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ÁàÊÒÅÐiÎФàÃè Òà ЇÕ âпËèâ Íà ÁàÊÒÅÐiàËьÍi 
ÁiÎпËiâÊè 

Оãëяд присвячено питанням взаємодії бактеріофаãів і бактеріаëьниõ 
кëітин у біопëівці та можëивостям реãуëювання росту біопëівки за 
участі бактеріофаãів. Необõідність вирішення даної пробëеми виникає 
через значне поширення стійкості кëінічниõ ізоëятів бактерій до 
антибіотиків, що визначає зниження ефективності антибіотичної 
терапії в ціëому. У сучасній кëінічній практиці виявëено зростання 
кіëькості заõворювань, зумовëениõ розвитком біопëівки, у скëаді якої 
бактерії отримують додаткові переваãи, у тому чисëі і підвищення 
резистентності до дії антибіотиків. Показано особëивості фаãової 
інфекції по відношенню до віëьниõ кëітин бактерій та до кëітин 
у скëаді мікрокоëоній у біопëівці. Представëені дані розкривають 
можëивості бактеріофаãів у боротьбі з бактеріаëьними біопëівками, 
що скëадаються з умовно-патоãенниõ бактерій. Наведено дані 
про меõанізм взаємодії фаãів з кëітинами бактерій у біопëівці та 
можëивості руйнування фаãовими ферментами міжкëітинноãо ма-
триксу. 

Кëючові сëова: бактеріофаãи, мікробні біопëівки, реãуëяція росту 
біопëівки, біоëоãічні вëастивості бактерій.

В останній ÷ас відìі÷ається підвищення інтересу до дослідження 
вірусів бактерій – бактеріофагів та їх використання як допоìіжних 
засобів для лікування інфекöійних захворювань. Ó ряді досліджень [8, 
12, 18, 24] встановлено, що за розвитку інфекöії відбувається утворення 
біоплівок, до складу яких входять уìовно-патогенні та патогенні бактерії, 
і утворення таких угруповань призводить до посилення прояву їх факторів 
патогенності. Ó зв'язку із поширенняì антибіотико-резистентності 
патогенних ìікроорганізìів, різкиì зниженняì теìпів розробки та 
коìерöіалізаöії нових антибактеріальних препаратів та відкриттяì ролі 

© Є.Ñ. Воробєй, О.Ñ. Воронкова, I.В. Ìаліновська, À.I. Вінніков, 2013
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БÀÊÒÅÐIОФÀГÈ ÒÀ ЇХ ВплÈВ НÀ БÀÊÒÅÐIÀлÜНI БIОплIВÊÈ 

біоплівок, які ìістять стійкі до класи÷них антибіотиків бактерії, у розвитку 
хроні÷них інфекöій в останні 20 років інтерес до фаготерапії різко зріс, 
як у віт÷изняній, так і в західній ìедиöині [29, 31]. Àнтибактеріальний 
ефект препаратів вірулентних бактеріофагів зуìовлений проникненняì 
фага у бактеріальну клітину з подальшиì його розìноженняì і лізисоì 
інфікованої клітини. Бактеріофаги, які виходять у зовнішнє середовище 
в проöесі лізису, у свою ÷ергу інфікують і лізують інші бактеріальні 
клітини, дію÷и до повного знищення патогенних бактерій у вогнищі 
запалення [13]. 

Ó ìежах даного напряìку досліджень проводиться виділення 
вірулентних бактеріофагів та вив÷ення їх біологі÷них властивостей з 
ìетою вибору вірусів ефективних проти плівкоутворювальних штаìів 
патогенних бактерій. 

Ìетою роботи було проаналізувати інфорìаöію про взаєìодію 
бактеріо фагів з бактеріяìи, що утворюють біоплівки.

Áіологічні властивості бактерій у складі біоплівки
Ñу÷асниìи дослідженняìи показано, що більшість бактерій існують 

у природних екосистеìах не у вигляді вільноплаваю÷их (планктонних) 
клітин, а у вигляді спеöифі÷но організованих і прикріплених до субстратів 
співтовариств – біоплівок, утворення яких є складнорегульованиì 
біологі÷ниì проöесоì [11]. Як приклад плівкоутворювальних бактерій 
ìожна навести s. еpidermidis, який входить до складу норìальної 
ìікробіоти тіла людини, але при öьоìу здатен викликати важкі ураження 
всіх органів та систеì.

Ìікроорганізìи утворюють біоплівки на будь-яких біоти÷них та 
абіоти÷них поверхнях, що створює великі проблеìи у різних сферах 
господарської діяльності, в тоìу ÷ислі і у ìеди÷ній практиöі. Як тепер 
встановлено, біоплівки є одниì з патогенети÷них ÷инників форìування 
хроні÷них інфекöійних проöесів [19]. 

протягоì довгого ÷асу вважалося, що ìікробні біоплівки 
утворюються тільки на поверхні виробів ìеди÷ного призна÷ення, таких як 
се÷ові катетери, ендотрахеальні трубки, ортопеди÷ні і грудні іìплантати, 
контактні лінзи, внутрішньоìаткові пристосування та хірургі÷ні нитки. 
Àле біоплівки є основниìи джерелаìи захворювань, які характеризуються 
важкиìи бактеріальниìи інфекöіяìи і хроні÷ниì запаленняì, наприклад 
захворювання періодонта, фібрози се÷ового ìіхура, хроні÷ні акне і 
остеоìієліти. Біоплівки також утворюються в ранах, що уповільнює 
проöес загоєння. Òак, електронна ìікроскопія біоптатів з хроні÷них ран 
показала, що 60% зразків ìістили біоплівки, на відìіну від 6% зразків 
біоптатів зі свіжих ран [4, 18, 19, 35].

На сьогоднішній день роль бактеріальних біоплівок в інфекöійній 
патології, йìовірно, до кінöя ще не оöінена, однак висловлюється при-
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пущення, що до 80% всіх інфекöійних хвороб пов'язано з утворенняì 
біоплівок [18].

Відкриття бактеріальних біоплівок, що утворюються практи÷но 
за будь-якого інфекöійного проöесу, виявило невідоìі раніше ÷инники 
недостатньої ефективності використання антибіотиків.

дослідження останніх років свід÷ать, що дія антибіотиків на 
бактерії в співтовариствах залежить не тільки від властивостей ìікроба 
і антибіотика, але й від будови і складу біоплівок. Ó біоплівках бактерії 
виживають в присутності антибіотиків, доданих у кількості набагато 
більшій, ніж їх ìініìальна пригні÷увальна конöентраöія. Встановлено, 
що в основі підвищеного виживання лежать властивості клітин і 
позаклітинного ìатриксу [19].

На сьогодні встановлено низку ÷инників, відповідальних за такий 
важливий для кліні÷ного застосування феноìен, як резистентність 
біоплівок до антибіотиків. до них, зокреìа, належать: інактиваöія 
антибіотиків позаклітинниìи поліìераìи ÷и ферìентаìи; сповільнення 
ìетаболізìу і, відповідно, зìеншення швидкості росту ìікроорганізìів 
в уìовах ліìітування поживних ре÷овин у біоплівöі, ÷ерез що 
антибактеріальний препарат дифундує з біоплівки швидше, ніж 
встигає на неї подіяти; експресія ìожливих генів резистентності до 
антибіотиків; поява в біоплівöі під дією антибіотиків ìікроорганізìів-
персистерів [20].

показано, що для підвищення ефективності дії антибіотиків ìожна 
впливати не тільки на саìі бактерії, але і на коìпоненти ìатриксу – 
білки, ліпіди і нуклеїнові кислоти, наприклад, використовую÷и ферìенти: 
протеази, ліпази, нуклеази. Ðаніше проведені дослідження показали 
низку невідоìих ефектів ферìентів: здатність зìінювати ìорфологію та 
властивості ìікробних біоплівок, зìеншувати кількість ìатриксу і опти÷ну 
густину колоній, а також посилювати гальìівну дію антибактеріальних 
препаратів [21, 24].

Ó складі біоплівки знижується доступ антибіотиків до бактеріаль-
них клітин: ÷астина їх зв’язується у ìатриксі, а ÷астина – взаєìодіє з 
крайніìи клітинаìи ìікроколонії, забезпе÷ую÷и виживання внутрішніх 
її ÷ленів. Отже, існування ìікроорганізìів у спільноті екологі÷но ви-
гідніше, ніж існування у форìі окреìих клітин. Åкологі÷ні переваги іс-
нування ìікроорганізìів у біоплівках полягають у прискоренні доступу 
до органі÷них ре÷овин ÷ерез ìетаболі÷ну коопераöію клітин; у захисті 
від негативного впливу багатьох екологі÷них загроз, вклю÷аю÷и біоöи-
ди, антибіотики, антитіла, поверхнево-активні ре÷овини, бактеріофаги, 
фагоöити, ультрафіолетове опроìінення, зìіна рН, висушування [11]; 
у набутті резистентності до бактериöидних агентів. Òак, конöентраöія 
антибіотиків для впливу на бактерії біоплівки в окреìих випадках ìоже 
бути за різниìи даниìи у 10–100 [35] та навіть 500–1000 [19] разів вища, 
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ніж для планктонних форì öих бактерій. Отже, стандартне лікування 
антибіотикаìи знищує планктонні клітини, але ìеншою ìірою впливає на 
бактерії у біоплівöі. Òоìу після закін÷ення лікування ìожливий реöидив 
патологі÷ного проöесу [35].

Ñьогодні ìожна зробити припущення, що для більшості бактерій 
стан біоплівки, прикріпленої до поверхні, є базовиì, вироблениì протягоì 
ìільйонів років під впливоì природного відбору в уìовах, які постійно 
зìінювалися. Звідси випливає, що ефективність будь-яких антиìікробних 
препаратів (лікувальних, дезінфікувальних, ìийно-дезінфікувальних) 
необхідно визна÷ати за їх дією на ìікроорганізìи у біоплівöі та вважати 
ефективниìи не ìініìальні конöентраöії, що пригні÷ують ріст планктонних 
культур, а ті, що діють на ìікроорганізìи у складі біоплівок [18].

перспективи та можливості застосування фагових препаратів для 
лікування уражень, викликаних плівкоутворювальними штамами

поширення антибіотикостійкості бактерій, а також відкриття ролі 
біоплівок, стійких до класи÷них антибіотиків, у розвитку хроні÷них 
інфекöій відродили інтерес до терапії бактеріофагаìи [10]. Використання 
препаратів бактеріофагів стиìулює активізаöію факторів спеöифі÷ного 
і неспеöифі÷ного іìунітету [2, 40]. Òоìу препарати бактеріофагів 
застосовуються не тільки для лікування і профілактики інфекöійних 
захворювань, але і використовуються також для контролю стану іìунної 
систеìи у паöієнтів з іìунодефіöитаìи [22]. Òак, наприкінöі 2009 р. 
у Ñтокгольìі відбулася конференöія «Iнноваöійні завдання в області 
ефективності антибактеріальних препаратів». Ó ìежах öього заходу 
фахівöяìи було повідоìлено, що в країнах ЄÑ від інфекöій, спри÷инених 
бактеріяìи, які ìають ìножинну стійкість до антибіотиків, поìирає 
більше 25 000 паöієнтів на рік. Ðозробка нових антибіоти÷них препаратів, 
їх кліні÷ні випробування та реєстраöія зайìають багато років і обходяться 
у надìірно великі суìи. Застосування антибіотиків у кліні÷ній практиöі, 
кріì загальновідоìих побі÷них ефектів, призводить до виникнення форì 
бактерій, стійких до нових синтезованих препаратів. Ó листопаді 2009  р. 
в Ìоскві у раìках круглого столу «Åра антибіотиків закін÷ується: 
альтернативні ìожливості антибактеріальної терапії» представникоì 
об'єднаної робо÷ої групи Європейського öентру з контролю і профілактики 
захворювань (European Centre for Disease Prevention and Control, 
ECDC) і Європейського агентства з оöінки лікарських засобів (European 
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, EMEA) було особливо 
відзна÷ено той факт, що в період з 70-х по 90-ті рр. ìинулого століття не 
відкрито жодного нового класу антибіотиків. лише у 2000-х рр. з’явилися 
препарати класу öиклі÷них ліпопептидів і оксазолідинонів. Як наслідок, 
кількість нових препаратів антибіотиків також неухильно скоро÷ується 
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[13]. Òак, у ÑШÀ за період з 1991 по 1995 рр. Óправлінняì з контролю 
за продуктаìи і лікаìи ÑШÀ (US Food and Drug Administration, FDA) 
було схвалено 26 препаратів, у той ÷ас як з 2000 по 2003 рр. – всього 
3 [36]. Ìножинна резистентність до антибіотиків у бактерій зуìовила 
необхідність пошуку та застосування альтернативних засобів лікування, 
серед яких використання фагів виявилося найефективнішиì [38].

Зви÷айно, що антибіотикотерапія є і буде основниì заходоì для 
лікування бактеріальних уражень у людини та водно÷ас є потреба у 
використанні ефективних допоìіжних терапевти÷них засобів, які не 
шкодитиìуть людині та її ìікробіоті і будуть високоспеöифі÷ниìи до 
патогенів.

Одниì з напряìів пошуку перспективних препаратів для пригні÷ення 
ìікроорганізìів є вив÷ення геноìів ìікроорганізìів і виявлення у їх 
складі послідовностей, відповідальних за стійкість до антибіотиків та 
будь-якого іншого зовнішнього впливу, а також ìожливостей регуляöії 
функöіонування öих генів з ìетою їх пригні÷ення. проводиться öе з 
ìетою вив÷ення ìолекулярних основ патогенності, що відкриє нові шляхи 
лікування інфекöійних захворювань, але öей підхід занадто вартісний і 
потребує багато ÷асу. 

Àльтернативою до антибіотиків і хіìіотерапевти÷них препаратів 
є лікувальні бактеріофаги, на ефективність дії яких не ìають впливу 
÷утливість або резистентність бактерій до антибіотиків [7]. Öикли 
репродукöії спеöифі÷них бактеріофагів з їх накопи÷енняì в ìісöі 
локалізаöії запального проöесу є важливою особливістю фаготерапії, 
що відрізняє її від застосування суто хіìіотерапевти÷них засобів, з 
широкиì антиìікробниì спектроì, який ÷асто порушує і склад норìальної 
ìікробіоти організìу хазяїна [34]. 

За су÷асниìи норìаìи з ìетою фагової терапії використовуються 
тільки вірулентні бактеріофаги, тобто такі, розìноження яких 
відбувається шляхоì літи÷ного öиклу. при öьоìу кожна інфікована 
клітина після певного проìіжку ÷асу, так званого латентного періоду, 
лізується, звільняю÷и 50–200, а іноді і більше ÷асток бактеріофага. 
Òакиì ÷иноì конöентраöія фагових ÷асток постійно збільшується, що 
призводить до повного знищення ÷утливого ìікроорганізìа. Однак в 
реальних систеìах проöесу розìноження вірусу протистоять проöеси 
руйнування вірусних ÷асток та їх виведення з досліджуваної систеìи 
[13]. Ó разі фагової терапії найбільше зна÷ення в öьоìу сенсі ìають 
поглинання фагів клітинаìи ретикуло-ендотеліальної систеìи, зниження 
їх кількості за рахунок зв’язування з еритроöитаìи, клітинаìи тканин або 
ìіжклітинниì ìатриксоì, руйнування в результаті адсорбöії на ìертвих 
клітинах або таких, що ìають спеöифі÷ні систеìи стійкості, а також 
виведення з організìу із се÷ею або калоì. Важливо також зазна÷ити, що 
розìноження фагів у більшості випадків локалізовано у вогнищі інфекöії, 
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тоді як розсіювання потоìства фагів ÷асто відбувається у ìасштабі 
всього організìу. Якщо швидкість розìноження бактеріофагів in situ 
перевищує швидкість їх розсіювання та/або руйнування, то конöентраöія 
фагів буде рости до ви÷ерпання доступних клітин хазяїна. Ó öьоìу 
випадку говорять про активну фагову терапію [23]. Éìовірно, саìе такий 
сöенарій реалізується при фаготерапії ряду кишкових інфекöій, у тоìу 
÷ислі експериìентальних. Ó öих випадках достатньо одного або декількох 
прийоìів фага, щоб добитися одужання [14]. Ó випадку ж, коли для 
підтриìки конöентраöії фагів, необхідної для пригні÷ення бактеріального 
росту, необхідно введення зна÷них кількостей фага ззовні, як öе буває 
при лікуванні більшості хроні÷них інфекöій, ìожна говорити про пасивну 
терапію [23].

За реальної фагової терапії більшість бактеріальних популяöій 
колонізують лише обìежені ніші в організìі, при öьоìу зна÷на ÷астина 
бактерій ìоже перебувати у фізіологі÷них станах, несприятливих для 
розìноження фага, наприклад у складі біоплівок [33].

âзаємодія бактеріофагів із бактеріальними клітинами у складі 
біоплівок

Бактерії, що колонізують організì, згруповані у високогідратований 
екзополіöукридно-ìуöиновий ìатрикс. Ñпостережувані під ìікроскопоì 
бактерії у біоплівках розподілені нерівноìірно. Вони утворюють 
ìікроколонії, ото÷ені обволікаю÷иì ìіжклітинниì ìатриксоì, який є 
внутрішніì середовищеì біоплівки з регульованиì ìікроелеìентниì 
складоì і сигнальниìи ре÷овинаìи, що продукуються ìікроорганізìаìи 
одного виду і регулюють розвиток плівки, а також здійснюють вплив на 
всіх сиìбіонтів плівки, незалежно від того, який характер öього впливу 
– позитивний ÷и негативний [15].

