С17:0, С18:0 
та С20:1 також є у складі клітин E. italicus ОНУ547, як і у E. camelliae FP15-1T 

[6], проте вони визначені в значно меншій кількості та складають, відповідно,  
0,65%, 2,47%, 0,18%, 1,18% та 0,52% від загальної кількості виділених жир-
них кислот. 

Отже, проведені дослідження показали, що спектр жирних кислот бак-
терій E. italicus може слугувати важливою характеристикою цього виду і оз-
накою, яка диференціює його від генетично близького за послідовністю ну-
клеотидів 16S рРНК виду E. camelliae. 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 75–81

А. Г. Мерліч, Н. В. Коротаєва 



79

А. Г. Мерлич, Н. В. Коротаева
Одесский национальный университет имени И. И. Мечникова, 

ул. Дворянская, 2, Одесса, Украина, 65082, 
тел. +38(0482)68 79 64, e-mail: andriymerlich@gmail.com

СОСТАВ ЖИРНЫХ КИСЛОТ БАКТЕРИЙ ШТАММА 
ENTEROCOCCUS ITALICUS OНУ547

Реферат
Цель. Определение состава жирных кислот бактерий штамма E. italicus 
ОНУ547 продуцента бактериоцина и его первичной идентификации. Мето-
ды. В работе использовали штамм E. italicus ОНУ547, который было выде-
лено из тайской ферментированной капусты. Бактерии культивировали на 
1,5% агаризованной среде de Man, Rogosa and Sharpe (MRS). Жирнокислот-
ный состав бактерий штамма E. italicus ОНУ547 определяли с помощью 
газового хроматографа Agilent 7890, оборудованного колонкой Ultra 2 (25 м 
х 0,2 мм) (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США) с исполь-
зованием автоматической системы идентификации микроорганизмов MIDI 
Sherlock. Результаты. Впервые показано, что доминирующими жирными 
кислотами бактерий штамма E. italicus ОНУ547 являються октадецено-
вые кислоты (61,52%). Гексадекановая кислота также присутствует в 
относительно высокой концентрации и составляла 26,41% от общего коли-
чества. Другие выявленные жирные кислоты (С17:0, С20:1w7c, С12:0, С19:0 цикло 
w8c, С18:0, С14:0, С16:1) присутствуют в значительно меньших количествах и 
составляли от 0,18% до 6,30%. Выводы. В составе липидов исследуемых 
бактерий преобладают ненасыщенные жирные кислоты. За спектром 
жирных кислот исследуемые бактерии отнесено к виду E. italicus.

Ключевые слова:  жирные кислоты, газовая хроматография, E. italicus 
ОНУ547.
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FATTY ACID COMPOSITION OF BACTERIA OF 
ENTEROCOCCUS ITALICUS ONU547 STRAIN

Summary
Aim. Determination of fatty acid composition of bacteria of bacteriocin producing 
the strain E. italicus ONU547 and of its preliminary identification. Methods. 
The strain E. italicus ONU547, isolated from Thai fermented cabbage was used 
in the work. The bacteria were cultivated on the medium de Man, Rogosa and 
Sharpe (MRS) with 1.5% agar. The fatty acid composition of bacteria of E. italicus 
ONU547 strain was determined by gas chromatograph Agilent 7890 equipped 
with Ultra 2 column (25 m х 0,2 mm) (Agilent Technologies, Santa Clara, 
California, USA) using the automatic system of identification of microorganisms 
MIDI Sherlock. Results. Octadecenoic acids are dominating fatty acids (61.52%) 
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of bacteria of E. italicus ONU547 strain and it has been showed for the first time.  
Hexadecanoic acid is also present at relatively high concentration and comprised 
26.41% from total amount. Other detected fatty acids (С17:0, С20:1w7c, С12:0, С19:0 
cyclo w8c, С18:0, С14:0, С16:1) are present in much lower quantities and comprised 
from 0.18% to 6.30%. Conclusions. Unsaturated fatty acids are predominant in 
lipid composition of the studied bacteria. The studied bacteria were identified as 
E. italicus based on the spectrum of fatty acids. 

Key words:  fatty acids, gas chromatography, E. italicus ONU547.
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ANTAGONISTIC ACTIVITY OF ENDOSPOREFORMING 
BACTERIA OF DEEP WATER THE BLACK SEA 

SEDIMENTS

Aim. The purpose of the work was to study the antagonistic activity of strains 
of the facultatively anaerobic endosporeforming bacteria, isolated from deep-sea 
sediments of the Black Sea. Materials and methods. In this work, 250 strains 
of facultative anaerobic endosporeforming bacteria, isolated from the samples 
of deep-sea sediments of the Black Sea, were used. Antagonistic activity was 
determined by the method of radial streaks. As indicators for screening there were 
used next strains of opportunistic human pathogens – Proteus vulgaris ATCC 
6896,  Pseudomonas aeruginosa B-329,  Staphylococcus aureus ATCC 6538P, 
Bacillus cereus ATCC 14579, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli 
ATCC 25922, Salmonella enterica NCTC 6017, Klebsiella pneumoniae ATCC 
10031, Bacillus subtilis ATCC 10774. Results. It is revealed that 32% of all 
isolated Black Sea strains of facultative anaerobic spore-forming bacteria have 
been shown to exhibit antagonistic activity of varying degrees of severity in 
relation to opportunistic microorganisms. There is a certain relationship between 
species strain, horizon of its origin and its antagonistic activity. Conclusions. 
The obtained results testify to the promising nature of the strains of endospore-
forming bacteria in the Black Sea sediments for the screening of the producers 
of antimicrobial compounds with activity directed against opportunistic human 
pathogens.

Key words:  endosporoferming bacteria, antimicrobial activity, the Black sea.

Most studies which focus on the antagonistic interactions of microorganisms 
relate to microorganisms in soil origin. The marine environment is much less 
explored in this aspect, and it can serve as a promising source for the search 
for new producers for biotechnological research. This is especially true of such 
specific part of the World Ocean as the Black sea, in which water from the depth of 
100–150 m is saturated with hydrogen sulfide and characterized by anaerobic 
conditions, which makes this biotop unique [10]. Therefore, we can expect to 
discover in this environment new types of antagonistic activity and microorganisms 
– the producers of new antibiotics. The search for and development of new 
antimicrobial drugs is important for the control of poliresistant pathogens [3, 6, 7, 8].

The study of antagonistic activity in strains of bacteria of natural origin 
is interesting not only from the applied, but also from the fundamental point of 
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view – it gives an idea of the nature and extent of the potency of the competitive 
relationships in the biotope from which the bacteria-antagonists are isolated [5, 6].

For the first time in the bottom deposits of anaerobic, saturated hydrogen 
sulfide and methane, batialy of the Black sea at depths 888–2080 m, we identified 
facultative anaerobic endosporeforming bacteria, their taxonomic diversity was 
determined, and assumptions were made about their alochtonic origin [2]. It was 
established that the isolated strains belong to 18 species of 4 genera Bacillus, 
Paenibacillus, Lysinibacillus and Brevibacillus. Proceeding from the hypothesis of 
the alochtonic origin of these bacteria in the bottom sediments of the Black sea, we 
can assume the correlation of the antagonistic profiles of the strains obtained with 
such soils for bacteria of soil origin.

The aim of the work was to study the antimicrobial activity of the strains 
of the facultatively anaerobic endosporeforming bacteria, isolated from the deep 
sea sediments of the Black sea and to find strains promising for the search for new 
antibiotics.

Materials and methods
250 strains of facultatively anaerobic endosporeforming bacteria of genera 

Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Brevibacillus, isolated from samples of 
deep-sea bottom sediments of the Black Sea, taken from the depths up to 2080 
meters during the M84 / 2 expeditions of the University of Bremen on the research 
vessel "METEOR" (stations 233, 242, 258, 269) and on the research vessel "MARE 
NIGRUM" Romania (station 116) [2].

Isolated strains were previously identified by defining the spectrum of fatty 
acids on a BioRad gas chromatograph using the standard method [4] using an 
automatic identification system of MIDI Sherlock microorganisms based on a gas 
chromatograph with Agilent 7890 flame ionization detector (Agilent Technologies, 
USA).

Screening of antagonists was carried out using the radial streaks method on 
the Hauze-2 medium [1]. As indicators for pre-screening there were used the strains 
Proteus vulgaris ATCC 6896,  Pseudomonas aeruginosa B-329,  Staphylococcus 
aureus ATCC 6538P, Bacillus cereus ATCC 14579, Candida albicans ATCC 
10231, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica NCTC 6017, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 10031, Bacillus subtilis ATCC 10774.

For to the provided indicator strains, grateful thanks to the Head of the 
Department of physiology and taxonomy of micromycetes, Kurchenko I. M., and 
the head of the department of antibiotics in IMV NASU Avdeeva L. V.

Results and discussion
Among 250 tested strains, 79 were antagonistic, representing about 32%. 

It can be seen from the table that the most active studied strains were against 
Candida albicans ATCC 10231 (average growth inhibition zones 21.52 mm), 
Proteus vulgaris ATCC 6896 (average growth inhibition zones 19.88 mm), and 
Staphylococcus aureus ATCC 6538P (the average size of growth inhibition zones 
is 16.03 mm). The least-susceptible were Pseudomonas aeruginosa B-329 (average 
size of growth inhibition zones – 6.65 mm), Escherichia coli ATCC 25922 (average 
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growth inhibition zone 8.05 mm), and Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (average 
size of inhibition zones growth – 8.25 mm) (Table).