Зростає інтерес до природної ролі бактеріофагів в ìодуляöії 
розвитку біоплівок і, особливо, до потенöійної ìожливості використання 
бактеріофагів для контролю утворення біоплівок в різних уìовах [5].

Взаєìодія фага з біоплівкою ìоже бути диференöійована за 
категоріяìи. Наприклад, фаги, поряд з іншиìи вірусаìи ìожуть 
потрапляти у біоплівку і залишатися у неспеöифі÷ній позаклітинній 
поліìерній ре÷овині (EPS), не потрапляю÷и до клітин бактерій. 
Внаслідок розвитку фагової інфекöії вірогідна деградаöія öих поліìерів 
і перешкоджання подальшоìу форìуванню біоплівки ÷ерез ìасову 
загибель, а отже неìожливість аглоìераöії планктонних клітин [21]. 
На рис. 1 представлений сöенарій взаєìодії фага з біоплівкою, що 
призводить до літи÷ної інфекöії, тобто фаг виступає як деградую÷ий EPS 
деполіìеразного фактора. 

Біоплівки також ìожуть ÷инити опір фаговій інфекöії [21]. 
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Ðис. 1. Знищення біоплівки фагом.   
À – розповсюдження вільного фага вище поверхні біоплівки. В – зіткнення вільного 

фага з біоплівкою, що завершується поглинанняì бактеріофага позаклітинною 
поліìерною ре÷овиною. Ñ – проникнення бактеріофага у ÷утливу бактерію, що 
супроводжується розвиткоì інфекöійного проöесу та вивільненняì фагового 
потоìства. Наступна додаткова деполіìеризаöія EPS зустрі÷ається наряду з 
поширенняì фагового потоìства (по÷аткові стадії останнього вказані як ÷орні 
стрілки). D – простежується шлях єдиного бактеріофага, який зтикається з 

бактерією, пов’язаною із сусідньою ìікроколонією. Öе супроводжується її інфекöією 
та розривоì. Å – розрив та вивільнення бактеріофагів до поверхні біоплівки.  

F – поширення вільного бактеріофага у рідину із подальшиì поглинанняì біоплівкою 
(за Stephen T. Abedon) [21]

fіg. 1. exploіtatіon of a bіofіlm by a phage.  
(A) Free phage diffusion above the biofilm. (B) Free-phage encounter with biofilm EPS 

resulting in local EPS digestion. (C) Phage encounter with a susceptible bacterium 
that is followed by phage burst and phage progeny release. Subsequent additional EPS 
depolymerization occurs along with dissemination of released free phages (the initial 

stages of the latter is shown as black arrows). (D) The path of a single phage is traced, 
which encounters a bacterium associated with a nearby microcolony. This is followed by 
infection and burst. (E) Burst proceeds as previously indicated except that here the path 
of released phages toward the biofilm surface is indicated. (F) Free-phage dissemination 

into bulk water toward subsequent biofilm acquisition [21]

протистояння біоплівкових бактерій фагаì відбувається завдяки 
природниì асоöіаöіяì бактерій, які впродовж свого існування продукують 
не однотипові, а різноìанітні асоöіативні екзополіìерні коìплекси, які 
перешкоджають з’єднанню фагової деполіìерази та проникненню фагів 
всередину біоплівкового ìатриксу [25, 39]. Однак геноì бактеріофага 
ìістить гени, експресія яких приводить до синтезу спеöифі÷них ферìентів 
фагової інфекöії – поліöукриддеполіìерази, завдяки якиì ìоже руйнувати 
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захисний шар екзополіìеру і діставатися поверхні бактерій. показано [21], 
що відбувається руйнаöія поліìеру, протягоì якої взаєìодія деполіìерази 
фага з клітиною за рахунок гліканази призводить до поєднання 
бактеріофага з первинниì реöептороì клітини. проöес призводить до 
ураження клітин біоплівки та їх загибелі. 

Важливо, що фагова інфекöія викликає порушення структури 
біоплівки, робля÷и клітини, які залишилися таì, доступниìи для іìунної 
систеìи. Бактеріофаги, во÷евидь, здатні інфікувати і клітини-персистери, 
які багато в ÷оìу зуìовлюють невда÷і антибактеріальної хіìіотерапії 
такого роду інфекöій [30]. просторова неоднорідність структури біоплівок, 
а також багатьох ìікросередовищ у організìі людини і тварин ìоже 
призводити до того, що хвилеподібне поширення фагової інфекöії у 
популяöії бактерій поволі затихає [14].

передба÷ається, що деякі фаги ìожуть нести «вторинні» білки 
адгезії, не пов'язані безпосередньо з апаратоì, що забезпе÷ує проникнення 
дНÊ всередину клітини. Багато таких ìожливих вторинних адгезинів 
несуть іìуноглобулін-подібні доìени, експоновані на поверхні головок, 
на скоро÷уваних ÷охлах хвостового відростка або на кінöі коìірöевих 
ниток фагів [26]. деякі фаги ìожуть нести на коìірöевих нитках доìени, 
схожі з адгезинаìи, які не подібні до іìуноглобулінів [26].

дані про те, що подібні структури ìожуть бути суттєвиìи для 
культивування фагів у лабораторних уìовах, поки відсутні, проте у певній 
екосистеìі, наприклад, подібній як у кише÷нику тварин, їх роль ìоже 
бути поìітною, зокреìа за рахунок збільшення йìовірності конвертованої 
адсорбöії при зіткненні фагової ÷астки з потенöійно придатною клітиною-
хазяїноì. Збільшення швидкості адсорбöії, проте, «вигідне» далеко не у 
всіх випадках [14]. при вирощуванні фагів на культурі хазяїв з високою 
кількістю клітин, іìобілізованих у в’язкоìу агаризованоìу середовищі 
(наприклад, при посіві двошаровиì ìетодоì), ìутанти, що ìають ниж÷у 
константу адсорбöії, отриìують зна÷ну перевагу і утворюють бляшки 
більшого розìіру і з великиì вìістоì вірусних ÷асток [27]. Öе пов'язано 
із збільшенняì швидкості дифузії вірусу як в ìежах в'язкого середовища, 
наси÷еного клітинаìи хазіїв, так і в навколишню рідку фазу. Àналогі÷ні 
переваги фаги, що повільно адсорбуються, ìожуть ìати при розвитку 
всередині біоплівок і при поширенні на нові ділянки [14]. Ìеханізìи, 
що призводять до зворотної втрати другорядних адгезинів (наприклад, 
÷астини хвостових фібрил багатьох фагів) ìожуть ìати, такиì ÷иноì, 
істотне зна÷ення при адаптаöії фага до зростання на біоплівках бактерій 
або на планктонних клітинах [27].

Ñу÷асні лікувально-профілакти÷ні бактеріофаги являють собою 
коìплекс поліклональних високовірулентних бактеріальних вірусів, 
спеöіально підібраних проти груп збудників бактеріальних інфекöій, 
що най÷астіше зустрі÷аються [1]. Ñьогодні ноìенклатура розроблених 
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препаратів бактеріофагів налі÷ує понад десяток найìенувань. Враховую÷и 
широкий спектр їх лікарських форì та ÷исленність торгівельних ìарок, під 
якиìи вони випускаються, їх кількість збільшується до 3–4 десятків. Ñеред 
öих препаратів виділяють ìонофаги (стафілококовий, стрептококовий, 
ешерихіозний, протейний, псевдоìонадний, клебсієльозний) та коìбіновані 
фаги [3]. Відоìі коìбіновані препарати з декількох видів бактеріофагів: 
колі-протейний, піобактеріофаг (проти стафілококів, стрептококів, 
клебсієл, протеїв, синьогнійної і кишкової пали÷ки), інтесті-фаг (проти 
шигел, сальìонел, стафілококів, ентерококів, протеїв, кишкової і 
синьогнійної пали÷ки) [7], секстафаг для лікування гнійно-септи÷них 
захворювань [9]. для лікування захворювань вірусно-бактеріального 
походження виготовлено коìплексний препарат Iнтерфаг, який ìістить 
інтерферон та фаг. для лікування опікових ран розроблено Bioderm, 
виготовлений з поліìеру, до якого входять бактеріофаг і інші ліки [3].

Здатність вірулентних фагів при взаєìодії з бактеріяìи інтегрувати 
власну геноìну дНÊ і експоненöійно реплікуватися призводить до зни-
щення патогенних бактерій, а отже, вказує на те, що вони ìожуть грати 
важливу роль у боротьбі з інфекöійниìи захворюванняìи, у тоìу ÷ислі 
і зуìовлениìи розвиткоì біоплівок [16].

Батеріофаги ìають високий терапевти÷ний потенöіал і використову-
ються як антибактеріальні агенти для терапії вже багато років. Однак 
ефективність бактеріофагів є ниж÷ою ÷ерез їх високу спеöифі÷ність до 
хазяїв, ніж у хіìі÷них антибіотиків, у зв'язку з ÷иì терапевти÷ні бактері-
офаги залишаються допоìіжниìи засобаìи при бактеріальних інфекöіях 
[10].

Відзна÷ені позитивні якості бактеріофагів: відсутність токси÷ної дії 
на організì, розвиток алергійних реакöій, дисбактеріозів. протипоказань 
до застосування бактеріофагів неìа [6].

препарати бактеріофагів періоди÷но збага÷уються новиìи фагови-
ìи клонаìи, що дозволяє їì відповідати зìінаì реöепторної структури 
збудників. Ó зв'язку з небезпекою поширення внутрішньолікарняних 
інфекöій, резистентних до більшості або до всіх відоìих антибіотиків, 
ведуться роботи по виділенню з бактеріофагів коìпонентів, які згубно 
діють на бактеріальні клітини, а також з отриìання ділянок дНÊ бакте-
ріофагів, відповідальних за синтез бактериöидних агентів; створюються 
коìплексні препарати бактеріофагів для застосування у лікувальних і 
діагности÷них öілях [17].

Наукова ìетодологія ìоже бути спряìована на терапію фагаìи як 
автоноìну терапію для інфекöій, які є повністю стійкиìи до антибіотиків 
[28, 32, 37].
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ÁàÊÒÅÐèÎФàÃè è èÕ âËèßÍèÅ Íà  ÁàÊÒÅÐèàËьÍЫÅ 
ÁèÎпËÅÍÊè

Ðеферат

Обзор посвящен вопросаì взаиìодействия бактериофагов и 
бактериальных клеток в биопленке и возìожностяì регулирования роста 
биопленки при у÷астии бактериофагов. Необходиìость решения данной 
проблеìы возникает из-за зна÷ительного распространения устой÷ивости 
клини÷еских изолятов бактерий к антибиотикаì, ÷то определяет сниже-
ние эффективности антибиоти÷еской терапии в öелоì. В совреìенной 
клини÷еской практике установлено возрастание коли÷ества заболева-
ний, обусловленных развитиеì биопленки, в составе которой бактерии 
полу÷ают дополнительные преиìущества, в тоì ÷исле и повышение ре-
зистентности к действию антибиотиков. показаны особенности фаговой 
инфекöии по отношению к свободныì клеткаì бактерий и клеткаì в 
составе ìикроколоний в биопленке. представленные данные раскрывают 
возìожности бактериофагов в борьбе с бактериальныìи биопленкаìи, 
состоящиìи из условно-патогенных бактерий. приведены данные о ìеха-
низìе взаиìодействия фагов с клеткаìи бактерий в биопленке и возìож-
ности разрушения фаговыìи ферìентаìи ìежклето÷ного ìатрикса.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : бактериофаги, ìикробные биопленки, регу-
ляöия роста биопленки, биологи÷еские свойства бактерий.



19issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

БÀÊÒÅÐIОФÀГÈ ÒÀ ЇХ ВплÈВ НÀ БÀÊÒÅÐIÀлÜНI БIОплIВÊÈ 

e.s. vorobey, o.s. voronkova, i.v. Malіnovska, a.i. vіnnіkov

Oles Honchar Dniepropetrovsk National University, 72, Gagarin ave., Dniepropetrovsk, 
Ukraine, tel.: +38(056) 374 97 34, e-mail: elizaveta.vorobey@mail.ru

bacterioPhages and their effect on  bacterial 
biofilMs

summаry

The review is devoted to the questions of bacteriophages and bacterial 
cells interaction in a biofilm and to opportunities of regulation of biofilm 
growth by bacteriophages. Wide spread of antibioticresistance of clinical 
isolates of bacteria and decreasing of antibiotic therapy efficacy requires a 
new solution. In modern clinical practice there were observed increasing 
of number of the infections caused by bacterial biofilm, besides bacteria, 
as a part of this structure, possess some advantages, including resistance 
to antibiotics. The features of phage infection in plankton culture and in 
biofilm are shown. Submitted data describe possibilities of bacteriophages 
used against bacterial biofilms, which consist of conditionally-pathogenous 
bacteria. Data on the mechanism of interaction of phages with cells 
of bacteria are provided in a biofilm as well as possibility to destruct 
intercellular matrix by phage encoded enzymes.

K e y  w o r d s : bacteriophages, microbial biofilms, regulation of biofilm 
growth, biological properties of bacteria.
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ÌÎËÅÊуËßÐÍÎ-ÃÅÍÅÒèчÅсÊàß ÕàÐàÊÒÅÐèсÒèÊà 
âèÐусà ÊËÅЩÅâÎÃÎ ЭÍÖÅФàËèÒà, 

ÖèÐÊуËèÐуЮЩÅÃÎ â сÅâÅÐÎ-ЗàпàäÍÎÌ 
пÐèчÅÐÍÎÌÎÐьÅ

Проведено секвенирование нукëеотидныõ посëедоватеëьностей ãена 
беëка обоëочки Е штаммов вируса кëещевоãо энцефаëита 150, 70, 120 
и Саврань 160, изоëированныõ в Северо-Западном Причерноморье в 
1988–1990 ãã. На основе фиëоãенетическоãо анаëиза расшифрованныõ 
посëедоватеëьностей подтверждена циркуëяция в Северо-Западном 
Причерноморье европейскоãо (западноãо) ãенотипа вируса. Проведен-
ный анаëиз аминокисëотныõ посëедоватеëьностей выявиë у штаммов 
вируса кëещевоãо энцефаëита 150, 70, 120 и Саврань 160 наëичие четы-
реõ маркерныõ аминокисëотныõ замещений – 67(n), 266(r), 306(V) и 
407(r), в доменаõ ii и iii эктодомена и трансмембранном сеãменте. 

К ëю ч е вы е  с ë о в а : вирус кëещевоãо энцефаëита, ãен беëка обоëочки 
Е, секвенирование.

Вирус клещевого энöефалита (ВÊЭ) – передающийся иксодовыìи 
клещаìи арбовирус, вìесте с вирусаìи Западного Нила, желтой ли-
хорадки, японского энöефалита и денге относится к роду Flavivirus 
сеìейства Flaviviridae [17]. ВÊЭ – один из основных патогенных для 
÷еловека флавивирусов, эндеìи÷ен в северной ÷асти Åвразии, где еже-
годно регистрируется до 14000 слу÷аев заболевания [13].

Ðазвитие ìолекулярно-генети÷еских технологий позволило расшиф-
ровать структуру геноìа (полипротеина) ВÊЭ и дифференöировать 3 
основных генотипа – дальневосто÷ный (генотип 1), европейский, или 
западный (генотип 2) и сибирский (генотип 3) [6]. Ñпеöифи÷ные для 

© О.À. Юр÷енко, д.À. дубина, Н.À. Виноград, 2013
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каждого генотипа у÷астки расположены в генах белка оболо÷ки Å [10], 
неструктурных белков NS1 [7] и NS5 [2]. Êак правило, генотип вируса 
определяет форìу и тяжесть те÷ения клини÷ески выраженного забо-
левания [3] и экологи÷ески связан с одниì из основных видов клещей-
перенос÷иков: ixodes persulcatus (сибирский и дальневосто÷ный), ixodes 
ricinus (европейский) [10]. Êаждый из генотипов вируса, как правило, 
доìинирует на определенной территории, где в то же вреìя ìогут öир-
кулировать штаììы, относящиеся к другиì генотипаì [5]. 

Ê настоящеìу вреìени данные о генети÷еских особенностях популя-
öии ВÊЭ в Óкраине ограни÷ены изу÷ениеì пяти штаììов. Штаìì Ñеìекс, 
изолированный в Волынской области, был отнесен к сибирскоìу генотипу 
ВÊЭ [1], а изолированный в Êрыìу штаìì Crimea – к дальневосто÷ноìу 
[10]. Нашиìи предыдущиìи исследованияìи было установлено, ÷то в 
Êрыìу, наряду с дальневосто÷ныì, öиркулировал европейский (западный) 
генотип ВÊЭ (штаììы 80, 85 и 290) [8]. 

Öелью настоящей работы явилось изу÷ение ìолекулярной структуры 
гена белка оболо÷ки Å штаììов ВÊЭ, изолированных в Ñеверо-Западноì 
при÷ерноìорье (ÑЗп) в 1988–1990 годах.

Ìатериалы и методы
Èзоляöию и поддержание жизнеспособности штаììов ВÊЭ проводили 

по стандартной ìетодике [4]. Характеристика исследованных штаììов 
представлена в таблиöе. 

Òаблиöа

Õарактеристика исследуемых штаммов âÊЭ, выделенных  
из иксодовых клещей в сЗп 

Table

characterіstіc of the studіed tіck-borne encephalіtіs vіrus straіns  
іsolated from tіcks іn the north-west black sea coast

Íазвание 
штамма

âид, количество и 
фаза развития клещей, 

способ сбора
Ìесто сбора äата сбора

120
dermacentor 
marginatus, 
26 иìаго, на флаг

Одесская область, Êилийский 
район, с. приìорское,42 кì 
трассы Êилия-Вилково

13-14.05.1988

Ñаврань 160
ixodes ricinus, 35 
иìаго, на флаг

Одесская область, Ñавранский 
район, лес 

11-16.05.1989

150
dermacentor 
marginatus,53 иìаго, 
с ÊÐÑ*

Херсонская область, Гени÷е-
ский район, остров Бирю÷ий

10-13.04.1990

70
dermacentor 
marginatus,35 иìаго, 
с ÊÐÑ*

Херсонская область, Гени÷е-
ский район, остров Бирю÷ий

12-14.04.1989

приìе÷ание: * – ÊÐÑ – крупный рогатый скот.
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Ñеквенирование, выравнивание и сборку консенсусных последователь-
ностей гена белка оболо÷ки Å, оöенку филогенети÷еских взаиìоотноше-
ний изу÷аеìых штаììов с известныìи геноìныìи последовательностяìи 
111-ти штаììов, изолированных в разные годы из разли÷ных исто÷ников 
(база данных GenBank), и трех прежде секвенированных наìи штаììов 
ВÊЭ 80, 85 и 290 проводили по ìетодике, описанной ранее [8]. при постро-
ении филогенети÷еского дерева в ка÷естве внешней группы использовали 
геноìные последовательности вирусов коìплекса клещевого энöефалита. 
Ñтатисти÷ескую оöенку филогенети÷еского дерева проводили с поìощью 
бутстрэп-анализа с созданиеì 1000 слу÷айных выборок [16].

Ðезультаты и их обсуждение
В результате секвенирования определены нуклеотидные последова-

тельности гена белка оболо÷ки Å штаììов ВÊЭ 120, 150, 70 и Ñаврань 
160, изолированных из иксодовых клещей в Одесской и Херсонской об-
ластях в 1988-1990 гг. Àнализ нуклеотидных последовательностей выявил 
100% иденти÷ность гена Å у всех ÷етырех изу÷аеìых штаììов, а также 
ранее секвенированных наìи штаììов ВÊЭ 80, 85 и 290, изолированных 
из иксодовых клещей в Êрыìу в 1989-1990 гг. 

Ðас÷ет генети÷еских или эволюöионных дистанöий показал более 
высокий уровень иденти÷ности изу÷аеìых штаììов со штаììаìи ев-
ропейского генотипа – от 93,20% (штаìì 12-8 изолирован из клещей 
i. ricinus в Èталии в 2006 г., FJ917370.1 [9]) до 97,18% (штаìì Pan 
изолирован от ÷еловека в Ìосковской области в 1957 г., AF091015.1 
[10]). при этоì иденти÷ность нуклеотидных последовательностей с си-
бирскиì и дальневосто÷ныì генотипаìи составила от 75,45% (штаìì 
Usen-1 изолирован из клещей в Ðоссии в 1986 г., EU072444.1 [1]) до 
84,83% (штаìì Vologda-2 изолирован из клещей i. persulcatus в Ðоссии 
в 1990  г., AF229364.1 [18]). 

принадлежность штаììов 120, 70, 150, Ñаврань 160 к европейскоìу 
генотипу подтверждена данныìи филогенети÷еского анализа (рис.) и на-
ли÷иеì сигнатурных аìинокислот 47(A), 88(G), 115(A), 178(E), 206(V), 
267(A), 277(E), 317(A), 426(A), 431(S), 433(I) и 437 (V), характерных 
для штаììов европейского генотипа ВÊЭ [10]. данныìи филогенети-
÷еского анализа установлено, ÷то все изу÷енные наìи штаììы ВÊЭ, 
изолированные на юге Óкраины, вìесте со штаììоì Pan форìируют 
внутри европейского генотипа филогенети÷еский кластер, обособленный 
от всех остальных штаììов европейского генотипа. Эволюöия штаììов 
ВÊЭ, изолированных на юге Óкраины, проходила независиìо от остальных 
штаììов европейского генотипа ВÊЭ и их дивергенöия от общего со 
штаììоì Pan предка произошла уже после разделения штаììов евро-
пейского генотипа на 2 кластера (рис.).
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Ðис. Фрагмент филогенетического дерева (nJ, Kіmura 2-parameter model), 
иллюстрирующего генетическое родство южноукраинских изолятов âÊЭ (штаммы 
80, 85, 290, 120, 70, 150, 160) и 111-ти прототипных штаммов âÊЭ, построено на 

основе нуклеотидных последовательностей целого гена белка оболочки Å.
Шкала показывает коли÷ество нуклеотидных заìен на один сайт. Штаììы, секве-

нированные автораìи, обозна÷ены ( ).

fіg. a fragment of a phylogenetіc tree (nJ, Kіmura 2-parameter model) 
іllustratіng the genetіc relatіonshіps of the south ukraіnіan tbev іsolates 
(straіns 80, 85, 290, 120, 70, 150, 160) and 111 prototype straіns of tbev, 

constructed based on the nucleotіde sequence of an envelope (e) proteіn gene.
The scale indicates the number of nucleotide substitutions per site. Strains 

sequenced by the authors are indicated ( ).
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Àнализ аìинокислотных последовательностей показал нали÷ие у 
южноукраинских штаììов ÷етырех аìинокислотных заìещений – 67(N), 
266(R), 306(V) и 407(R). Óникальное 67(N) и редко встре÷ающееся 266(R) 
аìинокислотные заìещения расположены в доìене II (аìинокислотные 
остатки 52-136 и 190-284), выступающеì над поверхностью вириона 
и, предположительно, у÷аствующеì в слиянии с клето÷ной ìеìбра-
ной [14]. Àргинин в позиöии 266 обнаружен только у 2-х штаììов, 
изолированных из клещей i. ricinus в Швейöарии в 2009 г. (ZH Langnau 
a.A.1, HM468187.1 и ZH Langnau a.A.2, HM468188.1 [11]). Ó остальных 
анализируеìых штаììов независиìо от генотипа в позиöии 67 находилась 
аспарагиновая кислота (D), а в позиöии 266 – лизин (K). 

Àìинокислотное заìещение 306(V), отли÷ающее штаììы, 
изолированные на юге Óкраины от большинства анализируеìых штаì-
ìов ВÊЭ, расположено в доìене III (аìинокислотные остатки 303-395), 
который предположительно с÷итается у÷асткоì связывания с клето÷ныì 
реöептороì [14]. Валин (V) в позиöии 306 обнаружен также у штаììов 
Pan (AF091015.1) и ZZ9 (изолирован из клещей i. ricinus в Àвстрии в 
1985 г., AF091020.1)  европейского генотипа [10], штаììов Oshima 5-10 
(изолирован от ÷еловека в Японии в 1993 г., AB001026.1 [15]) и 178-79 
(изолирован из клещей i. persulcatus в Ðоссии в 1979 г., EF469661.1 [12]) 
дальневосто÷ного генотипа и штаììов сибирского генотипа. Ó остальных 
анализируеìых штаììов в позиöии 306 находился ìетионин (Ì).

В трансìеìбранноì сегìенте за пределаìи эктодоìена (аìинокислотные 
остатки 1-395) у штаììов 120, 150, 70, 80, 85, 290 и Ñаврань 160 обнару-
жено аìинокислотное заìещение 407(R), характерное для штаììов сибир-
ского и дальневосто÷ного (в т.÷. штаìì Crimea) генотипов и выявленное 
только у 2-х штаììов европейского генотипа – Pan (AF091015.1) и Stara 
Ves (изолирован в Хорватии, AF091018.1) [10].

Биологи÷еская роль аìинокислотных заìещений до настоящего вре-
ìени не ясна, но тот факт, ÷то три из ÷етырех ìаркерных аìинокислот 
находятся на вирусной поверхности (67(N) и 266(R) – в доìене II, 306(V) 
– в доìене III эктодоìена), ìожет служить косвенныì доказательствоì 
вовле÷ения этих ìаркерных аìинокислот в проöессы функöионирования 
вируса.

Òакиì образоì, проведенные исследования подтвердили öиркуляöию 
в ÑЗп европейского генотипа ВÊЭ. Ñравнительный филогенети÷еский 
анализ гена белка оболо÷ки Å штаììов ВÊЭ, изолированных в ÑЗп, 
показал гоìогенность популяöии европейского генотипа вируса на изу-
÷аеìой территории. Óстановлено, ÷то штаììы 120, 150, 70, 80, 85, 290 
и Ñаврань 160 наиболее родственны штаììу Pan и форìируют с ниì 
отдельный филогенети÷еский кластер внутри европейского генотипа ви-
руса. Вìесте с теì, выявленная в ÑЗп öиркуляöия двух генотипов вируса 
– европейского и дальневосто÷ного, свидетельствует о гетерогенности 
популяöии ВÊЭ в регионе. 
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ÌÎËÅÊуËßÐÍÎ-ÃÅÍÅÒèчÍà ÕàÐàÊÒÅÐèсÒèÊà âiÐусу 
ÊËiЩÎâÎÃÎ ÅÍÖÅФàËiÒу, ßÊèé ÖèÐÊуËЮЄ  

â пiâÍiчÍÎ-ЗàÕiäÍÎÌу пÐèчÎÐÍÎÌÎÐ’Ї

Ðеферат

Вив÷ення ìолекулярної структури гену білка оболонки Å шта-
ìів вірусу кліщового енöефаліту, ізольованих в півні÷но-Західноìу 
при÷орноìор’ї  – ìета дослідження.

Ñеквенування нуклеотидних послідовностей гену білка оболонки 
Å  штаìів вірусу кліщового енöефаліту 150, 70, 120 і Ñаврань 160, 
ізольованих із іксодових кліщів в Одеській і Херсонській областях в 
1988-1990 роках, проводили ìетодоì «терìінаторів» (за Ñенгєроì). 
Філогенети÷ний аналіз отриìаних послідовностей здійснювали ìетодоì 
приєднання сусідів. Генотип штаìів визна÷али на основі даних філогене-
ти÷ного аналізу і за наявністю сигнатурних аìінокислот.
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Ñеквеновано нуклеотидні послідовності гену білка оболонки Å шта-
ìів вірусу кліщового енöефаліту 150, 70, 120 і Ñаврань 160. На основі 
філогенети÷ного аналізу підтверджено öиркуляöію в півні÷но-Західноìу 
при÷орноìор’ї європейського (західного) генотипу вірусу. показана 
іденти÷ність гену білка оболонки Å у ізольованих в регіоні штаìів євро-
пейського генотипу вірусу кліщового енöефаліту. Встановлена найбільша 
спорідненість штаìів, що вив÷али, зі штаìоì Pan, з якиì вони складають 
окреìу від решти штаìів європейського генотипу вірусу філогенети÷ну 
групу. проведений аналіз аìінокислотних послідовностей виявив у шта-
ìів вірусу кліщового енöефаліту 150, 70, 120 і Ñаврань 160 наявність 
÷отирьох ìаркерних аìінокислотних заìіщень – 67(N), 266(R), 306(V) і 
407(R), в доìенах II і III ектодоìену і трансìеìбранноìу сегìенті. 

Визна÷ена ìолекулярна структура гену білка оболонки Å штаìів вірусу 
кліщового енöефаліта, ізольованих в півні÷но-Західноìу при÷орноìор’ї. 
поряд з далекосхідниì, встановлена öиркуляöія в регіоні європейського 
(західного) генотипу вірусу кліщового енöефаліту. 

Êлю÷ов і  слова :  вірус кліщового енöефаліту, ген білка оболонки 
Å, секвенування.
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Molecular genetic characteristics  
of ticK-borne encePhalitis virus circulating in 

the northwest blacK sea coast 

summary

Aim. To study the molecular structure of the envelope (E) protein gene 
of the tick-borne encephalitis virus strains isolated in the Northwest Black 
Sea Coast.

Materials and methods. Nucleotide sequencing of the envelope (E) 
protein gene of the tick-borne encephalitis virus strains 150, 70, 120 and 
160 Savran, isolated from ticks in Odessa and Kherson regions in 1988-1990, 
was carried out by chain-termination method (by F. Sanger). Phylogenetic 
analysis of these sequences was performed by neighbor-joining method. 
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Strains genotype was determined on the basis of phylogenetic analysis and 
presence of the signature amino acids.

Results. Nucleotide sequencing of the envelope (E) protein gene of 
the tick-borne encephalitis virus strains 150, 70, 120 and 160 Savran was 
carried out. Based on phylogenetic analysis the circulation of the European 
(Western) genotype of tick-borne encephalitis virus in the Northwest Black 
Sea Coast was confirmed. The identity of the envelope (E) protein gene in 
the tick-borne encephalitis virus strains of the European genotype isolated 
in the region was shown. The tick-borne encephalitis virus strains studied 
were the most related to Pan strain and formed with it the phylogenetic 
group separated from the other tick-borne encephalitis virus strains of the 
European genotype. The analysis of amino acid sequences of the tick-borne 
encephalitis virus strains 150, 70, 120 and Savran 160 revealed presence 
of four marker amino acid replacements – 67 (N), 266 (R), 306 (V) and 
407 (R), in domains II and III of the ectodomain and in the transmembrane 
segment.

Conclusions. The molecular structure of the envelope (E) protein gene 
of the tick-borne encephalitis virus strains isolated in the Northwest Black 
Sea Coast was determined. Along with the Far Eastern, the circulation of 
the European (Western) genotype of tick-borne encephalitis virus in the 
region was revealed.

Key  words : tick-borne encephalitis virus, envelope (E) protein gene, 
sequencing.
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сèÍÒÅЗ п²ÎÖ²àÍ²Íу Pseudomonas 
aeruginosa Зà âпËèâу â²сÌуÒÎâèÕ 
ÌÅÒàËÎÊÎÌпËÅÊс²â пÎÐФ²ÐèÍ²â Òà 

àуÒÎ²ÍäуÊÒÎÐ²â сèсÒÅÌè quorum sensing

Показано, що самі по собі вісмутові компëекси порфіринів знижу-
ють синтез піоціаніну P. aeruginosa пропорційно до їõ концентрації 
у середовищі. Найбіëьшу інãібуючу активність виявëяє Ві(iii)-ТПП, 
найменшу – Ві(iii)-ПП iХ. За присутності 0,4 мкÌ Ві(iii)-ТПП 
кіëькість піоціаніну у добовій куëьтурі зменшується у 1,8 разу від 
контроëю. При 40 мкÌ Bi(iii)-ТПП кіëькість піãменту буëа нижчою 
у 2,3 разу, а при 80 мкÌ – у 3,1 разу. 3-оксо-С12-АГЛ удвічі знижує 
вміст піоціаніну у куëьтурі без порфіринів і потенціює інãібуваëьний 
впëив вісмутовиõ компëексів на синтез піãменту. У присутності 
С4-АГЛ спостеріãається помірне (на 10–20%) збіëьшення вмісту 
піоціаніну у контроëьній куëьтурі і за сумісноãо впëиву з порфіринами. 
Pqs повністю відновëює до контроëьноãо рівня синтез піãменту за 
присутності Ві(iii)-ТХП та Ві(iii)-ПП iХ і підвищує йоãо у 1,3–3,0 
рази за дії Ві(iii)-ТПП. В куëьтурі без порфіринів вміст піоціаніну за 
впëиву цьоãо аутоіндуктора збіëьшувався на 20%.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : піоціанін, вісмутові компëекси порфіринів, 
аутоіндуктори системи quorum sensing Pseudomonas aeruginosa.

quorum sensing (QS) є глобальною систеìою регуляöії у бактерій, 
яка забезпе÷ує експресію ÷исленних ознак і внутрішньо- та ìіжвидову 
коìунікаöію [4, 5]. під контролеì öієї систеìи знаходяться гени, що 
відповідають за синтез факторів патогенності та деяких вторинних ìе-
таболітів бактерій [7]. Àктиваöія систеìи quorum sensing відбувається 
після досягнення бактеріальною культурою певної щільності та по÷атку 
синтезу сигнальних ìолекул або аутоіндукторів. Êожна з трьох ланок 
QS Pseudomonas aeruginosa, які ієрархі÷но зв’язані ìіж собою, вико-
ристовує спеöифі÷ний аутоіндуктор: N-(3-оксодеканоїл)-гоìосерин лактон 
(las-систеìа), N-бутирил-гоìосерин лактон (rhl-систеìа) та 2-гептил-
3-гідрокси-4-хінолон (pqs-систеìа) [12]. Àутоіндуктори зв’язуються в 
клітинах зі спеöифі÷ниìи білкаìи, які завдяки öьоìу набувають тран-
скрипöійної активності та зуìовлюють експресію генів-ìішеней [11].

© Ì.Б. Галкін, В.О. Iваниöя, 2013
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Ðаніше наìи було встановлено, що вісìутові коìплекси порфіринів є 
ефективниìи інгібітораìи синтезу аутоіндукторів і QS-залежних вторин-
них ìетаболітів, зокреìа, піоöіаніну у P. aeruginosa [3,9,10]. Iнгібувальний 
вплив порфіринів ìоже бути зуìовлений їх здатністю до інтеркаляöії у 
дНÊ і блокуванняì деяких генів систеìи ìіжклітинної коìунікаöії, що 
кодують синтез сигнальних ìолекул та/або їх реöепторів.