Тable
Antimicrobial activity of endosporeforming bacteria isolated from deep 

water sediments of the Black sea 

Species Strain, station, 
horizon

1* 2 3 4 5 6 7 8 9

B. licheniformis 055 (233, 0-5) 3,0 4,0 4,0 5,0 0,0 2,0 3,0 3,0 3,0
B. megaterium 955 (233, 0-5) 24,0 0,0 34,0 7,0 29,0 0,0 6,0 0,0 0,0
B. subtilis 219 (233, 5-10) 24,0 0,0 32,0 13,5 27,0 5,0 6,5 0,0 0,0
B. subtilis 211 (233, 5-10) 32,5 0,0 35,0 17,0 35,0 6,0 17,5 8,5 0,0
B. subtilis 203 (233, 5-10) 29,0 0,0 35,0 13,5 25,0 8,0 13,0 8,0 0,0
B. subtilis 204 (233, 5-10) 32,0 0,0 35,0 15,0 30,0 11,0 11,5 2,0 2,5
B. atrophaeus 200 (233, 5-10) 35,0 2,5 35,0 19,0 35,0 7,0 21,0 9,0 0,0
B. cereus 213 (233, 5-10) 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 212 (233, 5-10) 32,0 0,0 35,0 14,5 35,0 7,5 15,0 4,0 0,0
B. atrophaeus 010 (233, 10-15) 5,0 3,5 4,0 10,0 5,0 5,0 2,5 1,0 0,0
B. licheniformis 043 (233, 15-20) 0,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. licheniformis 014 (233, 15-20) 0,0 0,0 4,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. pimilus 002 (233, 15-20) 0,0 0,0 8,0 6,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. pimilus 004 (233, 15-20) 3,5 3,5 5,0 9,5 0,0 4,0 3,0 2,0 2,0
B. megaterium 003 (233, 15-20) 0,0 0,0 7,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
B. licheniformis 012 (233, 15-20) 0,0 0,0 6,5 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. licheniformis 99B (233, 20-25) 0,0 0,0 2,5 10,5 5,0 0,0 0,0 0,0 6,5
B. atrophaeus 99A (233, 20-25) 3,5 0,0 0,0 14,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,0
B. licheniformis 005 (233, 25-30) 0,0 0,0 10,0 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. licheniformis 001 (233, 30-35) 0,0 0,0 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 920 (233, 0-5) -** 0,0 0,0 - 0,0 0,0 - - 9,0
B. amyloliquefaciens 921 (233, 0-5) - 11,0 10,0 - 11,0 11,0 - - 12,0
B. pimilus 99A (258, 0-5) 35,0 0,0 35,0 14,0 35,0 5,0 18,5 10,0 0,0
B. pimilus 232(258, 5-10) 0,0 0,0 5,0 3,5 7,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P. larvae 018 (258, 5-10) 25,5 0,0 30,0 15,5 26,5 4,0 7,5 8,5 5,0
- 019 (258, 5-10) 5,5 0,0 0,0 14,5 0,0 3,5 0,0 0,0 6,5
B. subtilis 231 (258, 5-10) 35,0 5,0 35,0 16,0 28,0 7,5 18,0 9,0 8,0
B. subtilis 217 (258, 5-10) 27,5 3,0 35,0 16,5 35,0 9,0 10,0 7,5 0,0
B. subtilis 247 (258, 10-15) 19,5 2,0 28,0 15,0 22,0 9,5 10,5 10,0 0,0
B. atrophaeus 246 (258, 10-15 0,0 0,0 3,5 6,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 021 (258, 10-15) 6,0 3,0 11,0 20,0 35,0 12,5 12,5 14,0 0,0
B. subtilis 239 (258, 30-35) 30,0 0,0 35,0 14,5 30,0 7,0 17,0 13,0 0,0
B. megaterium 035 (258, 30-35) 34,0 0,0 35,0 20,0 35,0 13,0 21,5 15,0 0,0
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B. megaterium 069 (242, 0-5) 0,0 0,0 1,5 16,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P. macerans 953 (242,0-5) - 9,0 15,5 - 16,5 15,5 - - 7,0
Br. reuszeri 031 (242, 0-5) 2,0 0,0 4,0 19,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. megaterium 957(242,0-5) - 0,0 0,0 - 0,0 0,0 - - 9,0
B. megaterium 067 (242, 0-5) 4,5 0,0 1,5 15,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 959(242,0-5) - 0,0 10,0 - 0,0 8,0 - - 0,0
B. pumilus 229 (242, 0-5) 21,5 0,0 32,5 5,0 21,5 0,0 0,0 5,0 0,0
B. agaradhaerens 960(242,0-5) - 14,0 13,5 - 13,5 15,5 - - 7,0
B. subtilis 923 (242, 0-5) 30,0 2,5 35,0 13,5 35,0 5,5 9,0 3,5 0,0
B. subtilis 961(242,0-5) - 0,0 9,0 - 0,0 0,0 - - 0,0
B. subtilis 967(242,0-5) - 0,0 6,0 - 0,0 5,5 - - 0,0
B. subtilis 968(242,0-5) - 0,0 0,0 - 0,0 0,0 - - 13,0
B. megaterium 032 (242, 0-5) 0,0 0,0 4,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 970(242,0-5) - 11,0 13,0 - 0,0 12,0 - - 0,0
B. megaterium 980(242,0-5) - 7,0 7,5 - 0,0 0,0 - - 0,0
B. licheniformis 986(242,0-5) - 0,0 0,0 - 0,0 10 - - 0,0
B. pumilus 989(242,0-5) - 9,0 0,0 - 0,0 0,0 - - 0,0
B. subtilis 001 (242, 5-10) 35,0 0,0 16,0 12,5 35,0 2,0 3,0 13,0 3,5
B. subtilis 013 (242,10-15) 35,0 0,0 35,0 16,0 35,0 3,5 17,0 8,0 0,0
B. pumilus 041 (242, 10-15) 7,0 0,0 20,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. atrophaeus 008 (242, 10-15) 0,5 3,0 1,5 5,0 0,0 1,5 1,0 0,0 2,0
B. megaterium 040 (242, 10-15) 35,0 0,0 16,0 7,5 27,0 3,0 4,5 11,0 0,0
B. licheniformis 249 (242, 15-20) 0,0 0,0 0,0 7,5 2,5 1,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 251 (242, 15-20) 0,5 1,5 0,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,5
B. subtilis 248 (242, 15-20) 0,0 2,0 6,0 6,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0
B. licheniformis 245 (242, 25-30) 0,0 0,0 7,5 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 033 (242, 25-30) 0,0 1,5 1,5 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. pumilus 932 (269, 0-05) - 5,0 5,0 - 0,0 13,0 - - 5,0
B. megaterium 063 (269, 0-05) 12,0 0,0 23,5 0,0 13,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. pumilus 049 (269, 45-50) 1,5 0,0 17,5 10,5 35,0 2,0 4,5 10,0 0,0
B. megaterium 051 (269, 45-50) 9,0 0,0 20,5 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B. subtilis 053 (269, 45-50) 35,0 0,0 35,0 19,0 35,0 12,5 19,5 8,0 0,0
B. megaterium 054 (269, 45-50) 28,0 0,0 35,0 15,0 29,5 3,5 16,5 14,0 0,0
B. licheniformis 048 (269, 45-50) 18,0 0,0 22,5 6,5 27,5 2,0 8,0 8,0 0,0
B. atrophaeus 993 (249, 0-16) - 15,0 16,0 - 15,0 0,0 - - 14,0
B. subtilis 997 (249, 0-16) - 0,0 27,0 - 15,0 10,0 - - 28,0
B. subtilis 941 (116, 0-02) - 9,0 15,0 - 13,0 12,0 - - 13,0
B. subtilis 943(116, 0-02) - 15,0 11,0 - 18,0 14,0 - - 13,0
B. amyloliquefaciens 946(116, 0-02) - 7,5 7,5 - 8,5 14,0 - - 19,5

Table continued
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Table continued

B. subtilis 902 (116, 0-05) - 0,0 6,0 - 13,0 11,0 - - 12,5
B. subtilis 903 (116, 0-05) - 5,5 5,5 - 11,5 0,0 - - 7,0
B. amyloliquefaciens 905 (116, 0-05) - 7,5 15,0 - 6,5 13,0 - - 14,0
B. agaradhaerens 906 (116, 0-05) - 7,5 13,5 - 6,5 15,5 - - 14,0
B. subtilis 907 (116, 0-05) - 6,5 7,0 - 7,0 11,5 - - 12,5
B. amyloliquefaciens 908 (116, 0-05) - 7,0 8,0 - 11,5 15,5 - - 8,5
B. subtilis 909 (116, 0-05) - 16,0 14,0 - 16,0 - - 14,0
Average*** 19,88 6,65 16,03 11,28 21,51 8,05 11,01 8,20 9,10
Portion of active 
strains (%) 68 38 89 85 57 60 51 47 39

 
Note: *– 1. Proteus vulgaris ATCC 6896, 2. Pseudomonas aeruginosa B-329, 3. 

Staphylococcus aureus ATCC 6538P, 4. Bacillus cereus ATCC 14579, 5. Candida albicans 
ATCC 10231, 6. Escherichia coli ATCC 25922, 7. Salmonella enterica NCTC 6017, 8. Klebsiella 
pneumoniae ATCC 10031, 9. Bacillus subtilis ATCC 10774;

** – Was not determined;
*** Average values of growth absence zones in millimeters without zero ones.

A high degree of antagonism is shown for gram-positive bacteria S. aureus 
and B. cereus (the portion of bacteria active against to them reached 89% and 85%, 
respectively, among all active strains). Antagonism to enterobacteria (Proteus 
vulgaris, Escherichia coli, Salmonella enterica) was 68, 60 and 51%, respectively. 
At the lowest level, there was antagonistic activity in relation to Pseudomonas 
aeruginosa. A characteristic feature is the significant difference between the average 
antagonistic activity of the museum strains in relation to the indicator strains 
B. cereus and B. subtilis.

The highest activity among all identified species was detected in P. larvae, 
P. macerans and B. atrophaeus with a corresponding index of 86%. Significant 
activity was noted also for species known from the literature as the producers 
of bacteriocins and antibiotics – B. subtilis with a 60% and B. licheniformis – 
58%, B. amyloliquefaciens – 57%. It is interesting, that the strains of the species 
B. agaradhaerens (66%), for which there is no known ability to synthesize 
antibiotics or bacteriocins, have been shown to be very close. The lowest activity 
was observed for the strains of B. megaterium (26%), B. pumilus (19%), B. cereus 
(17%) and Br. reuszeri (6%).

The antimicrobial activity of the investigated strains unlinearly depended on 
the depth of the horizon from which they were obtained. This dependence can be 
described as the gradual increase in the proportion of antagonistic active strains 
from the surface to a depth of about 15 cm, followed by gradual decrease to 40% 
on the horizon of 25–30 cm (Figure).

The known average rate of accumulation of bottom sediments in the Black sea, 
which is approximately 10 mm in 20 years [9], can help to interpret this information 
from paleoclimatic point of view as reflection of changes in precipitation dynamics 
in this region during the last millenium.
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Fig. Dependence of portion of antagonistically active strains (in percentages) 
on the horizon depths

Thus, the obtained data indicate the perspectivness of naturally preserved 
marine bacteria in the bottom sediments of the Black sea for the search for the 
producers of new antimicrobial drugs against opportunistic human pathogens.
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АНТАГОНИСТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
СПОРООБРАЗУЮЩИХ БАКТЕРИЙ 

ГЛУБОКОВОДНЫХ ДОННЫХ ОСАДКОВ 
ЧЕРНОГО МОРЯ

Реферат
Цель. Целью работы было изучить антагонистическую активность 
штаммов факультативно-анаэробных спороутворювальних бактерий, вы-
деленных из глубоководных отложений Черного моря. Методы. В работе 
использованы 250 штаммов факультативно-анаэробных спороутворю-
вальних бактерий, выделенных из проб глубоководных отложений Черного 
моря. Антагонистическую активность определяли по методу радиальных 
штрихов. Как индикаторы для скрининга использовали штаммы оппорту-
нистических патогенов человека – Proteus vulgaris ATCC 6896,  Pseudomonas 
aeruginosa B-329,  Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Bacillus cereus ATCC 
14579, Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella 
enterica NCTC 6017, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Bacillus subtilis ATCC 
10774. Результаты. Выявлено, что 32% всех изолированных черноморских 
штаммов факультативно-анаэробных спорообразующих бактерий демон-
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стрируют антагонистическую активность разной степени выраженности 
по отношению к условно-патогенных микроорганизмов. Отмечена опре-
деленная зависимость между видовой принадлежностью штамма, гори-
зонтом его происхождения и антагонистической активностью. Выводы. 
Полученные результаты свидетельствуют о перспективности штаммов 
спорообразующих бактерий донных отложений Черного моря для скринин-
га продуцентов антимикробных соединений с активностью, направленной 
против оппортунистических патогенов человека.

Ключевые слова:  спорообразующие бактерии, антимикробная актив-
ность, Черное море.
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ЮВІЛЕЇ І ДАТИ

АКАДЕМІК СЕРГІЙ ВАСИЛЬОВИЧ КОМІСАРЕНКО – 
ЗАСНОВНИК МОЛЕКУЛЯРНОЇ ІМУНОЛОГІЇ В УКРАЇНІ, 

ВІДОМИЙ ДЕРЖАВНИЙ І ГРОМАДСЬКИЙ ДІЯЧ
(До 75-річчя від дня народження)
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С. В. Комісаренко

Молекулярна імунологія – один 
із найактуальніших напрямів сучасної 
біології і прямий «нащадок» традицій-
ної імунології – виникла, сформувала-
ся і зробила найважливіші відкриття за 
останні 50 років. Це наука інтеграль-
на, оскільки використовує досягнення 
і методи біохімії, біофізики, молеку-
лярної біології, генетики, інших наук, 
хоча спрямована на вивчення тільки 
однієї системи – імунної, основним 
призначенням якої є підтримка гене-
тичної сталості внутрішнього середо-
вища організму. Імунна система бо-
реться із численними захворюваннями 
в організмі людини, тварин і рослин, 
починаючи з інфекційних і закінчуючи 
новоутвореннями. 

Дослідження в галузі фундамен-
тальної імунології є конче важливими, 
оскільки дають унікальну можливість 

ученим моделювати і вивчати на різних рівнях організації (молекулярному, 
субклітинному, клітинному і міжклітинному, а також органному) загальні 
біологічні процеси, пов’язані з диференціацією, проліферацією та смертю 
клітин, з механізмами між- і внутрішньоклітинної сигналізації, зрештою вив-
чати структурну організацію та функціонування макромолекул у лімфоцитах. 
Імунохімічні методи дослідження є основою для створення і використання 
високочутливих та високоспецифічних імунодіагностикумів, що конче необ-
хідні для медицини, ветеринарії та промисловості, зокрема для розвитку іму-
нобіотехнологій чи моніторингу стану довкілля.

Саме цією найскладнішою, найцікавішою та вкрай важливою наукою й 
зацікавився Сергій Васильович Комісаренко, першим в Україні започаткував-
ши науковий напрям досліджень – молекулярну імунологію. 
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Все починається с дитинства. Сергій Васильович Комісаренко наро-
дився 9 липня 1943 р. в м. Уфа (Російська Федерація), куди на час війни були 
евакуйовані установи АН УРСР. 

Батько – Василь Павлович 
Комісаренко (1907–1993) – видат-
ний український вчений, патофізіо-
лог-ендокринолог, засновник Київсь-
кого науково-дослідного інституту 
ендокринології та обміну речовин 
МОЗ УРСР (1965), який зараз носить 
його ім’я. Мати – Любов Іларіонів-
на Дросовська-Комісаренко (1908–
1994), економіст за освітою, старший 
науковий співробітник Інституту 
економіки НАН України, мала му-
дрість віддати перевагу не кар’єрним 
перспективам, а вихованню дітей та 
створенню в оселі умов, сприятли-
вих для роботи чоловіка. Сім’я Комі-
саренків була шляхетною, з раннього 
дитинства дітям прищеплювали інте-
рес до знань та культурної спадщи-

Батьки Сергія В. Комісаренка. 
Київ, 1983

ни, навчали мовам, музиці, гарним манерам. У спогадах Сергій Васильович 
відзначає: «Нас з братом батьки виховували, я б сказав, раціонально – в міру 
суворо, в міру ліберально. Мали все, що необхідно, особливо для освіти, але 
нічого зайвого, навіть натяку на розкіш».

У 1951–1960 рр. Сергій навчався в одній із кращих київських шкіл – 
92-й імені Івана Франка (колишня колегія Павла Галагана на вул. Б. Хмельни-
цького, 9). Це була перша українсько-англійська школа в Києві з поглибленим 
вивченням англійської мови. По закінченні середньої школи Сергій – відмін-
ник із чудовим знанням англійської мови, вступив на лікувальний факультет 
Київського медичного інституту (нині Національний медичний університет 
імені О. О. Богомольця). 

Ще в старших класах Сергія зацікавили механізми життєдіяльності лю-
дини та взагалі живих істот, і тому він вагався перед вибором – медінститут 
чи біофак університету. Батько пояснив, що тільки медична освіта дає глибокі 
знання про найвище і найскладніше творіння – людину, і що саме ці знання 
дозволяють краще розуміти закономірності функціонування інших живих ор-
ганізмів. 

Студентські роки. Роки, проведені в медичному інституті (1960–1966), 
були насичені не тільки навчанням. Життєвим девізом С. Комісаренка ста-
ло тоді й залишається дотепер – не витрачати марно бодай хвилину свого 
життя. На перших курсах він активно займався спортом; на третьому курсі, 
щоб хоч трохи опанувати «практичну медицину», рік працював ночами на 
міській станції швидкої допомоги фельдшером (1963–1964). Навчаючись на
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С. Комісаренко – випускник медінсти-
туту. Київ, 1966

четвертому курсі, вступив на вечірнє 
відділення механіко-математичного 
факультету Київського державно-
го університету імені Т.Г. Шевчен-
ка (1964–1967). Окрім того Сергій 
Комісаренко регулярно відвідував і 
працював у біохімічному гуртку.

В медінституті того часу викла-
дало багато талановитих педагогів – 
як лекторів, так і тих, хто вів прак-
тичні заняття, але Сергій вчився не 
тільки на кращих прикладах, а й на 
таких, як «не треба робити». Крім 
того, він тяжів до лекцій на сучасні 
та, як на той час, провокуючі теми і 
тому не оминав публічні виступи та-
ких видатних особистостей, як, на-
приклад, В. М. Глушков, М. М. Амо-
сов, С. М. Гершензон та інші.

Перші кроки в науці. 1966 рік... Позаду навчання, попереду – вибір 
життєвого шляху. Після закінчення медінституту з відзнакою Сергій Комі-
саренко мав вибирати між практичною медициною і науковою діяльністю. І 
він обирає науковий шлях. Так, у 1966 р. він вступає до аспірантури Інститу-
ту біохімії АН УРСР у відділ біосинтезу та біологічних властивостей білка, 
де його науковим керівником став видатний вітчизняний біохімік, академік 
М. Ф. Гулий. В Інституті біохімії в той час взагалі працювало багато всесвіт-
ньо відомих вчених, і для молодих науковців 60-х років прекрасною школою 
була творча атмосфера, яка панувала в Інституті.

«Подяка учителю» – квіти академіку Гулому після захисту дисертації. Київ, 1970
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Розуміючи важливість методичного рівня у дослідженнях, Сергій Комі-
саренко під час навчання в аспірантурі досконало засвоїв низку найсучасні-
ших на той час біохімічних методів: йонообмінну хроматографію,  гель-філь-
трацію, методи електрофорезу, очистки та кристалізації тканинних білків, 
ізотопні методи тощо. 

Кандидатську дисертацію на тему «О роли цикла трикарбоновых кислот 
в биосинтезе белка у животных» С. Комісаренко захистив 12 червня 1970 р. 
на Вченій раді Інституту біохімії. Ця дисертаційна робота присвячена важли-
вому питанню – з'ясуванню ролі проміжних продуктів циклу трикарбонових 
кислот (циклу Кребса) у біосинтезі білка. І це було новим словом в науці.

Після закінчення аспірантури в 1969 р. Сергій Васильович працює у 
тому ж відділі біосинтезу та біологічних властивостей білка спочатку мо-
лодшим науковим співробітником, а з 1973 р. – старшим науковим співробіт-
ником. З березня 1972 р. до лютого 1974 p. C. B. Комісаренко був вченим 
секретарем Інституту біохімії імені О. В. Палладіна, поєднуючи велику ор-
ганізаційну роботу з науковою діяльністю. 

У цей період Сергій Комісаренко для продовження наукової діяльності 
за порадою свого наукового керівника і вчителя М.Ф. Гулого обирає зовсім 
новий напрям досліджень – біохімію імунітету. З цього часу розпочинається 
наступний етап його наукової діяльності. Він зупиняється на двох проблемах: 
можливості регуляції метаболізму клітини фосфонатами – похідними не-
органічного пірофосфату, які не гідролізуються, та на регуляції біосинтезу 
антитіл. Обидві проблеми були дуже цікавими, особливо біосинтез антитіл. 

Сергія у той час хвилювало багато питань, які були фундаментальни-
ми для розуміння того, як функціонує імунна система, але відповідей – об-
маль, можливо тому, що в Україні сучасною фундаментальною імунологією 
практично ніхто не займався. Не вистачало й спеціальної літератури з іму-
нології. Тому Сергію Васильовичу довелося не тільки терміново займатися 
«імунохімічною» освітою та опановувати імунохімічні методи досліджень, 
передусім методи визначення взаємодії антиген–антитіло та виділення реагу-
ючих партнерів імуносорбцією, але й створювати відповідну методичну базу, 
якої тоді не було ні в Інституті біохімії, ні в інших установах України. 

Тут доречно згадати, що С. В. Комісаренко завжди приділяв першочер-
гову увагу найсучаснішим методам дослідження і завдяки своїм організацій-
ним здібностям та знанню англійської мови започаткував в Інституті біохімії 
низку регулярних семінарів провідних іноземних компаній, присвячених су-
часним методам біохімії та клітинної біології, які відіграли вкрай важливу 
роль у методичній підготовці і в оснащенні установ, передусім АН УРСР, та 
й інших відомств, найновішим устаткуванням та реагентами. Спочатку це був 
чи не найперший в СРСР семінар шведської фірми Pharmacia Fine Chemicals 
– виробника сефадексів та сефароз для хроматографії, потім – LKB (Швеція), 
Flow (Велика Британія), Dakopatts (Данія), Coulter Electronics (США–Фран-
ція) тощо. За його ініціативою в Інституті біохімії було створено демонстра-
ційну хроматографічну лабораторію Amersham (Велика Британія).

Та повернемося до імунохімії. Вирішальну роль у становленні Сергія 
Комісаренка як імунохіміка відіграло відрядження для наукової роботи до 
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В лабораторії імуноцитохімії Відділення моле-
кулярної біології Інституту Пастера. 

Париж, 1974

лабораторії імуноцитохімії 
Пастерівського інституту в 
Парижі (1974–1975). На той 
час Інститут Пастера (і осо-
бливо його Відділення моле-
кулярної біології) були серед 
провідних світових центрів 
біологічної науки.

Тут його вчителями ста-
ли: один із засновників іму-
нохімії, академік Французь-
кої академії медицини П’єр 
Грабар (колишній киянин 
професор Петро Миколай-
ович Грабар) та його учень, 
першовідкривач «пероксидазних» методів професор Стратіс Аврамеас. Ла-
бораторія імуноцитохімії Аврамеаса містилася в найсучаснішому на той час 
підрозділі Пастерівського інституту – у Відділенні молекулярної біології, яке 
по суті було окремим великим інститутом. Під час роботи в Інституті Пастера 
С. Комісаренко засвоював методи імунохімічного аналізу, а також імунологію 
та молекулярну біологію, розробляв проект майбутньої експериментальної 
роботи. Він опанував і застосував у науково-дослідній роботі низку сучас-
них імунохімічних методів, зокрема імуноензиматичних та імуноцитоензи-
матичних; синтезував і вивчив властивості різних імуносорбентів. Особливу 
увагу він приділяв дослідженню біосинтезу імуноглобулінів. Так, імуноен-
зиматичним методом ним було з’ясовано динаміку біосинтезу антитіл і не-
специфічних імуноглобулінів у лімфоцитах in vivo та вивчено вплив мети-
ленбісфосфонової кислоти на ці процеси і на стимуляцію конканаваліном А 
бласттрансформації лімфоцитів [1].

Вкрай важливим наслідком цього наукового стажування для себе Сергій 
Комісаренко вважає те, що за короткий час за рахунок інтенсивної роботи він 
став біохіміком-імунологом з молекулярно-біологічним мисленням та одним

Біля бюсту І. Мечникова в Пастерівському 
інституті. Париж, 1986 р.

із найерудованіших імуноло-
гів в СРСР. Свідченням цього 
було рішення віце-президен-
та АН СРСР Ю. А. Овчинни-
кова ввести молодого канди-
дата наук С. Комісаренка до 
складу престижної Ради з мо-
лекулярної біології АН СРСР. 
Він також запропонував йому 
очолити лабораторію імуно-
логії в Інституті біоорганічної 
хімії імені М. М. Шемякіна 
АН СРСР, але цю пропозицію 
Сергій Васильович відхилив.
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До речі, на знак подяки Пастерівському інституту за здобуту «високу 
науку» перед його новим імунологічним корпусом імені Мечникова за ідеєю 
і клопотанням С.В. Комісаренка та певною мірою за його проектом у 1986 р. 
від імені Академії наук УРСР було встановлено пам’ятник І. І. Мечникову, 
нашому видатному землякові, роботи чудового українського скульптора Ва-
лентина Зноби. 

Спочатку була лабораторія. 
Через кілька місяців після повернення з відрядження, у вересні 1975 р., 

в Інституті біохімії було створено неструктурну лабораторію імунохімії, яка 
підпорядковувалася безпосередньо дирекції інституту і до складу якої спо-
чатку увійшло 8 осіб на чолі з Сергієм Комісаренком. Тут він зосередився на 
більш-менш доступному – імунохімічному аналізі білків та на впровадженні 
методів імуноензиматичного аналізу, якими він оволодів у Пастерівському ін-
ституті. Більшість із них, особливо імунопероксидазні та електрофоретичні 
методи, пішли дуже успішно.

Корисним для майбутньої роботи виявилося стажування Сергія Комі-
саренка у 1981 р. в Нью-Йоркському протираковому центрі імені Слоан-Кет-
терінга (США), де він вивчав роль циклічних нуклеотидів і протеїнкіназ у 
проліферації лімфоцитів, а також ознайомився з організацією імунологічних 
досліджень у цій країні. 

За нетривалий час лабораторія імунохімії стала лідером у СРСР, зо-
крема щодо імунопероксидазного маркування антитіл та антигенів; її спів-
робітники першими в СРСР розпочали імунохімічний аналіз пептидів та біл-
ків.

Звичайно, можливості лабораторії для імунологічних досліджень були 
обмежені через гостру нестачу устаткування, середовищ та якісних реагентів 
для культивування клітин, якісних ліній піддослідних тварин тощо. Та попри 
всі труднощі, завдяки зусиллям молодого керівника лабораторія розвивалася, 
зміцнювався кадровий склад, з’явилися власні аспіранти та дипломники. У 
1979 р. в її складі було вже 15 співробітників та 4 аспіранти.  

На початку 80-х стало очевидним, що лабораторія імунохімії в Інституті 
біохімії набула такого потенціалу, який дозволяв їй претендувати на статус на-
укового відділу: вона мала власну наукову тематику, забезпечену бюджетним 
та додатковим (через Держкомітет з науки і техніки СРСР) фінансуванням, 
потужний кадровий склад, енергійного і талановитого молодого керівника. 
Тому в 1982 p. C.B. Комісаренку вдалося переконати тодішнього директора 
Інституту академіка АН УРСР В. К. Лішка надати лабораторії імунохімії ста-
тус відділу молекулярної імунології. 