Ìетою даної роботи було дослідження синтезу піоöіаніну за су-
ìісного впливу вісìутових коìплексів і екзогенних аутоіндукторів QS 
P. aeruginosa. 

  
Ìатеріали і методи
Ó роботі як тест-ìікроорганізì використовували колекöійний штаì 

Pseudomonas aeruginosa ÐÀ01 (ONU 300). досліджені порфірини і 
2-гептил-3-гідрокси-4-хінолон (PQS) були синтезовані у пНдл-5 ОНÓ 
іìені I.I. Ìе÷никова [1]. Ó роботі використано коìерöійні препарати 
N-(3-оксо-додеканоїл)- гоìосерин лактону, N-бутирил-гоìосерин лактону 
виробниöтва Sigma Aldrich.

Êультивування здійснювали у 48-лункових планшетах «Nuclon». Ó 
кожну лунку поìіщали 1 ìл середовища Гіса з глюкозою без індикатора 
Àндреде і вносили добову культуру P. aeruginosa до кінöевої конöентраöії 
103 клітин в 1 ìл. Вісìутові коìплекси порфіринів додавали до кінöевих 
конöентраöій 0,4; 40 та 80 ìкÌ.

при визна÷енні впливу аутоіндукторів систеìи quorum sensing у до-
слідні проби додавали, кріì вісìутових коìплексів, N-(3-оксо-додеканоїл)-
гоìосерин лактон, N-бутирил-гоìосерин лактон або 2-гептил-3-гідрокси-
4-хінолон. Êінöеві конöентраöії гоìосеринлактонів становили 10 ìкÌ, а 
PQS – 50 ìкÌ.

планшети інкубували в терìостаті за теìператури 37 °Ñ впродовж 
24 годин. для визна÷ення вìісту піоöіаніну рідку культуру з лунок пере-
носили у пробірки і осаджували клітини öентрифугуванняì при 1200  g 
впродовж 15 хв. піоöіанін екстрагували з надосадової рідини (5 ìл) 
хлорофорìоì (3 ìл). Хлорофорìну фазу реекстрагували 1 ìл 0,2 Ì HCl 
до виникнення ÷ервоного забарвлення [8]. Опти÷ну густину роз÷ину 
піоöіаніну виìірювали на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) при 
довжині хвилі 510 нì.

Всі експериìенти проводили три÷і з 5 повтораìи в кожноìу. 
Ñтатисти÷не опраöювання результатів досліджень провадили з 

використанняì загальноприйнятих ìетодів варіаöійного аналізу. Ðоз-
раховували середні зна÷ення показників (Х–) та їх стандартну похибку 
(SХ–). достовірність відìінностей ìіж середніìи визна÷али за критерієì 
Ñтьюдента на рівні зна÷иìості не ìенше 95% (р≤0,05). Ìатеìати÷ні роз-
рахунки здійснювали за допоìогою коìп’ютерної програìи Excel [2].
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Ðезультати та їх обговорення 
дослідження суìісного впливу 3-оксо-Ñ12-ÀГл та вісìутових коìп-

лексів порфіринів на синтез піоöіаніну виявило не зовсіì передба÷увані 
результати (рис. 1). 

Ðис. 1. âплив вісмутових комплексів порфіринів на синтез піоціаніну P. аeruginosa 
Ðà01 без та з додаванням n-(3-оксододеканоїл)-гомосерин лактону

*  – різниöя достовірна порівняно з контролеì

fіg. 1. Porphyrіns bіsmuth complexes actіon on pyocyanіn bіosynthesіs  
wіth or wіthout n-(3-oxo-dodecanoіl)-homoserіn lacton addіng

до таких даних, перш за все, слід віднести дворазове зниження 
синтезу досліджуваного пігìенту в культурі без порфіринів. Щодо су-
ìісного впливу даного аутоіндуктора і вісìутових коìплексів порфіринів 
виявилося, що 3-оксо-Ñ12-ÀГл потенöіює інгібувальну дію öих сполук 
на синтез піоöіаніну. при÷оìу, незалежно від конöентраöії порфіринів 
вìіст пігìенту був ниж÷иì на 5–10% відносно рівня, що досягався при 
застосуванні тільки вісìутового коìплексу. Òоìу виявилося, що ефект 
аутоіндуктора на тлі ìеншої з використаних конöентраöій порфіринів 
був ниж÷иì у разі Ві(III)-ÒХп та Ві(III)-пп IХ і практи÷но однаковиì у 
разі Ві(III)-Òпп, ніж за його окреìого застосування.

дослідження суìісного впливу Ñ
4-ÀГл та вісìутових коìплексів по-

рфіринів на інтенсивність синтезу піоöіаніну показало, що аутоіндуктор 
rhl-ланки QS поìірно (на 10–20%) збільшує синтез пігìенту (рис. 2).

продукöія піоöіаніну за присутності тільки Ñ4-ÀГл була вищою за 
контроль на 15,5%.

 



32 issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

Ì.Á. Ãалкін, â.Î. iваниця

Ðис. 2. âплив вісмутових комплексів порфіринів на синтез піоціаніну P. аeruginosa 
Ðà01 без та з додаванням n-бутирил-гомосерин лактону

* – різниöя достовірна порівняно з контролеì

fіg. 2. Porphyrіns bіsmuth complexes actіon on pyocyanіn bіosynthesіs wіth or 
wіthout n-butіryl-homoserіn lacton addіng

 На відìіну від аöильованих гоìосерин лактонів, сигнальний хінолон 
суттєво відновлює синтез піоöіаніну (рис. 3). 

Ðис. 3. âплив вісмутових комплексів порфіринів на синтез піоцианіну P. аeruginosa 
Ðà01 без та з додаванням 2-гептил-3-гідрокси-4-хінолону (PQs)

• – різниöя достовірна порівнянно з контролеì
* –  різниöя достовірна порівняно з дією тільки порфірину

fіg. 3. Porphyrіns bіsmuth complexes actіon on pyocyanіn bіosynthesіs wіth or 
wіthout 2-heptyl-3-hydroxy-4-quіnolon (PQs) addіng

 

 

•

•

•

•
• • •
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За відсутності порфіринів у середовищі PQS підвищує вìіст пігìенту 
в 1,2 рази. На тлі інгібувальної дії вісìутових коìплексів його вплив на 
синтез піоöіаніну є більш зна÷ниì: рівень пігìенту збільшується у 1,5–3 
рази. при÷оìу найбільше зростання вìісту піоöіаніну спостерігається у 
разі використання порфіринів в конöентраöії 80 ìкÌ. 

Àналіз отриìаних результатів свід÷ить, що інгібувальний вплив вісìу-
тових коìплексів порфіринів на систеìу quorum sensing обуìовлюється 
не тільки блокуванняì синтезу сигнальних ìолекул. Ìожна припустити, 
що вісìутові коìплекси пригні÷ують також синтез відповідних реöепто-
рів досліджуваних аутоіндукторів, зокреìа, 3-оксо-Ñ12-ÀГл та Ñ4-ÀГл. 
Зìеншення вìісту піоöіаніну за присутності екзогенного 3-оксо-Ñ12-ÀГл 
пов’язано, скоріше за все, зі здатністю даного гоìосерин лактону нега-
тивно впливати на rhl-ланку QS, яка відповідає за синтез пігìенту [13]. 
Відоìо, що екзогенний PQS активує експресію rhl-систеìи [6], що при-
зводить до зростання синтезу ÷исленних вторинних ìетаболітів, зокреìа, 
піоöіаніну. Однак за уìов дефіöиту аутоіндуктора öієї ланки QS (Ñ4-ÀГл), 
викликаного вісìутовиìи коìплексаìи порфіринів, іìовірнішиì є ìеханізì 
пряìого впливу сигнального хінолону на синтез піоöіаніну [8].
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сèÍÒÅЗ пèÎÖèàÍèÍà Pseudomonas aeruginosa 
пÐè âËèßÍèè âèсÌуÒÎâЫÕ ÌÅÒàËËÎÊÎÌпËÅÊсÎâ 

пÎÐФèÐèÍÎâ è àуÒÎèÍäуÊÒÎÐÎâ сèсÒÅÌЫ  
quorum sensing

Öель работы – исследование синтеза пиоöианина при совìестноì 
влиянии висìутовых коìплексов порфиринов и экзогенных аутоиндук-
торов систеìы quorum sensing Pseudomonas aeruginosa.

Êлетки Pseudomonas aeruginosa ÐÀ01 (ONU 300) инкубировали 
24  ÷аса в 48-луно÷ных планшетах «Nuclon» в присутствии висìутовых 
коìплексов мезо-тетра(4-N-ìетил-пиридил)порфирина, мезо-тетра(6-N-
ìетил-хинолинил) порфирина и протопорфирина IX (Вi (III)-Òпп, Вi (III)-
ÒХп и Вi (III)-пп IX). Êоне÷ные конöентраöии соединений составили 0,4, 
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40 или 80 ìкÌ. Àутоиндукторы использовали в конöентраöиях: 3-оксо-
Ñ12-ÀГл и Ñ4-ÀГл – 10 ìкÌ, PQS – 50 ìкÌ. Ñодержание пиоöианина 
определяли по ìетоду Essar et al.

показано, ÷то саìи по себе висìутовые коìплексы порфиринов сни-
жают синтез пиоöианина P. aeruginosa пропорöионально их конöентраöии 
в среде. Наибольшую ингибирующую активность проявил Ві(III)-Òпп, 
наиìеньшую – Ві(III)-пп IX. В присутствии 0,4 ìкÌ Ві(III) Òпп коли÷е-
ство пиоöианина в суто÷ной культуре уìеньшается в 1,8 раза от контроля. 
при 40 ìкÌ Bi (III)-Òпп коли÷ество пигìента было ниже в 2,3 раза, а 
при 80 ìкÌ – в 3,1 раз. 3-оксо-Ñ12-ÀГл вдвое снижает содержание пио-
öианина в культуре без порфиринов и потенöирует ингибирующее влияние 
висìутовых коìплексов на синтез пигìента. В присутствии Ñ4-ÀГл на-
блюдается уìеренное (на 10–20%) увели÷ение содержания пиоöианина 
в контрольной культуре и при совìестноì влиянии с порфиринаìи. PQS 
полностью восстанавливает до контрольного уровня синтез пигìента в 
присутствии Ві (III)-ÒХп и Ві (III)-пп IX и повышает его в 1,3–3 раза 
при действии Ві (III)-Òпп. В культуре без порфиринов содержание пио-
öианина при влиянии этого аутоиндуктора увели÷ивалося на 20%.

Экзогенный сигнальный хинолон (PQS) восстанавливает синтез пио-
öианина P. aeruginosa, который существенно подавлен в присутствии 
висìутовых коìплексов порфиринов. Àöилированные гоìосерин лактоны 
вызывают разнонаправленные эффекты: 3-оксо-Ñ12-ÀГл потенöирует 
действие порфиринов, а Ñ4-ÀГл уìеренно увели÷ивает содержание пио-
öианина при действия этих соединений.

Êлю÷евые слова :  пиоöианин, висìутовые коìплексы порфиринов, 
аутоиндукторы систеìы quorum sensing Pseudomonas aeruginosa.
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Pseudomonas aeruginosa Pyocyanin 
biosynthesis in Presence of PorPhyrines 
bisMuth coMPlexes and QuoruM sensing 

autoinducers

Aim. Study of the pyocyanin biosynthesis in presence of the porphyrns 
bismuth complexes and Pseudomonas aeruginosa quorum sensing 
autoinducers.

Material and methods. Pseudomonas aeruginosa ÐÀ01(ONU 300) cells 
were incubated for 24 hours in 48-well plates «Nuclon» in presence of the 



36 issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

Ì.Á. Ãалкін, â.Î. iваниця

meso-tetra(4-N-methyl-piridyl)porphyrine, meso-tetra(6-N-methyl-quinolinyl)
porphyrine and protoporphyrine IX bismuth complexes (Ві(III)-ÒPP, Ві(III)-
ÒQP та Ві(III)-PP IХ). The final concentrations of the substances were 0,4; 
40 або 80 µÌ. The autoinducers were used in concentrations: 3-оxо-Ñ12-
HSL and Ñ4-HSL – 10 µÌ, PQS – 50 µÌ. Pyocyanin containment was 
measured by Essar et al. method.

Results. It was shown, that porphyrins bismuth complexes decrease 
pyocyanin biosynthesis by P. aeruginosa in proportion to their concentrations 
in culture medium. The highest activity was showed by Ві(III)-ÒPP, the lowest 
– Ві(III)-PP IХ. In presence of 0,4 µÌ Ві(III)-ÒPP pyocyanin concentration 
in the overnight culture decreases in 1,8 times compare with the control. 
In presence of 40 µÌ Bi(III)-ÒPP pigment concentration was lower in 2,3 
times, and in presence of 80 µÌ – in 3,1 times. 3-оxо-Ñ12-HSL in two times 
decreases pyocyanin concentration in culture without porphyrines and 
enhance inhibitory action of bismuth complexes onto pigment biosynthesis. 
In presence of Ñ4-HSL there were detected the moderate (in 10–20%) 
increase of pyocyanin content in control, and in mixture with porphyrines. 
PQS completely restores pyocyanine biosynthesis to the control value in 
presence of Ві(III)-ÒQP and Ві(III)-PP IХ and increases their biosynthesis 
in 1,3-3 times, in presence Ві(III)-ÒPP. In culture without porphyrines 
pyocyanin content in presence of this autoinducer increase by 20%.

Conclusions. Exogenic signal quinolon (PQS) restores pyocyanin 
biosynthesis by P. aeruginosa, which is greatly inhibited in presence of 
the porphyrines bismuth complexes. Acelated homoserin lactones cause 
multidirectional effects: 3-оxо-Ñ12-HSL enhance porphyrines action, and 
Ñ4-HSL moderately increases pyocyanin content in presence of these 
compounds.

Key words :  pyocyanin, porphyrines bismuth complexes, quorum 
sensing system autoinducers, Pseudomonas aeruginosa.
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ФIЛОГЕНЕТИЧНИЙ АНАЛIЗ ВIРУСIВ ГРИПУ ЛЮДЕЙ 
А(H3N2), ВИДIЛЕНИХ В УКРАЇНI В ЕПIДЕМIЧНОМУ 

СЕЗОНI 2011–2012 РОКIВ

Ìåòîю ðîáîòи áуëî пðîвåсòи ãåíåòичíий аíаë³з сåãмåíò³в, щî êîду-
юòь ãåмаãëюòиí³í (НА) òа íåйðам³í³дазу (NА) в³ðус³в ãðипу òипу 
А(H3N2), вид³ëåíиõ в Уêðаїí³ в åп³дåм³чíîму сåзîí³ 2011–2012 ðîê³в. У 
даíîму дîсë³джåíí³ áуëи виêîðисòаí³ мåòîди: real-time RT-PCR, ðîáîòа 
з êуëьòуðîю êë³òиí MDCK-siat, сåêвåíуваííÿ ³ ф³ëîãåíåòичíий аíаë³з. 
Пðîаíаë³зîваí³ ãåíåòичí³ сåãмåíòи НА ³ NА уêðаїíсьêиõ в³ðус³в ãðипу 
А(H3N2), вид³ëåíиõ у åп³дсåзîí³ 2011–2012 ðð. òа пîáудîваí³ в³дпîв³дí³ 
ф³ëîãåíåòичí³ дåðåва мåòîдîм îá’єдíаííÿ íайáëижчиõ сус³д³в (Neighbor-
Joining) з виêîðисòаííÿм мîдåë³ Kimura 2-parameter. Сòаòисòичíа îц³íêа 
ф³ëîãåíåòичíîãî аíаë³зу пðîвåдåíа ³з засòîсуваííÿм мåòîду áуòсòðåп-
аíаë³зу (Bootstrap). Пðîаíаë³зîваíа ãåíåòичíа пîд³áí³сòь дîсë³джуваíиõ 
³зîëÿò³в дî ваêциííîãî шòаму òа  в³ðус³в вид³ëåíиõ у св³ò³. Дåòаëьíî 
пðîаíаë³зîваí³ вс³ ãåíåòичí³ ãðупи êëасòåðу Victoria/208, êуди ув³йшëи 
вид³ëåí³ íами ³зîëÿòи. Описаí³ êëючîв³ муòац³ї в ам³íîêисëîòíиõ 
пîсë³дîвíîсòÿõ НА ³ NА. В ðîáîò³ áуëи виÿвëåí³ мíîжиíí³ шëÿõи 
заíîсу åп³дåм³чíиõ в³ðус³в ãðипу А(H3N2) в сåзîí³ 2011–2012 ðð. в 
Уêðаїíу. Ìуòац³ї в ãåмаãëюòиí³í³ уêðаїíсьêиõ ³зîëÿò³в зíаõîдиëись у 
висîêîваð³аáåëьíиõ д³ëÿíêаõ ³ íå áуëи пîв’ÿзаí³ з³ зм³íîю вëасòивîсòåй 
в³ðус³в. Аíаë³з ам³íîêисëîòíиõ пîсë³дîвíîсòåй NА пîêазав в³дсуòí³сòь 
муòац³й E119V, E119V+I222V, R292K ³ N294S, з ÿêими асîц³ююòь пîÿву 
ðåзисòåíòíîсò³ дî îзåëьòам³в³ðу òа заíам³в³ðу. 