Відділ молекулярної імунології на старті (80-ті роки). Головні наукові 
напрями досліджень у відділі залишалися, але інтереси і можливості роз-
ширювалися, у тому числі й завдяки поліпшенню матеріальної бази. Цьому, 
по-перше, сприяла співпраця зі шведськими фірмами Pharmacia та LKB, коли 
співробітники відділу організовували і безкоштовно перекладали їхні семіна-
ри в обмін на реактиви та дрібне устаткування. Однак Сергій Комісаренко 
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Відділ молекулярної імунології. Київ. ІБХ, 1982 р.

розумів, що цього недостатньо, і тому він за підтримки Президента АН УРСР 
академіка Б. Є. Патона порушив клопотання перед Головою ДКНТ СРСР 
Г. І. Марчуком про цільове виділення валюти для закупівлі устаткування для 
відділу молекулярної імунології.

Президент АН УРСР, академік Б. Патон у відділі молекулярної імунології Інституту 
біохімії (зліва – направо: директор ІБХ В. Лішко, зав.відділом С. Комісаренко, 

Б. Патон, головний вчений секретар АН УРСР В. Тонкаль, віце-президент 
АН УРСР К. Ситник, заступник директора ІБХ В. Кокунін, 

віце-президент АН УРСР В. Скок). 1986

Саме це обладнання для культивування клітин, а також протоковий цито-
флуориметр Coulter - EPICS С, що працював у відділі з 1984 року (придбаний 
коштом резерву Ради Міністрів УРСР), стали основою матеріально-технічної 
бази відділу на багато років, зокрема для одержання гібридом – продуцентів 
моноклональних антитіл [2].

З огляду на те, що вивчення структурних генів, що кодують структуру 
імуноглобулінів, у Києві було неможливим (хоча невдалі спроби були), кіль-
ка років поспіль головними науковими напрямами досліджень лабораторії, а 
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згодом і відділу були: вивчення механізмів імунотропної і протипухлинної дії 
фосфорорганічних похідних неорганічного пірофосфату та розроблення і ви-
користання методів імунохімічного аналізу протеїнів для подальшого визна-
чення механізмів молекулярного розпізнавання антигенів імунною системою 
організму.

Бісфосфонати та фосфонати – структурні аналоги відповідно неор-
ганічного пірофосфату (РРі) та фосфату – було вибрано для дослідження 
апріорі, виходячи з того, що РРі як продукт або субстрат задіяний у великій 
кількості найважливіших ензиматичних реакцій. Дослідження імунотропної 
дії бісфосфонатів, що проводилися вченими відділу під керівництвом Сергія 
Комісаренка, були чи не найпершими в світі. 

Було встановлено імуномодуляторну активність метиленбісфосфонової 
кислоти (МБФК) і показано, що основою її імуномодуляторної дії є тропізм 
до лімфоцитів. Важливим виявився і відкритий ними протипухлинний ефект 
МБФК, який потребував аналізу, а потім і відповідних доклінічних дослід-
жень. 

Результати цих наукових досліджень стали основою докторської дисер-
тації Сергія Васильовича Комісаренка «Биологическое действие бисфосфона-
тов и регуляция иммунного ответа», яку він захистив у 1989 р. на засіданні 
вченої ради Інституту молекулярної біології і генетики АН УРСР за двома 
спеціальностями: «молекулярна біологія» та «біохімія». 

Внаслідок цих фундаментальних досліджень у відділі під його керів-
ництвом на основі бісфосфонатів було створено декілька прототипів медич-
них препаратів. Так, було синтезовано поліуретанову композицію, яка діяла 
як іммобілізований імуномодулятор із місцевим протизапальним та імуно-
супресорним ефектом. Доведено протипухлинну активність динатрієвої солі 
метиленбісфосфонової кислоти і запропоновано новий протипухлинний пре-
парат «МЕБІФОН», який успішно пройшов всі клінічні випробування і зараз 
випускається ПАО «Фармак» (Київ). МЕБІФОН – інноваційний вітчизняний 
лікувальний препарат з протипухлинною та імуномодулювальною дією, що 
використовується для боротьби з пухлинами грудної залози у жінок та перед-
міхурової залози у чоловіків. Особливо важливим є використання «МЕБІФО-
НУ» для боротьби з метастазами пухлин у кістки [3]. 

Під керівництвом Сергія Васильовича було також створено імуновек-
торні молекули – імунотоксини для вибіркового руйнування клітин-мішеней. 
Ефективність специфічних імунотоксинів у культурі пухлинних клітин вия-
вилася у 25 разів вищою за «чистий» токсин [4].

Водночас у відділі молекулярної імунології проводили дослідження 
імунохімічної структури протеїнів і пептидів, які почалися з аналізу нейро-
токсину апаміну – одного з компонентів бджолиної отрути та цитохрому с. Ці 
фундаментальні дослідження під керівництвом Сергія Комісаренка з аналізу 
апаміну та цитохрому с були першими в СРСР роботами з імунохімічного 
дослідження протеїнів і пептидів. На основі даних імунохімічного аналізу 
цитохрому с та динаміки формування антитіл проти цього протеїну С. Комі-
саренко висунув декілька цікавих гіпотез [5].  

 З огляду на те, що цитохром с виходить із мітохондрій за ішемії, ло-
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гічним було припустити, що він з’являється в кровотоці, зокрема за інфаркту 
міокарда, і може стимулювати утворення специфічних антитіл, які, в свою 
чергу, впливатимуть на його перебіг. В зв’язку з цим у відділі молекуляр-
ної імунології під керівництвом Сергія Комісаренка було розроблено метод 
визначення цитохрому с і специфічних до нього антитіл в крові людей. Метод 
було успішно апробовано в Інституті кардіології імені М. Д. Стражеска для 
діагностики ускладненого перебігу інфаркту міокарда. На цей метод одержа-
но авторське свідоцтво [6].

На жаль, ці роботи з імунохімічного аналізу цитохрому с було призу-
пинено із багатьох причин, передусім через порушення наукових зв’язків із 
Росією на початку 90-х років і відсутність відповідних пептидів.

Окрім того, на основі імунохімічного аналізу нейроспецифічних про-
теїнів S-100 та 14-3-2 у відділі було створено метод визначення їх у лікворі 
та крові хворих із пухлинами та травмами головного мозку, що має значення 
для діагностики цих захворювань.

Впровадження гібридомної техніки одержання моноклональних ан-
титіл. Використання сучасних методів молекулярної і клітинної імунології, 
у тому числі протокової цитофлуориметрії (у відділі був єдиний в СРСР 
активно функціонуючий цитофлуориметр), надало можливість науковцям 
відділу під керівництвом С. В. Комісаренка не тільки проводити кількісний 
аналіз антигенів, локалізовувати антигени й антитіла на поверхні клітин та 
у внутрішньоклітинних структурах, але й виділяти окремі клітини для по-
дальшого аналізу їх та клонування. Проте стало очевидним, що досліджен-
ня імунологічних явищ, так само як і одержання моноклональних антитіл, є 
практично неможливим без культури клітин.

І знову Сергій Васильович виявив ініціативу. Він одним із перших в СРСР 
ввів у дослідження гібридомну техніку одержання моноклональних антитіл 
(мкАТ). Широке впровадження цього методу (тепер зовсім тривіального) ста-
ло можливим після закупівлі відповідного лабораторного обладнання, а також 
культуральних середовищ.

 З цією метою у відділі було створено так звану «гібридомну» групу під 
керівництвом канд.біол. наук І. М. Колеснікової, яка одержала велику кількість 
клонів гібридом – продуцентів мкАТ. Серед антитіл із багатим спектром спец-
ифічності виділено та проаналізовано декілька антитіл з унікальними власти-
востями: проти окремих ланцюгів інсуліну людини, пероксидази, одержаної 
із хрону, цитохрому с коня, нейроспецифічних протеїнів, проти унікальної 
антигенної детермінанти очищеного протеїнового деривату туберкуліну міко-
бактерій великої рогатої худоби, проти різних епітопів молекул плазміноге-
ну, фібриногену і/або фібрину та їхніх фрагментів тощо. Останні антитіла є 
надзвичайно важливими для вивчення антигенної структури протеїнів і ме-
ханізмів зсідання крові та фібринолізу. Наведені вище дослідження закладали 
також основу для імунобіотехнологічних методів зі створення імунодіагно-
стичних та імунолікувальних препаратів.

Чорнобильська аварія. Дуже важливі дослідження імунної системи було 
проведено Сергієм Васильовичем у відділі молекулярної імунології після 
аварії на Чорнобильській АЕС. 
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Використовуючи найсучасніші методи дослідження, вже наприкінці 
1986 р., всупереч офіційній у ті роки концепції, Сергій Васильович  із ко-
легами вперше довів, що невеликі дози сумарної радіації (25 бер) істотно 
пригнічують систему природного імунітету, зокрема знижують кількість та 
активність природних клітин-кілерів, які відповідають за протипухлинний 
та противірусний імунітет [7]. Існування радіаційного імунодефіциту Сергій 
Комісаренко досить влучно назвав тоді «чорнобильським СНІДом». Ці дані 
спричинили бурхливу негативну реакцію керівництва МОЗ СРСР та УРСР, 
яка продовжувалася аж до 1991 року.

Стандартне на той час ствердження опонентів стосовно того, що вста-
новлене в «ліквідаторів» пригнічення імунітету є наслідком дії не радіації, 
а стресу, було спростовано аналогічними результатами повторного вивчення 
імунної системи «ліквідаторів» через рік, коли в них вже не було ніякого стре-
су, та дослідженням інфраструктури різних субпопуляцій імунокомпетенних 
клітин, виділених сортуванням на цитофлуориметрі (спільно з лабораторією 
проф. К. П. Зака. Частина цих результатів увійшла в монографію під редак-
цією С.В. Комісаренка та К.П. Зака «Радиация и иммунитет человека», яка 
вийшла друком у 1994 р. 

Життя підтвердило правомірність та своєчасність проведеної роботи, яка 
стала першим і об’єктивним дослідженням імунної системи людей, опроміне-
них під час аварії на ЧАЕС. Проте у подальшій оцінці досліджень, пов’язаних 
із медичними наслідками чорнобильської трагедії, роботи С.В. Комісаренка 
з колегами практично не згадувалися, а різні нагороди отримували ті, хто у 
1986–1991 рр. категорично заперечував негативні наслідки Чорнобильської 
катастрофи, що було досить типовим для тогочасної нашої країни. Щоправда, 
у 1997 р. Вчена Рада Кінгстонського університету у Великій Британії обрала 
С. В. Комісаренка почесним доктором свого університету за роботи з екології, 
присвячені дослідженню Чорнобильської катастрофи.

 Після вручення диплома Почесного доктора Кінгстонського університету: 
разом з ректором університету сером Франком Лемплом. 

Барбікан, Лондон, 1997
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Відділ молекулярної імунології у розвитку (від молекул до людини). 
Усередині 80-х років у відділі молекулярної імунології сформувалося декіль-
ка груп, які працювали над різними об’єктами і які були об’єднані між собою 
ідеями Сергія Васильовича. Вважаємо доцільним коротко зупинитися на дея-
ких результатах досліджень  цих груп.

Імунохімічний аналіз протеїнів системи зсідання крові. Ще у 1975 р., 
після повернення із відрядження до Франції, С. В. Комісаренко запропонував 
акад. АН УРСР В. О. Бєліцеру, який тоді очолював відділ структури і функції 
білка, разом провести імунохімічне дослідження системи фібриноген – фі-
брин. Ідея Сергія Васильовича полягала у застосуванні спочатку моноспец-
ифічних, а потім і мкАТ як молекулярних зондів для дослідження структу-
ри фібрин(оген)у, пошуку неоантигенних детермінант, що експонуються в 
процесі перетворення фібриногену на фібрин, виявлення невідомих центрів 
полімеризації фібрину та вивчення молекулярних механізмів цього процесу. 
Володимир Олександрович дуже зацікавився цією роботою, але з організацій-
них причин вона не розпочиналася аж до того часу, коли у 1985 р. до відділу 
молекулярної імунології з відділу структури і функції білка не перейшов канд. 
біол. наук, ст. наук. співр. Е. В. Луговськой (нині – чл.- кор. НАН України, д-р 
біол. наук, проф., завідувач відділу структури і функції білка) разом зі своєю 
групою і до виконання цієї теми не долучилася «гібридомна» група, про яку 
згадувалося вище. 

Об’єднаною групою дослідників під керівництвом С. В. Комісаренка 
і Е. В. Луговського було одержано низку власних мкАТ до виділених фібри-
ногену, фібрину на різних стадіях полімеризації та до їхніх фрагментів. Ці 
антитіла дозволили виявити нові раніше невідомі сайти на молекулі фібри-
ну, що беруть участь у його полімеризації, та запропонувати певні механізми 
полімеризації фібрину. 

Одержані результати мають фундаментальне значення для уявлення про 
тонкі механізми формування тривимірної сітки фібрину, яка створює каркас 
тромбу. За цю роботу С. В. Комісаренку зі співробітниками у 2003 р. було 
присуджено премію імені О. В. Палладіна НАН України. Вони також увійшли 
до монографії: Э. В. Луговской, Е. М. Макогоненко, С. В. Комисаренко «Мо-
лекулярные механизмы образования и разрушения фибрина». Киев: Наукова 
думка. 2013, 230 с. 

Синтез і використання мкАТ для теоретичних досліджень молекуляр-
них механізмів тромбоутворення одночасно дозволило знайти і в подальшому 
використати ті з них, що з високою специфічністю та афінністю реагували із 
фібриногеном, розчинним фібрином або димером D фрагменту фібриногена 
(D–димером), з метою розробки імуноензимних тест-систем для визначення 
зазначених молекулярних маркерів у плазмі крові людини. Результати цих до-
сліджень захищено патентами [8–10].

Слід зазначити, що за дослідження системи гемостазу людини та 
створення вітчизняних діагностикумів, зокрема за допомогою власно одер-
жаних мкАТ під керівництвом С. В. Комісаренка і Е. В. Луговського, в 2015 
році, групу науковців Інституту було відзначено Державною премією Украї-
ни в галузі науки і техніки.

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 90–111



101

Чл.- кор. НАН України, проф. Е. Луговськой, акад. НАН і НАМН України, 
проф. С. Комісаренко, д-р біол. наук, проф. Є. Макогоненко. Київ, 2013

Молекулярні механізми активації лімфоцитів. Ще із середини 70-х років 
Сергій Васильович вважав, що з’ясування молекулярних механізмів активації 
лімфоцитів (сигналінгу в лімфоцитах) є одним із найважливіших у молекуляр-
ній імунології, оскільки природа і механізм передачі сигналів від плазматич-
ної мембрани імунокомпетентної клітини до її ядра на той час були невідомі. 
Самостійно в Києві ці питання підняти було неможливо. Під час стажування 
у 1981 році у протираковому центрі імені Слоан-Кеттерінга у Нью-Йорку в 
лабораторії Дж. Хеддена, який разом з Р. Коффі був відомий своїми робота-
ми з вивчення ролі cGMP в активації лімфоцитів, Сергій Васильович розпо-
чав цитофлуориметричне дослідження активації лімфоцитів з використанням 
диференційного забарвлення РНК та ДНК клітин акридиновим оранжевим, 
що дозволяло оцінювати проходження лімфоцитами фаз клітинного циклу та 
вплив йонів кальцію на активацію клітин.

Продовження робіт з урахуванням наявних методичних можливостей 
відбулося вже в Києві у відділі молекулярної імунології у 80-ті роки, а також 
пізніше групою дослідників (з 2012 р. – лабораторія імунології клітинних ре-
цепторів) цього відділу під керівництвом учениці Сергія Васильовича М. В. 
Скок (нині – академік НАН України, д-р біол. наук, проф.), але вже з вивчення 
ролі нікотинових ацетилхолінових рецепторів (нАХР) у лімфоцитах. 

Відтоді об’єктом досліджень лабораторії є нАХР, які експресовані в 
центральній нервовій системі, в імунних клітинах та на внутрішньоклітинних 
органелах – мітохондріях, а також антитіла проти нАХР, як чинники впливу 
на нАХР за фізіологічних умов і як інструмент для дослідження. 

Зокрема, досліджується роль антитіл проти α7 субтипу нАХР у розвит-
ку нейрозапалення та нейродегенеративних патологій, подібних до хвороби 
Альцгеймера. Новим словом в науці стали й оригінальні дані, одержані в 
лабораторії, які відкрили новий холінергічний механізм регуляції мітохон-
дріального шляху індукції апоптозу.

За ці роботи С. В. Комісаренко у співавторстві  у 2012 р. одержав премію 
імені І. І. Мечникова НАН України.
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 Вручення премії імені І. І. Мечникова Президентом НАН України 
академіком Б. Є. Патоном. Київ, 2012

Наукові інтереси ще однієї групи (нині – лабораторії імунобіології) на 
чолі з іншим учнем Сергія Васильовича – Д. В. Колибою (нині – д-р біол. 
наук, проф.) зосереджено на вивченні антигенної будови та імунобіологічних 
властивостей факторів патогенності та вірулентності збудників інфекцій-
них захворювань з метою вдосконалення методів їх діагностики та профілак-
тики. Результатом цих досліджень стало створення імунодіагностикумів для 
аналізу дифтерії і туберкульозу [11–13].

Слід зазначити, що не тільки ці, але й інші фундаментальні дослідження 
Сергія Васильовича мали і мають практичну спрямованість. Наука – на ко-
ристь людям – ще один життєвий девіз, який сповідує Сергій Васильович. 
Мабуть, цьому сприяє його базова медична освіта і внутрішній поклик бути 
корисним суспільству. 

Так, вже у 1979 р. за роботу зі створення якісних молочних продуктів 
харчування для немовлят (зокрема за імунохімічне дослідження протеїнів 
молока) йому було присуджено Державну премію УРСР. А дослідження біо-
логічної дії бісфосфонатів та відкриття протипухлинного ефекту метилен-
бісфосфонової кислоти (МБФК) дозволило йому запропонувати лікарський 
препарат «Мебіфон», про що йшлося вище.  Вкрай перспективною є сучасна 
розробка зі створення новітнього комплексного препарату МБФК і вітаміну 
D3 - «МЕБІВІД», що обіцяє бути чи не найефективнішими ліками проти 
остеопорозу [14].

Якщо додати до цього перспективу створення унікальних засобів для 
боротьби з гемофіліями (кровотеча), стає зрозумілим, що фундаментальні 
дослідження науковців як відділу молекулярної імунології, так і Інституту в 
цілому, під керівництвом Сергія Васильовича мають продовження в медичних 
закладах і на полицях аптек.

На сьогодні він одноосібно або в співавторстві має досить вагомий 
науковий доробок, який налічує близько 500 друкованих праць, серед яких 
9 монографій, понад 80 авторських свідоцтв і патентів. 

Важливим є і науково-педагогічний бік його діяльності. Він читав 
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(читає) лекції у вітчизняних та зарубіжних університетах, виховав плеяду 
кваліфікованих фахівців, які сьогодні активно працюють у різних наукових та 
освітніх установах України, США, Німеччини тощо.

Як директор Інституту та академік-секретар Національної академії наук 
України С. В. Комісаренко всіляко підтримує наукову молодь. У нього є ще 
один життєвий девіз: «Науку слід робити гуртом. Має бути єдність мо-
лодості й досвіду». Він вважає, і не безпідставно, що найбільш плідний вік 
для науковця в експериментальній біології є 30–50 років, коли люди роблять 
найзначніший внесок у наукову спадщину. Разом з тим дуже важливими є до-
свід, здобутки і традиції, набуті старшим поколінням науковців, які необхідно 
передавати молоді, що йде їм на зміну.

Вчитель і учні: молоді науковці відділу молекулярної імунології. Київ, 2013

У відділі наразі працює і навчається багато молодих науковців, які го-
тові прийняти естафету від старшого покоління, засвоїти їхні наукові здобут-
ки і йти далі до нових звершень. А ці наукові здобутки відділу молекулярної 
імунології досить вагомі й відомі не тільки в нашій країні, але й поза її ме-
жами як завдяки безумовному авторитетові його фундатора і керівника, так і 
завдяки його співробітникам, які успішно співпрацюють з відомими науко-
вими центрами, отримують міжнародні гранти на проведення спільних до-
сліджень, публікують результати своїх досліджень у провідних українських і 
міжнародних наукових журналах. Деякі з них регулярно проходять стажуван-
ня за кордоном.

Спеціально для молодих науковців за ініціативою Сергія Васильови-
ча та за його участю у 2003 р. на базі відділу молекулярної імунології Ін-
ституту біохімії було проведено міжнародну школу-семінар Федерації євро-
пейських біохімічних товариств «Сучасні методи молекулярної імунології» 
(FEBS Advanced Courses «Modern techniques in molecular immunology»). У 
роботі семінару взяли участь декілька провідних учених світу, зокрема дав-
ні друзі-колеги С. Комісаренка, академіки Національної академії наук США 
– колишній директор Інституту молекулярної генетики Кельнського універ-
ситету К. Раєвський (ФРН) та колишній президент Вайцманівського інститу-
ту М. Села (Ізраїль), а також П. Рад (Велика Британія), У. Хельман (Швеція) 
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та Р. Мерно (США). Завдяки організації і проведенню школи-семінару було 
суттєво модернізовано частину лабораторних кімнат відділу, що дозволило 
впровадити в дослідження сучасні методи молекулярної біології. 

Учасники курсів FEBS в Інституті біохімії. 
Перший ряд – лектори (зліва – направо): С. Комісаренко, М. Села (Ізраїль), 

К. Раєвський (ФРН), У. Хельман (Швеція), П. Рад (Британія), 
О. Корнелюк, Р. Мерно (США). Київ, 2003.

Загалом, за роки, що минули, співробітникам відділу разом із Сергієм 
Васильовичем доводилося багато займатися науково-організаційною робо-
тою: вони відповідали за організацію і проведення численних республікансь-
ких і міжнародних конференцій, семінарів та шкіл з молекулярної імунології. 

Талановитий та багатогранний, Сергій Васильович Комісаренко є вче-
ним з дивовижно широким колом інтересів, які виходять далеко за межі біо-
логічної і медичної науки. Наукова полівалентність (медицина, біохімія, мо-
лекулярна біологія, імунологія, біотехнологія, нанобіотехнологія) доповнена 
бездоганною ерудицією. Вчений-сподвижник все своє життя присвятив не 
лише дослідженню, але й практичному розв’язанню гострих проблем охоро-
ни здоров’я людей. І ці якості він хоче бачити й у молодого покоління науков-
ців, яких він всіляко підтримує, й у своїх колег, з якими щедро ділиться здоб-
утими новими знаннями, міркуваннями, планами. Для цього він використовує 
будь-яку нагоду: чи то засідання вченої ради інституту, головою якої він є, чи 
то трибуну Українського біохімічного конгресу, який він регулярно скликає як 
президент Українського біохімічного товариства, чи то українсько-польську 
Парнасівську конференцію, постійним співголовою оргкомітету якої він є, і 
яка відбувається раз на два роки під егідою Українського і Польського біохіміч-
них товариств (з 2011 р. до них приєдналося Ізраїльське товариство біохіміків 
і молекулярних біологів), або інші численні форуми. До речі, цього ювілей-
ного року Парнасівська конференція проходитиме в Києві (3–5 вересня).

Високий міжнародний авторитет Сергія Васильовича як науковця, його 
тісні наукові зв’язки з ученими світового рівня суттєво піднімають статус 
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української науки, допомагають нашим науковцям долучитися до загально-
го світового наукового простору. Важко навіть просто згадати і перелічити 
іноземних колег, з якими Сергій Васильович підтримує дружні і професійні 
стосунки, серед яких є чимало нобелівських лауреатів. 

Фото зліва: академік С. Комісаренко знайомить лауреата Нобелівської премії 
Аарона Чіхановера (Ізраїль) з дослідженнями Інституту біохімії 

імені О. В. Палладіна. Київ, 2008.

Фото справа: лауреат Нобелівської премії Жан-Марі Лен (Франція) обговорює 
із С. Комісаренком результати експериментів. ІБХ, Київ, 2008.

Фото зліва: президент Польської академії наук, біохімік, професор 
Анджей Легоцький в Інституті біохімії імені О. В .Палладіна. 2005

Фото справа: на Конгресі FEBS в Туреччині. Лауреат Нобелівської премії 
Аарон Чіхановер (Ізраїль), президент FEBS Іоланта Баранська (Польща) 
і президент Українського біохімічного товариства Сергій Комісаренко. 