К ëюч î в ³  с ë î в а :  в³ðуси ãðипу A(H3N2), íуêëåîòидí³ пîсë³дîвíîсò³, 
ф³ëîãåíåòичíий аíаë³з.

Два підтипи вірусу грипу А – H1N1 і H3N2, ко-циркулюють в люд-
ській популяції протягом останніх трьох десятиліть [22]. Від часу, коли 
у 1968 році стався  спалах “Гонконгського” грипу [21], віруси A(H3N2) 
залишаються найбільш частою причиною захворювань на грип. 

Iнформативним методом спостереження за динамікою еволюційного 
процесу у вірусів грипу є філогенетичний аналіз, що базується на вста-
новленні еволюційних зв’язків між досліджуваними вірусами на основі 

© Л.В. Лейбенко, В.П. Поліщук, Л.В. Радченко, А.П. Міроненко, 2013
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порівняння їх геноìів [2]. Вибір оптиìального набору програì для фі-
логенети÷ного порівняння забезпе÷ує високу то÷ність та адекватність 
аналізу [4]. Генети÷ний аналіз вірусів грипу проводять за сегìентаìи, 
що кодують поверхневі антигени вірусу грипу: геìаглютинін (HA) та 
нейраìінідазy (NA) [5–7, 13, 17].

Ген геìаглютиніну кодує однойìенний білок, який забезпе÷ує про-
никнення вірусу до ÷утливої клітини. Òакож HA є основною ìішенню 
для вірус-нейтралізую÷их антитіл [16]. Зважаю÷и на високий рівень 
ìутаöій геìаглютиніну, він є öільовиì геноì ìолекулярного аналізу ві-
русів грипу. 

Основною функöією нейраìінідази є руйнування сіалової кислоти на 
поверхні клітин, і вихід вірусу у ìіжклітинний простір. Àнтитіла проти 
NA ìожуть зìеншувати тяжкість захворювання на грип, відіграю÷и такиì 
÷иноì додаткову роль у боротьбі з вірусоì [10]. Нейраìінідаза постійно 
зìінює аìінокислотну послідовність для уникання від іìунного нагляду 
хазяїна. Зìінаì в ÀÊ складі NA передують ìутаöії в нуклеотидній по-
слідовності кодую÷ого гену. деякі то÷кові ìутаöії в нейраìінідазі здатні 
призводити до резистентності вірусу до основних етіотропних хіìіопре-
паратів озелтаìівіру та занаìівіру. На сьогодні, відоìі «гаря÷і позиöії» в 
білку нейраìінідази, заìіщення в яких призводить до появи резистентних 
штаìів [11, 14]. Виявлення ìутаöій резистентності є важливиì етапоì 
при дослідженні ÷утливості вірусів грипу до хіìіопрепаратів.

Ìетою роботи було провести генети÷ний аналіз сегìентів, які кодують 
геìаглютинін та нейраìінідазу вірусів грипу типу À(H3N2), виділених в 
Óкраїні в епідеìі÷ноìу сезоні 2011–2012 років.

Ìатеріали і методи 
В роботі були використані носогорлянкові зìиви від хворих, отриìані 

з різних областей Óкраїни під ÷ас епідеìії. дослідження кліні÷них зразків, 
типування та субтипуваня проводили ìетодоì real-time RT-PCR. Виділен-
ня та накопи÷ення вірусів проводили на культурі клітин MDCK-siat [15]. 
Ñеквенування виділених наìи вірусів грипу проводилось у двох світових 
öентрах грипу — в лондоні (Великобританія) та Àтланті (ÑШÀ). для 
генети÷ного аналізу були взяті послідовності генів геìаглютиніну (НÀ) 
та нейраìінідази (NÀ) виділених в Óкраїні вірусів грипу типу À(H3N2). 
пошук подібних генети÷них сегìентів вірусів грипу здійснювали з вико-
ристанняì веб-ресурсу GISAID (http://platform.gisaid.org/). Iдентифікаöію 
та порівняння послідовностей проводили за допоìогою BLAST аналізу 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Вирівнювання послідовностей 
проводили із застосуванняì алгоритìу ClustalW. Філогенети÷ні дерева 
будували у програìі MEGA5 [20], ìетодоì Neighbor-Joining (об’єднування 
найближ÷их сусідів) [19], із застосуванняì ìоделі Êіìури (Kimura 
2-parameter) [12]. Ìетод бутстреп-аналізу (Bootstrap) з ÷ислоì реплікаöій 
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1000 використовували для статисти÷ної оöінки зна÷ущості отриìаних ре-
зультатів [9]. переведення нуклеотидних послідовностей в аìінокислотні 
для пошуку заìіщень проводили з використанняì веб-ресурсу EMBOSS 
Transeq translates (http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/).

Ðезультати та їх обговорення
За результатаìи real-time RT-PCR аналізу, де було протестовано 401 

кліні÷ний зразок, відібраний  в ÷отирьох дозорних öентрах [1] Óкраїни, 
віруси грипу À(H3N2) склали переважну більшість (207 із 209 позитив-
них  зразків). два зразки дали позитивний результат на грип В. Ñхожа 
картина спостерігалась по всьоìу європейськоìу регіоні. За даниìи 
Європейського öентру по контролю за інфекöіяìи, в період з 1 верес-
ня 2011 по 1 березня 2012 років більшість досліджених зразків (86%) 
були вірусаìи грипу À(H3N2), 6% – віруси грипу В лінії В/Yamagata, 
4% – віруси грипу À(H1N1)pdm, і 3% – віруси грипу В лінії В/Victoria. 
В епідеìі÷ноìу сезоні 2011–12 рр. віруси грипу À(H3N2) доìінували 
як в Óкраїні, так і по всьоìу світі – 67% (http://www.nimr.mrc.ac.uk/
documents/about/Interim_Report_September_2012_2.pdf), хо÷а в епідсезо-
ні 2010–2011 рр. наìи було виділено лише 2 ізоляти даного субтипу [3]. 
Нагадаєìо, що для сезону 2011–2012 рр. у півні÷ній півкулі прогнозували 
öиркуляöію вірусів грипу  A/Êаліфорнія/7/09 (H1N1); A/перт/16/09 
(H3N2) та B/Брізбен/60/08, які увійшли до складу актуальних сезонних 
вакöин [18]. 

Генети÷ний аналіз проводили за генаìи геìаглютиніну (НÀ) та не-
йраìінідази (NÀ) вірусів грипу À(H3N2).

Фiлогенетичне порiвняння генiв гемаглютинiну (НА). для 
генети÷ного аналізу було відібрано 15 послідовностей генів геìаглю-
тиніну у вірусів, виділених наìи у 2012 роöі з ÷отирьох дозорних öен-
трів [11], а саìе A/Ukraine/38/12, A/Ukraine/78/12, A/Ukraine/96/12, 
A/Ukraine/114/12, A/Ukraine/131/12,  A/Ukraine/155/12, A/
Ukraine/209/12, A/Ukraine/248/12, A/Ukraine/250/12, A/Dnipro/183/12, 
A/Dnipro/194/12 A/Odessa/288/12, A/Odessa/300/12, A/Odessa/312/12 
та A/Khmelnytsky/484/12. Òакож були взяті два ізоляти з рутинного на-
гляду – A/Ukraine/5381/12, A/Ukraine/5339/12.

З веб-ресурсу GISAID за допоìогою BLAST аналізу, були відібрані 
найбільш подібні ізоляти сезону 2011–2012 рр. та віруси, що відрізня-
лись зна÷но. Відìінні послідовності взяті для аналізу картини ìутаöій-
ної ìінливості грипу у світі. для відтворення еволюöійних зв’язків з 
вірусаìи ìинулих епідеìі÷них сезонів, взяті ізоляти A/Iowa/19/10, A/
Alabama/5/10, A/Victoria/208/09, A/Victoria/210/09, A/Brisbane/10/07 
та вакöинні штаìи A/Perth/16/09 (дію÷ий) і A/Victoria/361/11 (новий, 
актуальний для сезону 2012–2013).

На етапі BLAST аналізу було поìі÷ено, що всі ізоляти сезону 
2011–2012 рр. були подібниìи за генаìи НÀ на рівні 95% і більше. про-
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вівши генети÷не порівняння 39 послідовностей генів НÀ, ìи отриìали 
філогенети÷не дерево, показане на рисунку 1. Всі виділені віруси грипу 
були більш подібниìи до референс вірусу A/Victoria/208/09, а ніж до 
вакöинного штаìу A/Perth/16/09 (рис. 1). Öе дозволило віднести їх до 
Victoria/208 кластеру. 

Ðис. 1. Філогенетичний аналіз генів Íà вірусів грипу à(h3n2) сезону 2011–
2012 рр., проведений в програмі Mega5. Åволюційна історія була відтворена 

методом nJ з 1000 бутстреп реплікацій. Åволюційні відстані були розраховані з 
використанням методу Kіmura 2-parameter.

fіg. 1. Phylogenetіc analysіs of ha genes іnfluenza a(h3n2) vіruses, іsolated іn 
2011–2012 season, conducted іn Mega5. evolutіonary hіstory was reconstructed 

by nJ wіth 1000 bootstraP replіcatіons. evolutіonary dіstances were calculated 
usіng the Kіmura 2-parameter.

Віруси даного кластеру набули нового заìіщення T212A в ÀÊ по-
слідовності геìаглютиніну, і ревертували до A/Brisbane/10/07, за за-
ìіщенняìи K62E, K144N (набуття сайту глікозилювання [8]), порівняно 
з Perth/16-подібниìи вірусаìи. Частина ізолятів сезону 2010–2011 рр. 
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також належала до кластеру Victoria/208. Òака спряìованість ìутаöій-
ного добору показала необхідність вибору нового кандидата у вакöинні 
штаìи. для сезону  2012–2013 такиì став ізолят A/Victoria/361/11. 

В ìежах кластеру Victoria/208 ізоляти розділились на 5 груп: 1, 2, 
3À, 3В і 3Ñ, детальний аналіз антигенних зìін в геìаглютиніні яких по-
дано далі (рис. 1):

1 група — віруси з заìіщенняìи D53N, Y94H, I230V та E280A. до 
даної групи увійшли наші ізоляти A/Ukraine/250/12, A/Ukraine/131/12 та 
A/Dnipro/194/12, а також референс-штаì 2010 року – A/Alabama/5/10. 
Óкраїнські ізоляти A/Ukraine/250/12 і  A/Dnipro/194/12 додатково на-
були заìіщення R201Ê. À вірус A/Ukraine/250/12 також набув заìіщення 
E344D. 

2 група виявилась най÷исленнішою, в ìежах якої розташувалась 
більшість українських вірусів грипу, виділених з усіх ÷отирьох дозо-
рних öентрів. Iзоляти групи характеризувались як заìіщенняìи D53N, 
Y94H, I230V, E280A, спільниìи з групою 1, так і додатковою ìутаöією  
S199A. Найближ÷е до українських ізолятів на філогенети÷ноìу дереві 
розташувався вірус, виділений в лісабоні, порівняно з якиì наші 9 ізо-
лятів набули одне заìіщення – A212S. Öе дає підстави говорити про 
одноразове занесення даної групи вірусів на територію країни. Iзолят A/
Dnipro/183/12 набув ÀÊ заìіщення P103L, а A/Ukraine/248/12 – I522K. 
Ðеференс-штаìоì для даної групи був ізолят A/Iowa/19/10.

Всі віруси груп 3À, 3В та 3Ñ показали заìіщення V223I. Òакож ізо-
ляти груп 3À і 3В набули заìіщення N145S та D487N, а груп 3В і 3Ñ 
– A198S і N312S.

3à група – віруси із заìіщенняì N144D (призводить до втрати сайту 
глікозилювання) [13]. В ìежах даної групи розташувався досліджуваний 
ізолят A/Ukraine/38/2012. Ðеференс-штаìоì для даної групи був A/
Stockholm/18/2011. 

3â група – об’єднала віруси A/Ukraine/114/2012 та A/
Odessa/300/2012.

3с група – віруси з заìіщенняìи T48I та S45N (з’явився сайт гліко-
зилювання). до даної групи увійшли ізоляти A/Ukraine/5381/12 та A/
Ukraine/5339/12. Вірус A/Ukraine/5381/12 разоì з ізолятаìи з Новоси-
бірську, Фінляндії і Ñловенії селектували ÀÊ заìіщення  Q33R та N278K. 
Iзолят A/Ukraine/5339/12 набув ряд ÀÊ заìіщень: I58V, I223V, S262N, 
V347M та V490I. Отже, українські ізоляти з групи 3Ñ A/Ukraine/5381/12 
і A/Ukraine/5339/12 були занесені до країни з різних джерел.

при аналізі НÀ генів виділених в Óкраїні вірусів грипу À(H3N2) в 
епідсезоні 2011–2012 років, в першу ÷ергу привертає увагу факт роз-
ташування їх в усіх філогенети÷них групах (рис. 1). Òакиì ÷иноì, в 
досліджуваноìу сезоні населення країни перехворіло всіìа ìожливиìи 
варіантаìи вірусів грипу À(H3N2). Що свід÷ить про високу інтенсивність 
перетину кордону інфікованиìи людьìи з ìножинниì занесенняì вірусів 
грипу на територію Óкраїни та навпаки. 
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Фiлогенетичне порiвняння генiв нейрамiнiдази (nА). порів-
нюю÷и гени нейраìінідази, ìи спостерігали за інтенсивністю їх зìін та 
кореляöією зі зìінаìи в геìаглютиніні. Однак, не у всіх вірусів, взятих 
для аналізу, були секвеновані NA сегìенти. Òоìу штаìове різноìаніття 
досліджуваних за генаìи НÀ та NA вірусів грипу дещо відрізняється. 
для генети÷ного аналізу були взяті послідовності 13 виділених наìи 
ізолятів пото÷ної епідеìії: A/Ukraine/78/12, A/Ukraine/96/12, A/
Ukraine/114/12, A/Ukraine/131/12,  A/Ukraine/155/12, A/Ukraine/209/12,  
A/Ukraine/248/12, A/Ukraine/250/12, A/Dnipro/183/12, A/Dnipro/194/12 
A/Odessa/288/12, A/Odessa/300/12, A/Khmelnytsky/484/12, ізолятів 
з рутинного нагляду — A/Ukraine/5329/12, A/Ukraine/5381/12 і A/
Ukraine/5422/12. За результатаìи бласт-аналізу були відібрані ізо-
ляти з інших країн, вклю÷аю÷и вакöинні штаìи A/Perth/16/09 і A/
Victoria/361/11. 

Як і при порівнянні генів НÀ, за генаìи NA всі виділені в епідеìі÷-
ний сезон 2011–2012 рр. віруси грипу À(H3N2) знаходились в ìежах 
вікторіанського кластеру і були подібниìи до вакöинного штаìу A/
Perth/16/2009 (рис. 2). Óкраїнські ізоляти також були в різних філоге-
нети÷них групах. Ìайже всі віруси сезону 2011–2012 рр., також були 
більш подібниìи до нового вакöинного штаìу A/Victoria/361/11, а ніж 
до дію÷ого A/Perth/16/09. Öе були віруси з груп 1, 2, 3В, 3Ñ та ізолят з 
ìинулого епідеìі÷ного сезону A/Ukraine/175/11. Òакож групи 1, 2, 3В, 
3Ñ ìали спільне заìіщення N402D (рис. 2). 

Віруси досліджуваного сезону (групи 1, 2, 3À, 3В і 3Ñ) селектували 
заìіщення S367N, K369T і I464L, порівняно зі штаìаìи A/Perth/16/09 
і A/Victoria/208/09. Групи були названі тиìи ж ноìераìи, що і при по-
рівнянні НÀ. Характеристика груп філогенети÷ного порівняння подана 
далі (рис. 2.).

1 група характеризувалась заìіщенняìи Y40C, I176M, G401S, та 
спільно зі штаìоì A/Ukraine/175/11 – R210K. В ìежах групи розташу-
вались ізоляти A/Ukraine/131/12, A/Ukraine/250/12, A/Dnipro/194/12 
та віруси, виділені в ÑШÀ і Åстонії. Штаì A/Ukraine/131/12 набув 
додатково ìутаöію K296R. Óкраїнські ізоляти показали високу однорід-
ність, тоìу найвірогідніше поширились внаслідок разового занесення на 
територію країни.

2 група най÷исельніша – в її ìежах розташувались українські ізоляти, 
виділені з усіх ÷отирьох дозорних регіонів у 2012 роöі. Більшість з них 
були іденти÷ниìи за ÀÊ послідовністю NÀ, але вірус A/Ukraine/5329/12 
набув заìіщень K415R, S416G і E435G,  які віддалили його на філоге-
нети÷ноìу дереві. Найбільш подібниì до українських ізолятів виявився 
вірус, виділений в лісабоні на по÷атку лютого. Àналогі÷на картина спо-
стерігалась при порівнянні генів НÀ. Òоìу з високою йìовірністю ìожна 
говорити, що дана популяöія вірусів грипу, що öиркулювали в Óкраїні 
була занесена з лісабону (португалія) або навпаки. 
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3à група характеризувалась тиì, що нейраìінідаза її вірусів збе-
регла подібність до «старого» вакöинного штаìу A/Perth/16/09, хо÷а 
більшість з них було виділено навесні 2012 року. Віруси групи набули 
заìіщень E221D, T238A і S416N. À ізоляти 2012 року також – S335G і 
I469V, серед них і ізолят з рутинного нагляду A/Ukraine/5422/12, який 
виявився подібниì до вірусів з Àнглії, Iрландії та Ðосії. Ðеференс-штаìоì 
для групи 3À став A/Stockholm/18/11. 

Ðис. 2. Філогенетичний аналіз генів nà вірусів грипу à(h3n2) сезону 2011–
2012 рр., проведений в програмі Mega5. Åволюційна історія була відтворена 

методом nJ з 1000 бутстреп реплікацій. Åволюційні відстані були розраховані з 
використанням методу Kіmura 2-parameter.

fіg. 2. Phylogenetіc analysіs of na genes іnfluenza a(h3n2) vіruses, іsolated іn 
2011–2012 season, conducted іn Mega5. evolutіonary hіstory was reconstructed 

by nJ wіth 1000 bootstraP replіcatіons. evolutіonary dіstances were calculated 
usіng the Kіmura 2-parameter.
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3â група об’єднала віруси, виділені в 2012 роöі, які спільно з групою 
3Ñ селектували заìіщення L81P. Ñюди ввійшли досліджувані ізоляти 
A/Ukraine/114/12 та A/Odessa/300/12. Штаì A/Ukraine/114/12 пока-
зав ìутаöії D125G і H168N. Найбільш подібниìи до Êиївського штаìу 
виявився вірус з Ìакедонії. Одеський ізолят ìенш еволюöіонував від 
батьківського штаìу. З великою вірогідністю віруси другої групи були 
занесені до Óкраїни неодноразово.  

3с група вклю÷ила новий вакöинний штаì A/Victoria/361/11, 
референс-штаì A/Finland/190/11 та ізоляти 2012 року, зокреìа вірус з 
рутинного нагляду в Óкраїні A/Ukraine/5381/12. Всі вони ìали харак-
терне заìіщення D93G.

Òаке різноìаніття за генаìи нейраìінідази вірусів грипу, виділених в 
Óкраїні, ще раз підтверджує їх ìножинне занесення на територію країни, 
з подальшиì поширенняì та набуттяì нових генети÷них зìін.

Враховую÷и важливість етіотропного лікування грипу, ìи проана-
лізували ÀÊ послідовності нейраìінідази на присутність резистентних 
ìутаöій  до оселтаìівіру ÷и занаìівіру [11, 14], і виявили, що всі дослі-
джувані віруси грипу À(H3N2), не показали жодного заìіщення (E119V, 
E119V+I222V, R292K, N294S), яке призводить до появи резистентності 
до згаданих хіìіопрепаратів.

Головниì збудникоì епідеìії грипу 2011–2012 років в Óкраїні були 
віруси грипу типу À(H3N2), які склали 99% усіх виділених вірусів гри-
пу. За генети÷ниìи характеристикаìи поверхневих антигенів – НÀ та 
NA, віруси грипу À(H3N2), виділені в Óкраїні, розташувались в ìежах 
усіх п’яти генети÷них груп кластеру Victoria/208. Всі виділені наìи ві-
руси грипу À(H3N2) не селектували ìутаöій, з якиìи асоöіюють появу 
резистентності до озельтаìівіру і занаìівіру. За результатаìи філогене-
ти÷ного аналізу, в сезоні 2011–2012 рр. були виявлені ìножинні шляхи 
заносу епідеìі÷них вірусів грипу À(H3N2) до країни – як з Європи (в 
тоìу ÷ислі – Балтії), так і з Ðосії. 
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ФèËÎÃÅÍÅÒèчÅсÊèé àÍàËèЗ âèÐусÎâ ÃÐèппà ËЮäÅé 
à(h3n2), âЫäÅËÅÍЫÕ â уÊÐàèÍÅ â ÅпèäÅÌèчÅсÊÎÌ 

сÅЗÎÍÅ 2011–2012 ÃÎäÎâ

Ðеферат

Öелью работы было провести генети÷еский анализ сегìентов, коди-
рующих геìагглютинин (НÀ) и нейраìинидазу (NÀ) вирусов гриппа типа 
À(H3N2), выделенных в Óкраине в эпидеìи÷ескоì сезоне 2011–2012 
годов. В данноì исследовании были использованы ìетоды: real-time RT-
PCR, работа с культурой клеток MDCK-siat, секвенирования и филоге-
нети÷еский анализ. проанализированы генети÷еские сегìенты НÀ и NÀ 
украинских изолятов вирусов гриппа À(H3N2) и построены соответствую-
щие филогенети÷еские деревья ìетодоì объединения ближайших соседей 
(Neighbor-Joining) с использованиеì ìодели Kimura 2-parameter. Ñтатис-
ти÷еская оöенка филогенети÷еского анализа проведена с использованиеì 
бутстреп-анализа (Bootstrap). проанализировано генети÷еское сходство 
исследуеìых изолятов к вакöинноìу штаììу и вирусаì выделенныì в 
ìире. подробно проанализированы все генети÷еские группы кластера 
Victoria/208, куда вошли выделенные наìи изоляты. Описаны клю÷евые 
ìутаöии в аìинокислотных последовательностях НÀ и NÀ. Описаны 
клю÷евые ìутаöии в аìинокислотных последовательностях НÀ и NÀ. 
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В работе были выявлены ìножественные пути заноса эпидеìи÷еских 
вирусов гриппа À(H3N2) в сезоне 2011–2012 гг. в Óкраину. Ìутаöии в 
геìагглютинине украинских изолятов находились в высоковариабельних 
у÷астках и не были связаны с изìенениеì свойств вирусов. Àнализ 
аìинокислотных последовательностей NÀ показал отсутствие ìутаöий 
E119V, E119V + I222V, R292K и N294S, с которыìи ассоöиируют по-
явление резистентности к озельтаìивиру и занаìивиру.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а :  вирусы гриппа A (H3N2), нуклеотидные по-
следовательности, филогенети÷еский анализ.
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Phylogenetic analysis of huMan influenZa 
viruses à(h3n2), isolated in uKraine during the 

2011–2012 ePideMic season

summary

Aim. To perform the phylogenetic analysis of segments, encodes 
hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) of A (H3N2) influenza viruses, 
isolated in Ukraine during the 2011–2012 epidemic season. Methods. In 
this study there were used the real-time polymerase chain reaction (real-
time RT-PCR), sequencing and phylogenetic analysis methods. Results. The 
genetic segments HA and NA of Ukrainian influenza isolates of A (H3N2) 
influenza were analyzed. Appropriate phylogenetic trees were constructed 
by Neighbor-Joining method using the Kimura 2-parameter model. The 
statistical evaluation of phylogenetic analysis has been performed by uping 
the bootstrap test (1000 replicates). The genetic similarity of ukrainian 
isolates, vaccine strain and viruses all over the world were analyzed. All 
genetic groups of Victoria/208 cluster included our isolates were described. 
The key mutations in amino acid sequences in HA and NA proteins were 
identified. Conclusions. The multiple ways of entering the epidemic strains 
of influenza A (H3N2) viruses 2011–2012 season in Ukraine were identified 
as well. The mutations in hemagglutinin of Ukrainian isolates were located 
in highly variable regions and weren’t associated with significant changes in 
viruses. No selection of resistant mutations (E119V, E119V + I222V, R292K 
and N294S) to oseltamivir and zanamivir in NA proteins was observed. 

K e y  w o r d s :  A(H3N2) influenza viruses, nucleotide sequence, 
phylogenetic analysis.
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âпËèâ ÍÎâèÕ ÁiÎпÐÅпàÐàÒiâ Íà ÎсÍÎâi 
àâÅÐÊÎÌу Íà ÐÎЗâèÒÎÊ i пÐÎäуÊÒèâÍiсÒь 

ÐÎсËèÍ Òà ÅÊспÐÅсiЮ ÃÅÍiâ сèÍÒÅЗу sі/mіÐÍÊ

Ìета роботи – підсиëити стійкість росëин оãірків і картопëі до 
нематод за допомоãою новиõ ефективниõ мікробниõ препаратів 
на основі авермектинів та визначити моëекуëярно-ãенетичні 
меõанізми їõ заõисної дії. Застосовані методи поëьовиõ і моëекуëярно-
ãенетичниõ досëіджень: видіëення si/miРНК з кëітин росëин, Дот-
бëот ãібридизація si/miРНК з попуëяціями цитопëазматичниõ мРНК, 
досëідження функціонаëьної активності si/miРНК у безкëітинній 
системі біëковоãо синтезу. В поëьовиõ та тепëичниõ досëідаõ у об-
робëениõ новими мікробними препаратами Аверком (продуцент штам 
streptomyces avermitilis УКÌ Ас-2179) та йоãо модифікаціями росëин 
оãірків і картопëі встановëені зменшення ураження нематодами 
і збіëьшення врожайності куëьтур. Ìетодом Дот-бëотинãу вста-
новëено різницю (6–23%) у ступеню ãомоëоãії si/miРНК та мРНК 
між досëідними та контроëьними росëинами. У безкëітинній системі 
біëковоãо синтезу з проростків пшениці підтверджено високий рівень 
(38–65%) антинематодної сайëенсинãової активності маëиõ реãуëя-
торниõ si/miРНК із кëітин досëідниõ росëин. Підвищення стійкості 
до паразитичниõ нематод інфікованиõ росëин оãірків і картопëі за 
обробки препаратами на основі Аверкому та встановëені різниці 
у відсотку ãомоëоãії між попуëяціями маëиõ реãуëяторниõ si/
miРНК, видіëеними з циõ росëин, свідчать, що імуномодуëюваëьна дія 
препаратів виявëяється в напрямку індукції в кëітинаõ росëин синтезу 
антинематодниõ si/miРНК, унасëідок цьоãо знижується їõ ураження 
паразитичними нематодами та підвищується урожайність.

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  авермектини, стійкість росëин до паразитичниõ 
нематод, маëі реãуëяторні si/miРНК, Дот-бëот ãібридизація.

перспективниì напряìкоì розвитку сільського господарства Óкраїни 
є підвищення врожайності рослин та посилення їх стійкості до фітопара-
зити÷них організìів з використанняì екологі÷но безпе÷них біопрепаратів 
[1]. паразити÷ні неìатоди рослин відносять до шкодо÷инних факторів, 
серед яких найбільш шкідливиìи та небезпе÷ниìи є галова неìатода 

© Г.О. Iутинська, В.À. Öиганкова, л.О. Білявська, В.Є. Êозириöька, 2013
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meloidogyne incognita, що уражує широке коло важливих для сільсько-
го господарства культур, та стеблова неìатода картоплі ditylenchus 
destructor Thorne, що пошкоджує бульби картоплі та надзеìні органи 
[2]. В останні десятиліття в практику сільського господарства впрова-
джуються антинеìатодні препарати на основі ìакролідного антибіотика 
аверìектину – продукту ìетаболізìу грунтового стрептоìіöету strepto-
myces avermitilis. до нових віт÷изняних ефективних ìікробних препаратів 
належить Àверкоì, створений співробітникаìи IÌВ НÀНÓ на основі 
високопродуктивного варіанту streptomyces avermitilis ÓÊÌ Àс-2179 
[3]. до складу препарату входять антибіотик аверìектин, фосфоліпіди, 
ненаси÷ені жирні кислоти, фітогорìони (індолілоöтова кислота, ізопенти-
ладенін, зеатин, зеатинрибозид, брассиностероїди), аìінокислоти, вітаìіни 
групи В. Завдяки коìплексу біологі÷но активних ре÷овин препарат ви-
являє високу неìатиöидну, рістстиìулювальну і фітозахисну дію [3, 4]. 

Ðаніше наìи були проведені дослідження з вив÷ення генети÷них ìе-
ханізìів посилення за допоìогою нових ìікробних субстанöій, створених 
на основі Àверкоìу, стійкості рослин пшениöі ярої сорту Грізо та огір-
ків сорту Ніжинський проти фітопатогенних грибів та галової неìатоди 
melodoidyne incognita. Було встановлено, що їх біозахисна дія зуìовлена 
стиìуляöією синтезу öиìи субстанöіяìи у клітинах інфікованих рослин 
ìалих регуляторних si/miÐНÊ, з антигрибковою та антинеìатодною спе-
öифі÷ністю, які шляхоì посттранскрипöійного сайленсингу генів інгібують 
трансляöію або власних ìÐНÊ-транскриптів генів (що відповідають за 
інфекöійне ураження рослин патогенаìи), або ìолекул-ìішеней ìÐНÊ 
патогенних і паразити÷них організ ìів [5]. 

Ìета даної роботи – перевірити антинеìатодну дію нових ìікробних 
препаратів Àверкоì та його похідних за показникаìи зниження ураження 
рослин огірків та картоплі фітонеìатодаìи і підвищення їх урожайності, 
а також за генети÷ниìи показникаìи – різниöею у ступеню гоìології ìіж 
ìÐНÊ та ìалиìи регуляторниìи si/miÐНÊ та перевіркою антинеìатодної 
сайленсингової активності si/miÐНÊ у безклітинних систеìах білкового 
синтезу з проростків пшениöі. 

 Ìатеріали і методи
досліджували ефективність біозахисної дії таких ìікробних препаратів: 

Àверкоì, отриìаний етанольною екстракöією з ìіöелію 7-добової культури 
streptomyces avermitilis ÓÊÌ Àс-2179 (вìіст аверìектинів 100  μg/ìл) та його 
ìодифікаöії: Àверкоì нова-1 (50 ìл Àверкоìу з конöентраöією антибіотика 
аверìектину 100 μg/ìл та 50 ìл супернатанту рідкої культури s. avermitilis 
ÓÊÌ Àс-2179 та 0,05 ìÌ саліöилової кислоти; загальний вìіст аверìектину 
50 μg/ìл) і Àверкоì нова-2 (50 ìл Àверкоìу з конöентраöією антибіотику 
аверìектину 100 μg/ìл та 50 ìл супернатанту рідкої культури s. avermitilis 
ÓÊÌ Àс-2179 та 0,01 ìÌ хітозану водороз÷инного фірìи «Sigma»; загальний 
вìіст аверìектину складав 50 μg/ìл). 
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Ðослини огірка сорту Гравіна вирощували в уìовах теплиöі на тлі 
шту÷ного зараження неìатодою Meloidogine incognita Chitwood, 1949 в 
кількості 700 ли÷инок і яєöь в 100 сì3 ґрунту. Через 7 діб після зараження 
у субстраті робили лунки, в які вносили по 100 ìл 2%-вих роз÷инів одного 
з біопрепаратів; ÷ерез 2 доби було висаджено розсаду, коріння якої перед 
тиì було занурено на 5 хв у роз÷ини відповідних біопрепаратів. Бали 
ураження рослин неìатодаìи визна÷али за ìетоди÷ниìи вказівкаìи [6]. 

Åкспериìенти з рослинаìи картоплі сорту Беллароза проводили за 
польових уìов лісостепу Óкраїни у дрібноділянкових дослідах на при-
родноìу та на шту÷ноìу інвазійноìу тлі, створеноìу шляхоì внесення 
в лунки перед посадкою по 50 г бульб картоплі вражених неìатодою 
dithylenchus destructor. дози препаратів: для обробки 1 т посадкового 
ìатеріалу брали по 0,4 л кожного з біопрепаратів і розводили у 20 л води. 
дію біопрепаратів порівнювали з дією хіìі÷ного препарату «Àнтихрущ», 
– контактно-систеìниì інсектоакариöидоì (іìідаклоприд + біфентрин), 
доза якого становила 3 л на 1 т посадкового ìатеріалу.

польові досліди проведені у 4 повторностях. Ñтатисти÷не опраöю-
вання даних польових досліджень проводили дисперсійниì ìетодоì, 
розраховували найìеншу істотну різниöю (НIÐ05) [7]. 

Ó ìолекулярно-генети÷них дослідах виділення si/miÐНÊ з клітин до-
слідних рослин здійснювали розроблениì наìи оригінальниì ìетодоì [8]. 
дот-блот гібридизаöію низькоìолекулярних si/miÐНÊ (які ìітили in vivo 
за допоìогою Na2HP33O4) дослідних з фракöією ìÐНÊ контрольних рослин 
проводили згідно [9, 10]. Ðадіоактивність гібридних ìолекул визна÷али (за 
показникоì кількості іìп/хв/20ìкг ìÐНÊ) на склофільтрах «Millipore» AP-15 
в толуольноìу сöинтиляторі, що ìістив флуоресöентний реагент 2,5-дифені-
локсазол (ппО) в сöинтиляöійноìу лі÷ильнику LS 100C фірìи «Beckman». 
Відсоток гоìології визна÷али за різниöею показників гібридизаöії ìÐНÊ із 
si/miÐНÊ, отриìаних у дослідних рослин щодо контрольних рослин. 

досліди з перевірки ефективності сайленсингової (що інгібує трансля-
öію ìÐНÊ з клітин інфікованих рослин) активності si/miÐНÊ проводили 
у безклітинних систеìах білкового синтезу з проростків пшениöі [11]. Ó 
öих експериìентах використовували неìі÷ену si/miÐНÊ, ìі÷еною аìіно-
кислотою для синтезу поліпептидів на ìатриöі ìÐНÊ був S35 ìетионін 
[9]. Ðадіоактивність синтезованих у безклітинній систеìі поліпептидів 
визна÷али за кількостю вклю÷ення S35 ìетионіну у синтезовані поліпепти-
ди (за показникоì іìп/хв/ìг білка) на склофільтрах «Millipore» AP-15 у 
толуольноìу сöинтиляторі, що ìістив ппО у сöинтиляöійноìу лі÷ильнику 
LS 100C (Beckman). Ðівень функöіональної сайленсингової активності 
si/miÐНÊ (%) визна÷али за різниöею показників радіоактивності синте-
зованих поліпептидів, отриìаних у дослідних щодо контрольних рослин. 
Ñтатисти÷не опраöювання даних лабораторних дослідів проводили ìето-
доì дисперсійного аналізу за Ñтьюдентоì.