Стамбул, 2006

Про Сергія Васильовича як про талановитого науковця і організатора 
науки можна говорити безкінечно, наводячи багато переконливих фактів з 
його наукової біографії, які за браком формату статті залишаються поза тек-
стом. Проте буде несправедливим не згадати, хоча б побіжно, про його вели-
чезну громадсько-політичну роботу, що насправді потребує написання окре-
мих статей або есе.   
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Чималий внесок зробив Сергій 
Васильович у розбудову незалеж-
ної України та її столиці, поєдную-
чи наукову роботу з діяльністю на 
відповідальних державних посадах. 
1990 року Верховна Рада УРСР об-
рала його заступником Голови Ради 
Міністрів УРСР. На цій посаді та на 
посаді Заступника Прем'єр-Міністра 
України за неповні два роки С. Комі-
саренко ініціював, або брав актив-
ну участь у розробці низки перших 
архіважливих законів України з гу-
манітарних питань. Як справжній 
патріот і знавець Києва, на посаді 
заступника Голови Уряду України С. 
В. Комісаренко ініціював відзначен-
ня  50 років трагедії у Бабиному Яру 
на міжнародному рівні та впорядку-
вання місця цієї трагедії. 

Він був також ініціатором 
відновлення Києво-Могилянської 
Академії, організації музею Івана 

Віце-прем’єр-міністр УРСР С. Комі-
саренко розповідає Президенту США 
Дж. Бушу про трагедію у Бабиному Яру 
(поруч – пані Б. Буш, Голова Верховної 

Ради УРСР Л. Кравчук). 
Київ, Бабин Яр, 1 серпня 1991

Гончара, передачі приміщення музею Леніна Українському Дому та будин-
ку синагоги Бродського, де знаходився Театр ляльок по вул. Шота Руставелі, 
єврейській громаді тощо.

У травні 1992 року С. Комісаренко був призначений першим Послом 
України у Великобританії, а з 1995 року – і в Ірландії за сумісництвом. Пра-
цюючи Послом, він максимально сприяв розвиткові двосторонніх стосунків: 
заснував у Лондоні благодійний фонд допомоги чорнобильцям та Британо-У-
країнську торговельну палату, ініціював вступ України до директорату Євро-
пейського банку реконструкції та розвитку і до Міжнародної морської органі-
зації, організував безкоштовну передачу Україні Британської Антарктичної 
станції «Фарадей» (зараз «Академік Вернадський»), яка стала центром по-
лярних досліджень у нашій країні. Посол С. Комісаренко успішно лобіював 
підтримку Британською делегацією прийняття України до Ради Європи, ра-
тифікацію Британським парламентом угоди про співробітництво між Украї-
ною та Європейським союзом тощо.

С. В. Комісаренко – автор численних статей не тільки про науку, але й 
про культуру, політику тощо. Його роздуми щодо цих питань – це розмірко-
вування небайдужої людини, громадянина з активною життєвою позицією.

Він справжній патріот України з почуттям високої відповідальності та 
турботи за державу та її майбутнє. Так, у 2001 р. його було запрошено зроби-
ти головну доповідь у штабі ООН на міжнародній конференції, присвяченій 
15-річчю аварії на Чорнобильській АЕС. У 2002 р. він виступав від Украї-
ни у Брюсселі на міжнародній конференції «Декілька Європ та трансатлан-
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тичні стосунки», у 2003 р. робив доповідь в Інституті Кеннана у Вашингтоні 
«Україна між виборами 2002–2004», а у Кентському університеті (США) був 
почесним доповідачем з лекцією про вплив аварії на Чорнобильській АЕС на 
екологію у світі. У 2005 р. Сергія Васильовича було запрошено Королівською 
академією наук Канади виступити із серією доповідей в різних університетах 
Канади.

Фото зліва: посол України у Великій Британії Сергій Комісаренко та Державний 
міністр іноземних справ Великої Британії Дейвід Девіс підписують Меморандум 

про безкоштовну передачу Україні антарктичної станції «Фарадей». 
Лондон, Форін Офіс, 20 липня 1995.

Фото справа: Посол України у Великій Британії Сергій Комісаренко відкриває 
виставку творів українського мистецтва в Галереї Корк у присутності брата 

Королеви Герцога Глостерського Річарда. Лондон, 1995.

Починаючи з 2005 р., він щорічно представляє Україну як експерт 
і виступає від її імені на міжнародних форумах найвищого рівня з питань 
біобезпеки та біозахисту (Швейцарія, Велика Британія, Фінляндія, Хорватія, 
Франція, Швеція, Німеччина, Грузія, Таїланд, Угорщина, ПАР, інші), прово-
дить в Україні Міжнародні конференції і семінари «Біобезпека і біозахист».

С. Комісаренко активно й успішно займається громадською і доброчин-
ною діяльністю. Його обрано: першим заступником голови Української Ради 
миру, президентом Українського Інституту миру і демократії, Президентом 
благодійної організації  інвалідів «Спеціальна Олімпіада України», головою 
Наглядової ради Міжнародного фонду Національної пам’яті України, Почес-
ним членом та членом Ради директорів Британо-Української торговельної 
палати. Указами Президента України у вересні 2007 р., у червні 2009 р. та 
20 листопада 2017 р. С.В. Комісаренка було призначено головою Комісії з 
біобезпеки та біозахисту при РНБО України, він, фактично, є головним екс-
пертом з біобезпеки в Україні. Він є членом редколегій міжнародного журна-
лу «Європа» (Польща) та журналу з імунофармакології (Італія), членом Ради 
міжнародного товариства імунофармакологів (США), головним редактором 
«Українського біохімічного журналу» (The Ukrainian Biochemical Journal – з 
2014 р.) та журналу «Біотехнологія» (Biotechnologia Acta – з 2014 р.).

Сповідуючи філософію добра і доброчинності, Сергій Васильович при-
діляє багато уваги і особливо опікується діяльністю благодійної організації 
інвалідів «Спеціальна олімпіада України», бере безпосередню участь в ор-
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ганізації проведення спортивних занять та змагань для людей з вадами ро-
зумового розвитку як в Україні, так і за кордоном. Він все робить для того, 
щоб «Спеціальна олімпіада України» також стала популярною благодійною 
організацією в Україні, якою СО є у світі. Бо що може бути благороднішим, 
ніж допомога людям-інвалідам із цією нозологією!

Делегація України на чолі із Сергієм Васильовичем на зимових та літніх іграх 
«Спеціальної Олімпіади». США, відповідно 2009, 2015

У своєму рідному Інституті академік Комісаренко працює з 1966 р. Ко-
жен із співробітників, хто спілкувався з ним, вирішуючи будь-які питання 
– наукові, науково-організаційні, громадські, або слухав виступи С. Коміса-
ренка, відчув на собі привабливість його особистості – високоосвіченої та 
високообдарованої людини, яка має ґрунтовні, енциклопедичні знання з різ-
них галузей не лише біології та медицини і взагалі природознавства, але й су-
спільних наук, літератури, мистецтва (живопису, музики, театру), досконало 
володіє кількома іноземними мовами.

У життєвій круговерті, коли 
розписана чи не кожна хвилина, у 
С.В. Комісаренка знаходиться час на 
сім’ю – він глибоко шанує пам’ять 
своїх батьків, обожнює чарівну дру-
жину Наталю Борисівну, інжене-
ра-будівельника за освітою, та улю-
блену доньку Ганну.

Сьогодні Сергій Васильович – 
дійсний член (академік) Національ-
ної академії наук України (імуноло-
гія, 1991), дійсний член (академік) 
Національної академії медичних 

З дружиною і донькою. Київ, 2003

наук України (імунологія, 1993), доктор біологічних наук (молекулярна біоло-
гія, біохімія), професор (біохімія), лауреат Державної премії України (1979) 
та премій НАН України: імені О. В. Палладіна (2003), імені І. І. Мечникова 
(2012), академік-секретар Відділення біохімії, фізіології і молекулярної біо-
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логії, член Президії HAH України. Фактично академік C.B. Комісаренко від-
повідає в HAH України за медико-біологічні дослідження і за зв’язок з Націо-
нальною академією медичних наук України, де він також є членом президії.

Він нагороджений почесними відзнаками Президента України: орденом 
«Ярослава Мудрого» V ступеня (2005), орденом «За Заслуги»: III (1996), II 
(1998) і І (2013) ступеня, найвищою нагородою КНР для іноземців – орденом 
«Дружба» (2012), Почесною Грамотою Верховної Ради України (2003), по-
чесним званням «Заслужений діяч науки і техніки України» (2008), Почесни-
ми грамотами Кабінету Міністрів України (2003, 2013), Дипломом лауреата 
Премії Кабінету Міністрів України за розроблення і впровадження інновацій-
них технологій (2017) тощо.

Вручення ордену «Дружба» – найвищої нагороди КНР для іноземців Головою 
Всекитайських зборів народних представників професору С. Комісаренку. 

Пекін, 2012

Він обраний почесним доктором Кінгстонського та Північно-Лондон-
ського Університетів (1997), почесним професором Одеського національного 
університету імені І.І. Мечникова (2010) та Інституту мікробіології і імуноло-
гії імені І. І. Мечникова НАМН України (2011), почесним членом Польсько-

Відділ молекулярної імунології ІБХ. Київ, 2013
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го біохімічного товариства (2011) та Всесвітньої організації імунопатологів 
(2013). Має Ранг Надзвичайного і Повноважного Посла України (1992). 

Та чи не найголовнішим і найвагомішім науковим здобутком С. Коміса-
ренка є створення в Україні нового напряму досліджень – молекулярної іму-
нології, а разом з ним – наукової школи, представники якої, у свою чергу, вже 
стали відомими вченими як у нашій країні, так і за її межами. 

Своє 75-річчя Сергій Васильович зустрічає сповненим нових ідей, за-
думів і планів.
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33/06 (2006.01), А 61 K 31/593 (2006.01), A 61 P 19/00. Фармацевтична ком-
позиція для лікування захворювань кісткової тканини / Комісаренко С. В., 
Колибо Д. В., Апуховська Л. І., Безусяк А. І., Василевська В. М.; заявник і па-
тентовласник Ін-т біохімії ім. О. В.Палладіна НАН України. – № а200802015; 
заявл. 18.02.08; опубл. 10.06.08, Бюл. № 11).
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ХІІІ МІЖНАРОДНА ЛІТНЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦІЯ 
 «МОЛЕКУЛЯРНА МІКРОБІОЛОГІЯ І БІОТЕХНОЛОГІЯ» 

за тематичним напрямом «Біоінформатика»

З 4 червня по 20 червня 2018 року на кафедрі мікробіології, вірусології 
та біотехнології Одеського національного університету імені І. І. Мечникова 
спільно з Інститутом мікробіології і вірусології імені Д. К. Заболотного НАН 
України, за підтримки Товариства мікробіологів України імені С. М. Вино-
градського та Спілки біологів і біотехнологів Одеси проходила ХІІІ Міжна-
родна Літня школа-конференція «Молекулярна мікробіологія і біотехнологія» 
за основним тематичним напрямом Біоінформатика.

На сьогоднішній день цей напрямок стрімко розвивається і зачіпає не 
тільки області чистої біологічної науки. Для тих, хто хоче працювати в га-
лузі геноміки, протеоміки, метагеноміки, танскріптоміки, метаболоміки і ін-
ших «омік» від біоінформатики мало класичної біологічної освіти. Вимоги 
до молодих вчених-біоінформатиків набагато серйозніші і їм необхідні додат-
кові знання в області основ програмування, роботи з системою Unix / Linux, 
розуміння організації і побудови запитів в базах даних і розуміння багатьох 
специфічних програм для кожної з вище перерахованих областей біоінформа-
тики.

Саме тому організатори літньої школи-конференції при Одеському на-
ціональному університеті вважали за необхідне присвятити останні дві школи 
напрямку Біоінформатика. Основним завданням школи було висвітлити ба-
зові моменти, з якими зіткнуться молоді вчені, які бажають реалізувати себе 
в даній перспективній галузі науки, яка активно розвивається за кордоном. 
Недостатня активність в пропагуванні біоінформатики в Україні було ще од-
ним додатковим аргументом при прийнятті рішення про присвячення Літньої 
школи цьому напрямку. 

Серед слухачів Літньої школи-конференції були молоді вчені та аспіран-
ти з університетів та наукових закладів України (Одеський національний 
університет імені І. І. Мечникова, Дніпровського національного університету 
ім. Олеся Гончара, Запорізького національного університету, Національного 
наукового центру «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної ме-
дицини», м. Харків, Київський національний університет імені Тараса Шев-
ченко.