Ðезультати та обговоренн. 
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Ó дослідах з рослинаìи огірків сорту Гравіна в уìовах теплиöі на 
тлі шту÷ного зараження неìатодою m. incognita проведені біоìетри÷ні 
дослідження показали, що наприкінöі продуктивної вегетаöії висота 
рослин огірків за дії препаратів перевищувала висоту рослин у контролі 
на 10–24% (табл. 1). Найвищі рослини було відìі÷ено за дії Àверкоìу 
нова-1. Наприкінöі досліду відìі÷ені хворі рослини: ураження рослин 
неìатодою m. incognita на контрольній ділянöі досліду було оöінено 
3,4 балаìи. В той же ÷ас за дії біопрепаратів відìі÷ено різке зниження 
ступеню ураження рослин неìатодою. За обробки рослин Àверкоìоì не-
ìатодного ураження не виявлено, за дії ìодифікаöій Àверкоìу ураження 
рослин не перевищувало 0,2–1,0 балу.

Òаблиöя 1 

Áіометрична характеристика і ступінь ураження рослин огірків сорту Ãравіна  
за дії біопрепаратів

Table 1

bіometrіc characterіstіcs and degree of attackіng cucumbers varіety gravіnа 
at  actіon of bіopreparatіons

âаріант досліду
âисота рослини ураження рослин нематодою 

m. incognita, бал см % від контролю

Êонтроль без застосу-
вання біопрепаратів

168±5,9 100 3,4

Àверкоì 197±6,9 117 0

Àверкоì нова-1 208±7,3 124 0,2

Àверкоì новa-2 184±6,4 110 1,0

Óрожай огірка сорту Гравіна за дії біопрепаратів вищий порівняно з 
контролеì на 16–26%. Найбільший урожай було зібрано на ділянöі, де 
був застосований Àверкоì (табл. 2). 

Òаблиöя 2

урожай огірків сорту Ãравіна за дії біопрепаратів
Table 2

 crop of cucumbers of varіety gravіn at actіon of bіopreparatіons

âаріант досліду урожай, кг/м2
приріст урожаю

кг/м2 % від контролю

Êонтроль, без застосу-
вання біопрепаратів

6,8 0 100

Àверкоì 8,6 1,8 126

Àверкоì нова-1 8,3 1,5 122

Àверкоì нова -2 7,9 1,1 116

НIÐ 05 0,2
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 досліди з картоплею сорту Беллароза, проведені на природноìу 
інвазійноìу тлі та на шту÷но створеноìу за уìов зараження посадкового 
ìатеріалу стебловою неìатодою картоплі dithylenchus destructor показа-
ли, що використані в досліді біопрепарати впливали на рівень ураження 
бульб картоплі дитиленхозоì і продуктивність культури (табл. 3). 

Òаблиöя 3

ураження дитиленхозом і продуктивність рослин картоплі за різних умов 
вирощування

 Table 3

spreadіng of potato dіtylenchosіs and productіvіty of potato plants under dіfferent 
condіtіons of growіng

âаріант досліду

ураження дитиленхозом продуктивність культури

Êількість 
хворих бульб, 

%

Áіологічна 
ефективність 
препарату, %

урожай, 
ц/га

приріст 
урожаю

природне тло

Êонтроль 
(без обробки)

40,1 - 165 0 100

Àнтихрущ, к.с. 27,9 30,4 172 7 4,2

Àверкоì 11,8 70,5 185 20 12,1

Àверкоì нова-1 24,7 38,4 170 5 3,0

Àверкоì нова-2 34,4 14,2 175 10 6,1

НIÐ05 5,1 - 8,0

Штучне інвазійне тло

Êонтроль 
(без обробки)

48,0 - 154 0 100

Àнтихрущ, к.с. 37,0 22,9 158 4 2,6

Àверкоì 21,5 55,2 170 16 10,4

Àверкоì нова-1 34,0 29,2 166 12 7,8

Àверкоì нова-2 44,0 8,3 161 7 4,5

НIÐ05 5,1 - 7,0

 Ó варіанті із застосуванняì Àверкоìу статисти÷но достовірно зни-
жувалася кількість хворих на дитиленхоз бульб: на 28,3% без інвазії і на 
26,5 % на інвазійноìу тлі порівняно з контролеì. Біологі÷на ефективність 
Àверкоìу сягала більше як 70% у дослідах на природноìу неìатодноìу 
тлі та 55% за уìов шту÷ного інфікування неìатодаìи; на другоìу ìісöі 
за біологі÷ною ефективністю був Àверкоì нова-1 – відповідно 38,4% і 



53issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

ВплÈВ НОВÈХ БIОпÐÅпÀÐÀÒIВ НÀ ОÑНОВI ÀВÅÐÊОÌÓ НÀ ÐОЗВÈÒОÊ I пÐОдÓÊÒÈВНIÑÒÜ ...

29,2%. Хіìі÷ний препарат «Àнтихрущ» виявив ìеншу ефективність по-
рівняно з зазна÷ениìи вище біопрепаратаìи.

На природноìу неìатодноìу тлі найбільшої статисти÷но достовірної 
прибавки урожаю картоплі було досягнуто за дії Àверкоìу 12,1% по-
рівняно з контролеì. На шту÷но створеноìу інвазійноìу тлі Àверкоì 
сприяв зростанню на 10,4% урожаю картоплі сорту Беллароза. 

Ìетодоì дот-блот гібридизаöії порівняно ступені гоìології ìіж попу-
ляöіяìи öитоплазìати÷них ìÐНÊ та si/miÐНÊ, виділениìи з контрольних 
та дослідних рослин картоплі сорту Беллароза та рослин огірків сорту 
Гравіна, що вирощувалися у польових уìовах на шту÷ноìу інфекöійно-
ìу тлі та оброблялися препаратаìи Àверкоìоì та його ìодифікаöіяìи 
(табл. 4). 

Òаблиöя 4

ступінь (%) гомології між мÐÍÊ контрольних рослин та sі/mіÐÍÊ дослідних 
рослин картоплі та огірків, оброблених біозахисними препаратами та інфікованих 
паразитичною галовою нематодою m. incognita і стебловою нематодою картоплі 

diethylenchus destructa
Table 4

the degree (%) of homology between mrna of the control plants and sі/
mіrna of experіmental plants of potato and cucumber, treated wіth bіoprotectіve 

preparatіons and іnfected by parasіtіc gallіc nematode m. incognita and stem 
nematode of potato diethylenchus destructa

Áіозахисні пре-
парати

сільсько-
господар-

ські 
культури

ступінь гомології (%) 
по гібридизації мÐÍÊ з 
гомологічними sі/mіÐÍÊ 

контрольних рослин (імп/
хв/20 мкг мÐÍÊ)

ступінь гомології (%) 
по гібридизації мÐÍÊ з 

контрольних рослин із sі/
mіÐÍÊ рослин, оброблених 
препаратом та вирощених 
на інфекційному тлі (імп/

хв/20 мкг мÐÍÊ), %

дистильована 
вода (контроль)

Êартопля

Огірки

8456±218
(98±0,92%)*

8456±196
(98±0,83%)*

---
---

Àверкоì
Êартопля

Огірки

8456±218
(98±0,92%)*

8456±196
(98±0,83%)*

7679±132
(89±1,7%)**

7938±130
(92±1,5%)**

Àверкоì-нова 1
Êартопля

Огірки

8456±218
(98±0,92%)*

8456±196
(98±0,83%)*

7852±164
(91±1,9%)**

7162±104
(83±1,2%)**

Àверкоì-нова 2

Êартопля

Огірки

8456±218
(98±0,92%)*

8456±196
(98±0,83%)*

6730±121
(78±1,4%)**

7162±147
(83±1,7%)**

наявність достовірних відìінностей дослідних показників** відносно контролю*, 
р<0,05, n=3
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порівняльний аналіз показника ступеню (%) гоìології si/miÐНÊ до 
ìÐНÊ ìіж контрольниìи та дослідниìи рослинаìи (за різниöяìи у від-
сотку гібридних ìолекул ìÐНÊ та si/miÐНÊ, отриìаноìу у дослідних 
рослин, порівняно з аналогі÷ниì показникоì у контрольних рослин), 
показав, що найбільша різниöя у відсотку гоìології щодо контрольних 
рослин спостерігалася у дослідних рослин, оброблених біозахисниìи пре-
паратаìи: Àверкоìоì нова-2 (до 20% – картопля та до 15% – огірки) 
та Àверкоìоì нова-1 (до 15% – огірки та до 7% – картопля); ìеншу 
різниöю за даниì показникоì встановлено у дослідних рослин, оброблених 
препаратоì Àверкоì (до 6% – огірки та 9% – картопля). 

проведене у безклітинних систеìах білкового синтезу з проростків 
пшениöі тестування функöіональної інгібую÷ої активності (антисенсової 
до ìÐНÊ інфікованих неìатодаìи рослин) ìалих регуляторних si/miÐНÊ, 
виділених з клітин контрольних та дослідних рослин, показало зна÷не під-
вищення рівня (що наближався до рівня контрольних ¹ 1 неінфікованих 
рослин) пригні÷ення біосинтезу поліпептидів у безклітинних систеìах 
протеїнового синтезу на ìатриöях ìÐНÊ з клітин рослин огірків, інфіко-
ваних галовою неìатодою m. іncognita, а також з клітин рослин картоплі, 
інфікованих стебловою неìатодою картоплі d. destructor (табл. 5). 

Òаблиöя 5

Ðівень (%) сайленсингової активності sі/mіÐÍÊ, виділених із контрольних 
рослин (неінфікованих нематодами та необроблених препаратами) та з дослідних 
рослин картоплі та огірків (оброблених біозахисними препаратами та інфікованих 
паразитичною галовою нематодою m. incognita і стебловою нематодою картоплі 

diethylenchus destructa)
Table 5

the level (%) of sіlencіng actіvіty of sі/mіrna іsolated from control plants 
(unіnfected by nematodes and untreated by preparatіons) and experіmental plants 
of potato and cucumber (treated wіth bіoprotectіve preparatіons and іnfected by 

parasіtіc gallіc nematode m. incognita and stem nematode of potato 
diethylenchus destructa)

Áіозахисні 
препарати

âаріанти 
дослідів

сільсько-
господар ські 

культури

показник інгібування
білкового синтезу у 

безклітинній системі з 
проростків пшениці

(імп/хв/мг білку), %

1 2 3 4

Êонтроль 1
(дистильована 

вода)

ìÐНÊ + si/miÐНÊ 
із контрольних 
неінфікованих 

рослин

Êартопля

Огірки

12562±215
(100±0,9%)*

8121±112
(100±0,7%)*

Êонтроль 2
(дистильована 

вода)

ìÐНÊ + si/miÐНÊ 
із контрольних 

інфікованих рослин

Êартопля

Огірки

1884±310
(15±1,3%)**

1624±240
(20±1,5%)**
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1 2 3 4

Àверкоì
ìÐНÊ + si/miÐНÊ 

із дослідних 
інфікованих рослин

Êартопля

Огірки

4774±±406
(38±1,7%)**

3410±192
(42±1,2%)**

Àверкоì-нова 1
ìÐНÊ + si/miÐНÊ 

із дослідних 
інфікованих рослин

Êартопля

Огірки

4647±290
(37±1,5%)**
3654 ±272

(45±1,7%)**

Àверкоì-нова 2
ìÐНÊ + si/miÐНÊ 

із дослідних 
інфікованих рослин

Êартопля

Огірки

6909±453
(55±1,9%)**
3816 ±176

(47±1,1%)**

наявність достовірних відìінностей дослідних показників** відносно контролю ¹1*, 
р<0,05, n=3

Найвищу активність (порівняно з контролеì ¹ 1) виявляли si/miÐНÊ, 
ізольовані з дослідних рослин, оброблених препаратаìи: Àверкоìоì нова-2 
(до 55% інгібування – картопля та до 47% огірки) та Àверкоìоì нова-1 
(до 45% – огірки та до 37% – картопля); ìеншу ефективнісь за даниì 
показникоì виявляли si/miÐНÊ, ізольовані з дослідних рослин, обробле-
них Àверкоìоì (до 42% інгібірування – огірки та до 38% – картопля). 
Зна÷но ìенший рівень сайленсингової активності si/miÐНÊ (до 15% 
інгібування – картопля, до 20% – огірки), встановлено у виділених з 
інфікованих та необроблених препаратаìи рослин (контроль ¹ 2). 

Òакиì ÷иноì, у польових та тепли÷них уìовах на культурах огірка 
сорту Гравіна та картоплі сорту Беллароза доведено високу біозахисну 
щодо неìатод активність нових коìплексних препаратів на основі авер-
ìектинів, які знижували ураження рослин паразити÷ниìи неìатодаìи і 
підвищували урожайність: огірків і картоплі. Ìетодоì дот-блот гібри-
дизаöії ìÐНÊ із si/miÐНÊ встановлено, що аверìектинвìісні препарати 
знижують відсоток гоìології si/miÐНÊ до ìÐНÊ у інфікованих рослинах 
відносно контрольних рослин в діапазоні від 6 до 23 %. Отриìані розбіж-
ності в показниках відсотків гоìології ìожуть бути наслідкоì активаöії 
препаратаìи у клітинах рослин синтезу ìалих регуляторних si/miÐНÊ з 
антинеìатодниìи властивостяìи. На користь öього припущення свід÷ать 
також результати щодо підвищення ìікробниìи препаратаìи в кліти-
нах інфікованих рослин рівня сайленсингової активності si/miÐНÊ (до 
38–65% інгібування трансляöії ìÐНÊ інфікованих рослин), унаслідок 
÷ого зна÷но підвищується стійкість рослин до паразити÷них неìатод.
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âËèßÍèÅ ÍÎâЫÕ ÁèÎпÐÅпàÐàÒÎâ Íà ÎсÍÎâÅ àâÅÐÊÎÌà 
Íà ÐàЗâèÒèÅ è пÐÎäуÊÒèâÍÎсÒь ÐàсÒÅÍèé è Íà 

ЭÊспÐÅссèЮ ÃÅÍÎâ сèÍÒÅЗà sі/mіÐÍÊ

Ðеферат

Öель работы – усилить устой÷ивость растений огурöов и картофеля 
к неìатодаì с поìощью новых эффективных ìикробных препаратов на 
основе аверìектинов и определить ìолекулярно-генети÷еские ìеханизìы 
их защитного действия. Èспользованы ìетоды полевых и ìолекулярно-
генети÷еских исследований: выделение si/miÐНÊ из клеток растений, 
дот-блот гибридизаöия si/miÐНÊ с популяöияìи öитоплазìати÷еских 
ìÐНÊ, исследование функöиональной активности si/miÐНÊ в бескле-
то÷ной систеìе белкового синтеза. В полевых и тепли÷ных опытах у 
обработанных новыìи ìикробныìи препаратаìи Àверкоì (продуöент 
штаìì streptomyces avermitilis ÓÊÌ Àс-2179) и его ìодификаöияìи 
растений огурöов и картофеля установлены уìеньшение поражения не-
ìатодаìи и увели÷ение урожайности культур. Ìетодоì дот-блотинга 
установлена разниöа (6–23%) в степени гоìологии si/miÐНÊ и ìÐНÊ 
ìежду опытныìи и контрольныìи растенияìи. В бесклето÷ной систе-
ìе белкового синтеза из проростков пшениöы подтвержден высокий 
уровень (38–65%) антинеìатодной сайленсинговой активности ìалых 
регуляторных si/miÐНÊ из клеток опытных растений. повышение 
устой÷ивости к паразити÷ескиì неìатодаì инфиöированных растений 
огурöов и картофеля при обработке препаратаìи на основе Àверкоìа и 
установленные разниöы в проöенте гоìологии ìежду популяöияìи ìалых 
регуляторных si/miÐНÊ, выделенных из этих растений, свидетельству-
ют, ÷то иììуноìодулирующее действие этих препаратов проявляется в 
направлении индукöии в клетках растений синтеза антинеìатодных si/
miÐНÊ, вследствие ÷его снижается их поражение паразити÷ескиìи не-
ìатодаìи и повышается урожайность.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : аверìектины, устой÷ивость растений к па-
разити÷ескиì неìатодаì, ìалые регуляторные si/miÐНÊ, дот-блот 
гибридизаöия.
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influence of new bioPreParations based on 
averKoM on develoPMent and Productivity of 

the Plants and on exPression of genes  
of sі/mіrna synthesis 

summary

Aim. To strengthen the resistance of cucumbers and a potato plants to 
nematodes by means of new effective microbic preparations on the basis 
of avermectines and to determine the molecular-genetic mechanisms of 
their protective action. Methods. Methods of field and molecular-genetic 
experiments, such as: isolation of si/miRNA from plant cells, the Dot-
blot hybridization si/miRNA with populations of cytoplasmic mRNA, 
investigation of functional activity si/miRNA in cell free system of protein 
synthesis. Results. In the field and greenhouse experiments at cucumbers 
and potato plants treated by new microbic preparations Averkom (producer 
strain Streptomyces avermitilis UKM Àс-2179) and its modifications the 
reduction of affection by parasitic nematodes and increase in productivity 
of cultures are determined. By Dot-blot method the difference (6–23%) 
is found in the degree of homology si/miRNA and mRNA between the 
experimental and control plants. In the cell free systems of protein synthesis 
from wheat sprouts the high level (38–65%) antinematode silencing activity 
of small regulatory si/miRNA from cells of experimental plants is confirmed.
Conclusions. Increase of resistance to parasitic nematodes of the infected 
cucumbers and potato plants at the treatment by preparations on the basis 
of Averkom and the established differences in homology percent between 
populations of small regulatory si/miRNA, isolated from these plants, 
evidence that immunomodulating action of these preparations is occurred 
in the direction of induction in plant cells of antinematode si/miRNA 
synthesis, as a result their affection by parasitic nematodes decreases and 
productivity raises.