У роботі школи як лектори брали участь заступник директора ІМВ 
НАНУ завідувач відділом молекулярної генетики бактеріофагів, член-кор. 
НАНУ, д.б.н. Товкач Федір Іванович, д.б.н., професор, член-кор. НАНУ, заві-
дувач відділу білкової інженерії та біоінформатики Інституту молекулярної 
біології і генетики НАНУ, завідувач кафедри молекулярної біотехнології та 
біоінформатики Київського національного університету імені Тараса Шевчен-
ка Корнелюк Олександр Іванович, д.б.н., професор, член-кор. НАНУ, завіду-
вач відділу молекулярної біології Інституту біохіміхії ім. О. В. Палладіна Мін-
ченко Олександр Григорович, к.б.н., с.н.с., зав.  лабораторією біоінформатики 
та структурної біології Інституту харчової біотехнології та геноміки НАНУ 
Карпов Павло Андрійович, ст.н.с. Інституту біохімії ім. О. В. Паладіна НАН 
України, секретар Української асоціації біобезпеки  (УАБ), к.б.н. Гергалова 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 112–115



113

Галина Леонідівна, доцент кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології 
ОНУ імені І. І. Мечникова к.б.н. Васильєва Наталія Юріївна, доцент кафедри 
комп’ютерної алгебри та дискретної математики ОНУ імені І. І. Мечникова, 
к.фіз-мат.н. Савастру Ольга Володимирівна,  професор Інституту сільського 
господарства м. Нант (Франція) Томас Ертле, професор університету Брайто-
на Сергій Міхаловський, науковий співробітник університету Брайтона к.х.н. 
Любов Міхаловська,  професор Департаменту медичних біосенсорів Алексій 
Шмідт та науковий співробітник кафедри медичної хімії та біофізики  універ-
ситету Умеа к.б.н. Олена Рахімова (Швеція).

Лекційний курс ХІІІ Літньої  школи з молекулярної мікробіології і 
біотехнології висвітлював питання бактеріальної геноміки, геноміки бак-
теріофагів і островів патогенності, геноміки плазмід, сучасного погляду на 
еволюцію мікроорганізмів, наукових концепцій в молекулярній мікробіоло-
гії, бактеріальних транспозонів, ІS-елементів, інтегронів і генетичних касет, 
структурної біоінформатики. Досить багато часу було присвячено питанням 
клонування білків.

Одним з занять для слухачів школи були лекції проф. Сергія Міхаловсь-
кого, які він присвятив актуальним питанням подання проектів і пошуку пар-
тнерів серед світової наукової спільноти. На цих заняттях перед слухачами 
були детально розкриті підходи і вимоги до написання спільних проектів. 
На своєму прикладі він розповідав слухачам школи як необхідно проводити 
підготовки до написання проектів, пошуку партнерів, демонстрував ресурсні 
сайти, які необхідно відвідати перед написанням подібних проектів.

Протягом першого тижня лекційних занять студенти ХІІІ Літньої шко-
ли-конференції мали можливість прослухати лекції проф. Алексія Шмідта, 
які були  присвячені актуальним в біології проблемам клонування білків. Були 
детально розглянуті усі етапи, необхідні для проведення даного дослідження. 
Перед студентами, протягом декількох лекційних днів, на основі практичних 
завдань, продемонстровано етапи клонування, експресії, виділення і очищен-
ня білків.

Не менш цікавими і актуальними були лекції Олени Рахімової присвя-
чені темі «Quality in Science». Правила, нормативи і, так би мовити, «підходи 
за замовчанням» до якості матеріалу, який планується опублікувати, дозволи-
ли слухачам зрозуміти чому в деяких випадках статті не можна віднести до 
наукових матеріалів, а скоріше до газетних публікацій. 

Член-кор. НАНУ Федір Товкач – один з організаторів нашої школи про-
читав лекції присвячені організації хромосоми Escherichia coli з висвітленням 
останніх опублікованих робіт по цій темі і загальної топології бактеріальних 
геномів та лекції, присвячені бактеріофагам і вірусам. 

Цікавими і інформативними були лекції професора Томаса Ертле 
(університет Нант, Франція), який на власних дослідженнях показав необхід-
ність інтеграції підходів класичної мікробіології і методів біоінформатики in 
silico. 

Більша частина часу була віддана саме практичним заняттям. Орієнтую-
чись на тенденції світової спільноти і вимоги до більшості програм біоінфор-
маційного напрямку, були проведені заняття з ознайомлення з операційною 

ХІІІ МІЖНАРОДНА ЛІТНЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦІЯ ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2018. № 3. С 112–115



114

системою (ОС) Linux. Приклади, які відпрацьовували на заняттях, дозволили 
студентам зрозуміти основні принципи роботи з файлами в терміналі. 

Були проведені практичні заняття по основам роботи з мовою програму-
вання R. Слухачі школи мали можливість ознайомитись с  R GNU, зрозуміти 
основні принципи програмування в R, попрацювати з основними пакетами, 
які використовуються для первинної обробки біоінформаційних даних.

Оскільки основи аналізу неможливі без розуміння основних форматів та 
типів даних, які використовуються в біоінформатиці, паралельно проходили 
заняття присвячені біологічним базам даних, підходам до пошуків необхідної 
інформації, її завантаженню та збереженню. На початку школи основну увагу 
приділяли NCBI і роботі саме в цій базі. Cлухачів коротко ознайомили з пра-
вилами побудови складних запитів в NCBI, роботі з PubMed, BLAST, Primer-
BLAST. Додатково були розглянуті такі програми як Primer3, Primer3Plus, 
Оligoanalyzer і інші.

Завершували цей блок літньої школи-конференції лекції та практичні 
заняття з філогенетичного аналізу. Об'єднуючи отримані раніше знання слу-
хачі школи мали можливість провести пошук, відбір та сортування інформації 
в базі даних, сформувати файл, який містить первинну генетичну інформацію 
у необхідному форматі і провести філогенетичну реконструкцію як в он-лайн 
програмах так і в програмі R GNU. Додатковий час було приділено методам 
кластерного аналізу, як окремого напрямку в біології, так і основі для філоге-
нетичної реконструкції.

Велика частина лекційного часу була присвячена питанням біоінформа-
тики і її застосуванню в сучасній біології, а саме структурній біоінформатиці. 
Заняття з Павлом Карповим були присвячені особливостям  досліджень in 
silico та взаємодії  біоінформатики з іншими галузями, специфічності гене-
тичного коду та сучасним методам його аналізу; методам вирівнювання по-
слідовностей, фолдингу білків, аналізу тривимірних структур та ідентифіка-
ції функції білка на підставі структури і доменного складу. Додатково були 
розглянуті питання пов’язані з використанням бібліотек низькомолекулярних 
хімічних сполук: PubChem, ZINC, RCSB PDB Ligands (Ligand Expo), KEGG 
LIGAND, BindingDB; бібліотеки макромолекулярних мішеней, лігандів і лі-
ганд-білкових комплексів, як основи раціонального драг-дизайну, молекуляр-
ного докінгу та високопропускного віртуального скринінгу. Слухачі отримали 
навички роботи з доменами: прогноз доменної архітектури in silico; інстру-
менти SMART, Pfam, PROSITE. HMM (Hidden Markov Model’s); порівняння 
та вирівнювання структури білків, навчилися візуалізувати тривимірні моле-
кулярні моделі in silico.

Член-кор. НАНУ Олександр Корнелюк  доповнював отриману на прак-
тичних заняттях інформацію теоретичною базою, пояснюючи слухачам ос-
новні підходи до аналізу білків з точки зору протеоміки і біоінформатики. Він 
розповів слухачам про появу нових можливостей для створення нових лікар-
ських препаратів шляхом комп’ютерного дизайну і про розроблений та впро-
ваджений в Інституті молекулярної біології і генетики комп’ютерний сервіс 
для аналізу динаміки білків у віртуальній лабораторії MolDynGrid, який є 
частиною проекту розвитку Грід-сегменту НАН України з обчислювальними 
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кластерами Київського національного університету імені Тараса Шевченка, 
Інститутів молекулярної біології і генетики, клітинної біології і клітинної ін-
женерії, теоретичної фізики тощо. 

Дуже цікавими були лекції член-кор. НАНУ Олександра Мінченка, при-
свячені  молекулярним механізмам стресу клітини, а саме стресу ендоплаз-
матичного ретикулума як фундаментального явища, що забезпечує перебіг 
різних метаболічних та фізіологічних процесів у нормі, особливо в деяких 
спеціалізованих клітинах із високим рівнем синтезу секреторних протеїнів. 

Останній тиждень школи-конференції був присвячений ще одному не 
біологічному, але важливому біоінформаційному аспекту – навичкам програ-
мування з використанням Python и Biopython. На практичних заняттях слу-
хачів школи доц. кафедри комп'ютерної алгебри та дискретної математики 
ОНУ Ольга Савастру ознайомила з основами роботи з використанням Python 
і основними пакетами та бібліотеками для базового біоінформаційного аналі-
зу даних.

Наполегливість слухачів і їх бажання опанувати максимальну кіль-
кість матеріалу і щире бажання викладачів поділитися тим, що вони знають 
і вміють нівелювали «підводні камені» при знайомстві класичної біології та 
прикладних аспектів біоінформатики.

Доцент кафедри мікробіології, вірусології і біотехнології 
Васильєва Н. Ю.
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ІНФОРМАЦІЙНЕ ПОВІДОМЛЕННЯ ДЛЯ АВТОРІВ

Науковий журнал “Мікробіологія і біотехнологія” запрошує Вас  до спі-
впраці з питань висвітлення результатів наукових досліджень у галузі мі-
кробіології і біотехнології. 

Програмні цілі видання: висвітлення результатів наукових досліджень 
у галузі мікробіології та біотехнології, об'єктами яких є прокаріотні (бактерії, 
архебактерії), еукаріотні  (мікроскопічні гриби, мікроскопічні водорості, най-
простіші) мікроорганізми та віруси.

Тематична спрямованість: мікробіологія, вірусологія, імунологія, моле-
кулярна біотехнологія, створення та селекція нових штамів мікроорганізмів, 
мікробні препарати, антимікробні засоби, біосенсори, діагностикуми, мікроб-
ні технології в сільському господарстві, мікробні технології у харчовій про-
мисловості; захист та оздоровлення навколишнього середовища; отримання 
енергоносіїв та нових матеріалів тощо.

Мова (мови) видання: українська, російська, англійська.
Рубрики журналу: “Оглядові та теоретичні статті”, “Експерименталь-

ні праці”, “Дискусії”, “Короткі повідомлення”, “Хроніка наукового життя”, 
“Сторінки історії”, “Ювілеї і дати”, “Рецензії”, “Книжкова полиця”.

До статті додається рекомендація установ, організацій, у яких викону-
валася робота, за підписом керівника та письмова згода керівників установ, 
організацій, де працюють автори.

Вимоги до оформлення статей, які подаються до редакції журналу:
Стаття має відповідати тематичному спрямуванню журналу і, відповід-

но до п. 3 Постанови ВАК України від 15.01.2003 р. №7-5/1, включати такі 
структурні елементи: постановка проблеми у загальному вигляді та її зв’язок 
із важливими науковими чи практичними завданнями; аналіз останніх дослід-
жень і публікацій, в яких започатковано вирішення даної проблеми і на які 
опирається автор; виокремлення раніше не вирішених частин загальної про-
блеми, котрим присвячується стаття; формулювання мети статті (постановка 
завдання); виклад основного матеріалу дослідження з повним обґрунтуван-
ням наукових результатів; висновки з даного дослідження і перспективи по-
дальших пошуків у даному напрямі.

До друку приймаються рукописи (2 примірники) обсягом до 18 сторінок 
(з урахуванням рисунків,  таблиць і підписів до них, анотації, реферату, спи-
ску літератури), огляди – до 30 стор., рецензії – до 3 стор., короткі повідом-
лення – до 2 стор.  Відхилені рукописи не повертаються.

 До рукопису додається електронний варіант рукопису шрифт Times New 
Roman, кегль 14, інтервал автоматичний, не більше 30 рядків на сторінці, поля 
по 2 см).

При написанні статті необхідно дотримуватися такого плану:

‒
‒

• індекс УДК у лівому верхньому кутку першого аркуша;
• Реферат мовою оригіналу статті:
назва статті великими літерами;
прізвища та ініціали автора (авторів);
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‒

‒

‒
‒

‒
‒
‒

‒

‒
‒

місце роботи кожного автора; повна поштова адреса установи (за між-
народними стандартами); телефон, електронна адреса (e-mail); 
Прізвища авторів та назви установ, де вони працюють, позначають од-
ним і тим самим цифровим індексом (вгорі);
реферат із зазначенням новизни дослідження (200–250 слів);
ключові слова (не більше п'яти).

• Реферат англійською мовою:
назва статті великими літерами;
прізвища та ініціали автора (авторів), транслітерація;
місце роботи кожного автора; повна поштова адреса установи (за між-
народними стандартами); телефон, електронна адреса (e-mail); 
Прізвища авторів та назви установ, де вони працюють, позначають од-
ним і тим самим цифровим індексом (вгорі);
реферат із зазначенням новизни дослідження (200–250 слів);
ключові слова (не більше п'яти);

• Повний текст статті мовою оригіналу.

Текст статті має включати такі складові:
вступ; матеріали і методи; результати та їх обговорення; висновки; спи-

сок використаної літератури мовою оригіналу цитованої статті, список вико-
ристаної літератури (Referens) англійською мовою (за вимоги міжнародних 
наукометричних баз).

До кожного примірника статті додається реферат мовою оригіналу статті 
(українською/російською) та англійською мовою.

Враховуючи, що реферат відображає основний зміст статті і використо-
вується в інформаційних, в тому числі автоматизованих системах для пошуку 
документів та інформації, необхідно дотримуватися певних вимог при його 
написанні:

‒
‒

‒

‒

‒
‒

реферат має бути інформативним (не містити зайвих слів);
структурованим, тобто містити розділи: мета; методи, що використані 
в роботи та/або методологія проведення досліджень; результати та 
сфера їх застосування; висновки;
англійська версія реферату має бути написана якісною англійською 
мовою (за потреби доцільно користуватися послугами  кваліфікованих 
спеціалістів-лінгвістів з подальшим науковим редагуванням тексту ав-
тором), з використанням термінології, яка використовується в англо-
мовних медикобіологічних журналах, уникати використання термінів, 
які є прямою українською/російською калькою;
компактним (200–250 слів);
ключові слова (не більше 5-ти) розміщуються з абзацу після реферату.

У кінці тексту статті указати прізвища, імена та по-батькові усіх авторів, 
поштову адресу, телефон, факс, e-mail (для кореспонденції).

Стаття має бути підписана автором (усіма авторами) з зазначенням дати 
на останній сторінці.
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Автори несуть повну відповідальність за бездоганне мовне оформлення 
тексту, особливо за правильну наукову термінологію (її слід звіряти з фахови-
ми термінологічними словниками). 

Латинські біологічні назви видів, родів подаються курсивом латиницею. 
Якщо часто повторювані у тексті словосполучення автор вважає за по-

трібне скоротити, то абревіатури за першого вживання обумовлюють у дуж-
ках. Наприклад: полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР).

Посилання на літературу подаються у тексті статті, цифрами у квадрат-
них дужках, згідно з порядковим номером у списку літератури.

Розділ “Матеріали і методи”:
‒

‒

‒
‒

‒
‒

‒

‒

‒

Методи дослідження та схеми експерименту мають бути представлені 
так, щоб їх можна було відтворити.
Для використаних реактивів та матеріалів вказати назву кампанії та 
країни-виробника.
Одиниці вимірювання вказати в системі СІ.
Концентрацію розчинів представляти в М, мМ, мкМ (молярна концен-
трація).
Молекулярку масу (Мм) - Да (дальтони) або кДа.
При використанні ферментів навести їх номенклатурну систематичну 
назву та шифр.
Активність ферментів виражають в мкмолях використаного субстра-
ту або утвореного продукту за 1 хв на 1 мг протеїну або використати 
стандартну одиницю активності U (IU) і катал (скорочено кат), пито-
ма активність ензиму виражається в ммолях/хв на 1 мг протеїну або в 
од.акт/мг, кат/кг.
Вказати умови проведення ферментативної реакції (температура, рН, 
концентрація субстрату).
Вказати використані методи статистичного аналізу, програму стати-
стики.

Таблиці мають бути компактними, мати порядковий номер; графи, ко-
лонки мають бути точно визначеними логічно і графічно. Матеріал таблиць 
(як і рисунків) має бути зрозумілим і не дублювати текст статті. Цифровий 
матеріал таблиць слід опрацювати статистично. 

Рисунки виконуються у вигляді чітких креслень (за допомогою комп’ю-
терного графічного редактора у форматі Word, TIF, JPG). Осі координат на 
графіках мають бути позначені. Рисунки розміщуються у тексті статті. 

Підписи, а також пояснення, примітки до таблиць та рисунків подаються 
мовою оригіналу та англійською мовою.

Розділ “Результати досліджень та їх обговорення” має бути написаний 
коротко: необхідно чітко викласти виявлені ефекти, показати причинно-ре-
зультативні зв’язки між ними, порівняти отриману інформацію з даними літе-
ратури, дати відповідь на питання, поставлені у вступі.
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Список використаної літератури
1. Список використаної літератури в оригіналі цитованої статті скла-

дається за алфавітно-хронологічним порядком (спочатку кирилиця, потім ла-
тиниця). Якщо перший автор у декількох працях один і той самий,  то праці 
розміщуються у хронологічному порядку. Список посилань треба пронумеру-
вати, а у тексті посилатися на відповідний номер джерела літератури (у ква-
дратних дужках).

У посиланні пишуть прізвища усіх авторів. В експериментальних працях 
має бути не більше 15 посилань літературних джерел.

Патентні документи розміщуються у кінці списку посилань.
2. Список використаної літератури англійською мовою (Referens), за ви-

могами міжнародних наукометричних баз.
Стиль шрифта – NLM (National Library of Medicine).
Прізвища, імена та по-батькові авторів, назву цитованого видання (жур-

нал, монографія, збірник тощо) наводять послуговуючись безкоштовними 
сайтами (http://www.easybib.com/  http://www.bibme.org/, http://www.sourceaid.
com/, https://www.citethisforme.com/), що дозволяють здійснити переклад з ви-
користанням однієї з міжнародних систем транслітерації.

Назви статей наводять англійською мовою. 
Порядок подання посилань Referens (список 2) має повністю співпадати 

зі списком використаної літератури (список 1).

Зразки посилання літератури
Вимоги до оформлення бібліографічних посилань мовою оригіналу (в 

тому числі цитовані англомовні джерела)
На книги
Векірчик  К. М. Мікробіологія з основами вірусології. – К.: Либідь, 2001. 

– 312 с.
Патика В. П., Тихонович І. А. Мікроорганізми і альтернативне землероб-

ство. – К.: Урожай, 1993. – 176 с. 
Промышленная микробиология / Под ред. Н. С. Егорова. – М.: Высш. 

шк., 1989. – 688 с.
Методы общей бактериологии: В 3 т. / Под ред. Ф. Герхардта. – М.: Мир, 

1983. – Т. 1. – 536 с.; Т. 2. – 470 с.; – Т. 3. – 263 с.
Шлегель Г. Общая микробиология. – М.: Мир, 1987. – 566 с.
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.
На журнальні статті
Подгорский В. С. Систематическое положение, экологические аспекты 

и физиолого-биохимические особенности микроорганизмов, имеющих про-
мышленное значение // Мікробіол. журн. – 1998. – 60, № 5. – С. 27-42.

Aндреюк Е. И., Козлова И. А., Рожанская А. М. Микробиологическая 
коррозия строительных материалов // Биоповреждения в строительстве. – М.: 
Стройиздат, 1984. – С. 209 – 221.
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Глоба Л. І., Подорван Н. І. Біотехнологія очищення забрудненої природ-
ної води // Вісник ОНУ. – 2001. – т. 6, в. 4. – С. 65 – 67. 

Eaton R. W., Ribbons D. V. Utilization of phtalate esters by micrococci // Arch. 
Microbiol. – 1982. – 132, № 2. – P. 185 – 188.

На тези доповідей
Мацелюх Б. П. Розробка біотехнології одержання  ландоміцину Е // Між-

народна наук. конф. „Мікробні біотехнології” (Одеса, вересень, 2006 р.): тез. 
доп. – О.: „Астропринт”, 2006. – С. 17.

На депоновані наукові роботи
1. Лопатина Н. В., Терентьев А. Н., Наталич Л. А., Янгулов Ш. У. Опти-

мизация  питательной среды для культивирования вакцинного штамма чум-
ного микроба с применением метода математического планирования экспе-
римента / Редкол. “Микробиол. журн.” – К., 1991. – 7 с. – Деп. в ВИНИТИ 
03.01.92, № 1-В92.

На стандарти
ГОСТ 20264.4-89. Препараты ферментные. Методы определения амило-

литической активности. – М.: Изд-во стандартов, 1989. – 17 с.
На автореферати дисертацій
Онищенко О. М. Таксономія і антибіотична активність  Alteromonas-подіб-

них бактерій Чорного моря: Автореф. дис. ... канд. біол. наук. К., 2003. – 21 с.

Зразки посилань літератури в романській абетці
References 
Стиль шрифта для англомовного  варианту списка джерел – NLM 

(National Library of Medicine), зразок:
Author AA, Author BB, Author CC. Title of article.Title of Journal. 2005; 10 

(2):49-53.
Статті в журналах:
DeLong EF, Karl DM. Genomic perspectives in microbial oceanography. 

Nature. 2015;(437):336–342.
Klochkov VK, Kavok NS, Malyukin YuV. The effect of specific interaction 

of nanocrystals GdYVO4:Eu3+ with cell nuclei. Dop Nats Akad Nauk Ukr. 
2010;(10):81–86.

Книги:
Best RJ. Tomato spotted wilt virus. In: Advances Virus Res Eds Smith KM, 

Lauffer MA. Academic Press, New York, 1968:65–146.
Speissel B, Beahrs OH, Hermanek P, Hutter RVP, Scheibe O. TNM atlas: 

illustrated guide to the TNM. pTNM classification of malignant tumours. Berlin 
New York: Springer-Verlag. 1989. 12.

Sastry SK. Seed-borne plant virus diseases. India: Springer, 2013. 327 p. 
Матеріали з'їздів, конференцій:
Dikova B, Djourmanski A, Lambev H. Establishment of economically 

important viruses on Echinacea purpurea and their influence on the yield. In: 
Proceedings of the conference «Innovative aspects to coneflower study». Ed. 
Pospelov S. Poltava: Dyvosvit, 2013:36–45.
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Yin R, Francis F, Bragard C, Liu Y, Chen J. Study on transmission efficiency 
of CMV transmitted by Myzus persicae from different places. In: Proceedings of 
9th International Symposium on Aphids, Beijing, China. 2013:49–50.

Диссертационные работы:
Koreneva AA. Biological properties of medicinal plants viruses. PhD thesis, 

Taras Shevchenko National University of Kyiv, 2009: 22.
Сборники:
Dunich A, Mishchenko L. Heavy metals content in virus infected purple 

coneflower plants. Bull T Shevchenko Nat Univ Kyiv Ser Biol. 2013; 65(3):22–26.
Rose PI. Gelatin. In: Encyclopedia of polymer science and engineering Eds: 

Mark HF, Bikales NM, Overberger CG, Menges G, Kroschwitz JI New York: 
Wiley; 1987;7, 2nd ed. 488–513.

Shrago MI, Guchok MM, Kalugin YuV. Some principles of direct synthesis of 
cryoprotectants. In: Current Problems of Cryobiology. Eds. Pushkar NS and Belous 
AM. Kiev: Naukova Dumka, 1981:157–201.

Патенти, заявки:
А.s. 4411066/14 SSSR, МBI G 01 N 33/50. A method of determining 

bile acids in biological fluids. Vеsеlsкiy SP, Lyashchеnко PS, Luкyanеnко 
IА. (SSSR). – N 1624322; zayavl. 25.01.1988; оpubl. 30.01.1991, Byul. N 4.

Статті з електронних журналів:
Author AA, Author BB, Author CC. Title of article.Title of Journal. 2005; 10 

(2):49-53, available at:www.ascusc.org/jcmc/vol5/issue2/
За наявності в статті DOI (Digital Object Identifier), яка є міжнародним 

ISO стандартом (http://www.doi.org/), в списку литератури бажано вказати її 
ідентифікатор, наприклад:

Author AA, Author BB, Author CC. Title of article.Title of Journal. 2005; 10 
(2):49-53. Cited 2 times. doi: 10.1134/S1023193508080077

Датою надходження статті вважають день, коли до редколегії надійшов 
перший варіант тексту статті.

Після одержання коректури статті автор повинен виправити лише помил-
ки і терміново відіслати статтю на адресу редколегії або повідомити про свої 
правки по телефону чи електронною поштою.

У разі затримки редакція, додержуючись графіка, залишає за собою пра-
во здати коректуру до друкарні (у виробництво) без авторських правок.
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