K e y  w o r d s : avermectines, plant resistance to parasitic nematodes, 
small regulatory si/miRNA, Dot-blot hybridization.
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âпËèâ ÍàÍÎчàсÒÎчÎÊ äiÎÊсèäу ÊÐÅÌÍiЮ 
Òà âÅÐÌèÊуËiÒу Íà àÊÒèâÍiсÒь ÅÍЗèÌiâ 
àÍÒèÎÊсèäàÍÒÍÎÃÎ ЗàÕèсÒу BaCiLLus 

suBTiLis iÌâ â-7023

Ìетою роботи буëо досëідження впëиву наночасточок діоксиду 
кремнію та вермикуëіту на активність ензимів антиоксидантноãо 
заõисту Bacillus subtilis iÌВ В-7023. Застосовуючи ряд мікробіоëоãічниõ 
і біоõімічниõ методів досëіджень, встановëено, що куëьтивування 
циõ бактерій у середовищі, яке містиëо 0,05–0,5 ã/ë наночасточок 
sio2 чи 1,5–2,5 ã/ë вермикуëіту, супроводжуваëося підвищенням 
позакëітинної пероксидазної активності. Однак при подаëьшому 
збіëьшенні дози досëіджуваниõ матеріаëів цей показник знижувався. 
На позакëітинну та внутрішньокëітинну катаëазну активність, а 
також на внутрішньокëітинну пероксидазну активність бациë нано-
часточки діоксиду кремнію та часточки вермикуëіту помітноãо впëи-
ву не спричиняëи. Таким чином встановëено, що низькі концентрації 
досëіджениõ матеріаëів викëикають помірний прооксидантний ефект, 
який підвищує активність позакëітинниõ ферментів антиоксидант-
ноãо заõисту B. subtilis iÌВ В-7023, тоді як високі дози зумовëюють 
оксидативний стрес і приãнічують функціонування у мікроорãанізмів 
їõ протекторноãо компëексу.

К ëюч о в і  с ë о в а : Bacillus subtilis iÌВ В-7023, катаëазна активність, 
пероксидазна активність, діоксид кремнію, вермикуëіт.

Фосфатìобілізувальні бактерії Bacillus subtilis IÌВ В-7023 є коìпо-
нентоì коìплексного бактеріального препарату, застосування якого в 
сільськогосподарськоìу виробниöтві дозволяє суттєво покращити ріст 
і розвиток рослин та підвищити їх урожайність. при інтродукöії öих ìі-
кроорганізìів у агроекосистеìу на них будуть впливати різні її складові, 
зокреìа наноìатеріали ґрунту [7].

Наноìатеріалаìи вважаються такі дисперсні ÷асто÷ки, розìіри яких 
хо÷а б в одноìу геоìетри÷ноìу виìірі є ìеншиìи за 100 нì [1]. В на-
ностані більшість ре÷овин набуває ряду нових властивостей, які суттєво 
відрізняються від вихідних у тих саìих сполук ìікронного ÷и більшого 
розìіру. до коìплексу фізико-хіìі÷них характеристик нано÷асто÷ок вхо-

© I.О. Ñкороход, I.Ê. Êурдиш, 2013
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дить збільшення роз÷инності, адсорбöійної єìності, хіìі÷ної реакöійної 
здатності та каталіти÷них властивостей. при взаєìодії живих об’єктів 
з такиìи ìатеріалаìи öе ÷асто призводить до накопи÷ення в клітинах 
активних форì кисню (ÀФÊ), які пошкоджують ліпіди, протеїни, ну-
клеїнові кислоти [5]. Вплив наноìатеріалів на функöіонування систеìи 
антиоксидантного захисту фосфатìобілізувальних бактерій не дослідже-
но. Зважаю÷и на öе, ìетою даної роботи є визна÷ення дії нано÷асто÷ок 
діоксиду креìнію та верìикуліту на активність ензиìів антиоксидантного 
захисту B. subtilis IÌВ В-7023.

Ìатеріали і методи
Об’єктоì дослідження був штаì B. subtilis IÌВ В-7023 [18]. Ìікро-

організìи вирощували в періоди÷них уìовах протягоì 22 год при 28 °Ñ 
на ка÷алöі (260 об/хв.) в колбах Åрленìейєра, що ìістили 100 ìл пожив-
ного середовища складу, (г/л): (NH

4)2SO4 – 2,0; Ê2НÐО4½3Н2О – 14,0; 
ÊН2ÐО4 – 6,0; натрій лиìоннокислий – 1,0; MgSO4½7H2O – 0,2; глю-
коза – 10,0. Вихідне рН 7,0 – 7,2 [16]. по÷атковий вìіст життєздатних 
бактерій складав 106 кл/ìл. Отриìану суспензію B. subtilis IÌВ В-7023 
вносили по 100 ìл у колби зі стерильниìи наважкаìи наноìатеріалів: 
діоксиду креìнію (0,05–1 г/л) ÷и верìикуліту (1,5–5 г/л) та культиву-
вали протягоì 2 год. Êонтрольниì варіантоì було поживне середовище 
з бактеріяìи без додавання діоксиду креìнію ÷и верìикуліту.

діоксид креìнію наданий Iнститутоì хіìії поверхні іì. О.О. Чуйка 
НÀН Óкраїни. Ðозìір нано÷асто÷ок SiO2 становив 5–20 нì. Часто÷ки 
верìикуліту отриìували з його дисперсної форìи, яку декілька разів 
проìивали та висушували в сушильній шафі. після просушки верìику-
літ подрібнювали 2–3 рази у гоìогенізаторі протягоì 5 хв та просівали 
÷ерез сито з діаìетроì пор 0,1 ìì.

Чисельність життєздатних клітин у суспензії визна÷али ìетодоì 
серійних розведень з подальшиì висівоì на поверхню агаризованого 
середовища (картопляний агар) в ÷ашках петрі та підрахункоì на них 
вирощених колоній бактерій.

для визна÷ення позаклітинної каталазної та пероксидазної активнос-
тей, отриìану культуральну рідину (ÊÐ) B. subtilis IÌВ В-7023 звільняли 
від клітин шляхоì öентрифугування на öентрифузі Опн-8 протягоì 25 хв 
при 5000 g.

для оöінки внутрішньоклітинної каталазної і пероксидазної актив-
ностей, осаджену біоìасу дві÷і ресуспендували у 0,15 Ì фосфатноìу 
буфері (рН 7,0). Êлітини руйнували на ультразвуковоìу дезінтеграторі 
типу UD-20 automatic (робо÷а ÷астота 22 кГö,) протягоì 2 хв на льоду. 
Від залишків клітин звільнялися öентрифугуванняì отриìаної суспензії 
на рефрижераторній öентрифузі K26D протягоì 30 хв при 5200 g (4 °Ñ).
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Êаталазну активність визна÷али спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì, 
принöип якого базується на здатності пероксиду водню утворювати з со-
ляìи ìолібдену стійкий забарвлений коìплекс. Iнтенсивність забарвлення 
виìірювали при довжині хвилі 410 нì. Êаталазну активність виражали 
в ìіліìолях розкладеного Н2О2/хв на 1 ìг білка [6, 12].

пероксидазну активність визна÷али спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì, 
який ґрунтується на зниженні конöентраöії індигокарìіну, що окис-
нюється пероксидоì водню в присутності пероксидази. Iнтенсивність 
забарвлення виìірювали при довжині хвилі 610 нì [10]. пероксидазну 
активність виражали в ìікроìолях/хв/1 ìг білка.

Êонöентраöію білка у пробах визна÷али за його зв’язуванняì із куìасі 
яскраво-синіì [13], використовую÷и як стандарт альбуìін сироватки бика.

Всі експериìенти виконувалися у трьох повтореннях. Ñтатисти÷не 
опраöювання результатів здійснювали за використання критерію Ñтью-
дента [8].

Ðезультати та їх обговорення
Óнікальність ряду властивостей нанорозìірного діоксиду креìнію 

зуìовлена хіìі÷ною активністю його поверхні. Більшою ìірою його біо-
логі÷на дія носить ìеìбранотропний характер [4]. при контакті такого 
наноìатеріалу з клітинаìи, відбувається підвищення продукöії ÀФÊ, які є 
÷инникаìи перекисного окиснення біологі÷но активних ìолекул [15]. Àк-
тивниì інгібітороì öього проöесу є пероксидаза. Встановлено, що вплив 
нано÷асток діоксиду креìнію на пероксидазну активність B. subtilis IÌВ 
В-7023 визна÷ався його вìістоì у середовищі. За внесення 0,05 г/л öього 
наноìатеріалу позаклітинна пероксидазна активність баöил зростала на 
43,8%, а внутрішньоклітинна – на 74,2%. при подальшоìу збільшенні 
дози діоксиду креìнію до 0,1 та 0,5 г/л, öі показники були ще вищиìи. 
Однак при додаванні в середовище 1 г/л öього ìатеріалу, позаклітинна 
та внутрішньоклітинна пероксидазна активність знижувалася (рис. 1), 
що ìоже бути пов’язано, згідно літературних даних, з дозозалежниì 
öитотокси÷ниì ефектоì наростання оксидативного стресу [5].

Бактерії B. subtilis характеризуються високиì рівнеì позаклітинної 
каталазної активності [14]. Встановлено, що при збільшенні вìісту нано-
÷асто÷ок діоксиду креìнію позаклітинна каталазна активність B. subtilis 
IÌВ В-7023 ìала тенденöію до зростання дуже повільно. Ìожливо, öе 
зуìовлено спеöифі÷ністю даного ензиìу антиоксидантного захисту до 
стрес-агентів. пероксидаза першою реагує на пероксидаöію ліпідів і інак-
тивує зна÷ну кількість пероксидів (Н

2О2, гідропероксиди, пероксинітрит), 
а каталаза детоксикує лише Н2О2, але розклад органі÷них пероксидів 
öей ензиì не каталізує [9]. На внутрішньоклітинну каталазну активність 
наноìатеріал впливу не спри÷иняв. Вона залишалася на рівні контролю, 
в який діоксид креìнію не вносили (табл. 1).
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Ðис.1. âплив наночасточок діоксиду кремнію на позаклітинну та 
внутрішньоклітинну пероксидазну активність B. subtilis iÌâ â-7023

Ðяд 1 – внутрішньоклітинна пероксидазна активність (відносна похибка  
складала 6%); Ðяд 2 – позаклітинна пероксидазна активність  

(відносна похибка складала 3%).

fіg.1. effect of nanopartіcles of sіlіca on extracellular and іntracellular peroxіdase 
actіvіty of B. subtilis iMv v-7023

Row 1 – intracellular peroxidase activity (a relative error folder 6%);  
Row 2 – extracellular peroxidase activity (a relative error folder 3%).

Нано÷асто÷ки SiO2 не проявляють руйнівної дії на більшість поліìерів, 
що є складовиìи öитоплазìати÷ної ìеìбрани бактерій і не спри÷иняють 
їх лізису. Iснує припущення, що нанорозìірний SiO2, конöентрую÷ись 
на поверхні ìікробної клітини, викликає порушення її функöій, зокреìа 
нейтралізує адгезивні властивості за рахунок денатураöії ìеìбранних 
білків і блокування факторів адгезії [3]. 

Òаблиöя 1

âплив наночасточок діоксиду кремнію на позаклітинну та внутрішньоклітинну 
каталазну активність B. subtilis iÌâ â-7023

Table 1

effect of nanopartіcles of sіlіca on extracellular and іntracellular catalase actіvіty 
of B. subtilis iMv v-7023

âміст sіo2, г/л
Êаталазна активність, мÌ Í2Î2/хв½мг білка

в культуральному середовищі в супернатанті

0 2,84 ± 0,11 0,68 ± 0,14

0,05 2,87 ± 0,13 0,69 ± 0,11

0,1 2,88 ± 0,10 0,69 ± 0,15

0,5 2,90 ± 0,09 0,69 ± 0,13

1,0 2,96 ± 0,13 0,70 ± 0,15

 



63issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

ВплÈВ НÀНОЧÀÑÒОЧОÊ дIОÊÑÈдÓ ÊÐÅÌНIЮ ÒÀ ВÅÐÌÈÊÓлIÒÓ НÀ ÀÊÒÈВНIÑÒÜ ÅНЗÈÌIВ ...

Оскільки вплив нано÷асто÷ок діоксиду креìнію переважно ìеìбра-
нотропного характеру, ìожливо ÷ерез öе показники внутрішньоклітинної 
каталазної активності ìайже не зìінювалися.

Відоìо, що верìикуліт використовується як наповнюва÷ при створен-
ні бактеріальних препаратів [2]. Òоìу, представляло інтерес дослідити 
активність ензиìів антиоксидантного захисту B. subtilis IÌВ В-7023 за 
присутності öього ìінералу. Встановлено, що внесення ÷асто÷ок верìи-
куліту в суспензію B. subtilis IÌВ В-7023 спри÷иняє поìітний вплив на 
активність позаклітинної пероксидази. За присутності в середовищі 1,5 
та 2,5 г/л верìикуліту, öей показник зростав, порівняно з контрольниì 
варіантоì, на 163% і 186%, відповідно. при внесенні більш високих доз 
÷асто÷ок ìінералу (5 г/л) спостерігалося зниження позаклітинної перок-
сидазної активності. В той же ÷ас, внутрішньоклітинна пероксидазна 
активність практи÷но не зìінювалася (рис. 2).

Ðис. 2. âплив наночасточок вермикуліту на позаклітинну та внутрішньоклітинну 
пероксидазну активність B. subtilis iÌâ â-7023

Ðяд 1 – внутрішньоклітинна пероксидазна активність (відносна похибка  
складала 6%); Ðяд 2 – позаклітинна пероксидазна активність  

(відносна похибка складала 4%).

fіg. 2. effect of nanopartіcles of vermіculіte on extracellular and іntracellular 
peroxіdase actіvіty of B. subtilis iMv v-7023

Row 1 – intracellular peroxidase activity (a relative error folder 6%);  
Row 2 – extracellular peroxidase activity (a relative error folder 4%).

За культивування B. subtilis IÌВ В-7023 в середовищі з різниìи 
дозаìи ÷асто÷ок верìикуліту спостерігалося достовірне (p<0,05 в усіх 
випадках) до 109,0, 110,2, 111,6% підвищення позаклітинної каталазної 
активності бактерій при вìісті верìикуліту 1,5, 2,5, та 5,0 відповідно. Од-
нак öей ìатеріал не спри÷иняв суттєвого впливу на внутрішньоклітинну 
каталазну активність. Вона залишалася на рівні контролю (табл. 2).

 



64 issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

i.Î. скороход, i.Ê. Êурдиш

Òаблиöя 2

âплив наночасточок вермикуліту на позаклітинну та внутрішньоклітинну каталазну 
активність B. subtilis iÌâ â-7023

Table 2

effect of nanopartіcles of vermіculіte on extracellular and іntracellular catalase 
actіvіty of B. subtilis iMv v-7023

âміст вермикуліту, 
г/л

Êаталазна активність, мÌ Í2Î2/хв½мг білка 

в культуральному середовищі в супернатанті

0 6,98 ± 0,12 0,53 ± 0,02

1,5 7,61 ± 0,17 0,54 ± 0,05

2,5 7,69 ± 0,17 0,54 ± 0,01

5,0 7,79 ± 0,18 0,55 ± 0,03

 Отриìані результати ìожна пояснити, виходя÷и з виразу «доза 
визна÷ає ìеханізì». при öьоìу токси÷ність з форìуванняì оксидативного 
стресу залежить не лише від вìісту досліджуваного ìатеріалу, а й від 
його поверхні та хіìі÷ного складу [17].

приблизна  форìула  верìикул і ту  (Mg+2,  Fe+2,  Fe +3) 3 
[(AlSi)4O10]½(OH)2½4H2O. Éого õімічний скëад: (MgO) 14–23%, (FeO) 
1–3%, (Fe2O3) 5–17%, (Àl2О3) 10–13%, (SiO2) 37–42%, (H2O) 8–18% 
[2]. Ñлід припустити, що оскільки вìіст SiO2 є досить високиì, він ìоже 
ініöіювати перекисне окиснення біоìолекул [4], активую÷и при öьоìу 
позаклітинну пероксидазну активність баöил за певної дози ÷асто÷ок 
верìикуліту в живильноìу середовищі. Однак із збільшенняì вìісту до-
сліджуваного ìатеріалу вплив SiO2 зростає, пригні÷ую÷и пероксидазну 
активність в культуральноìу середовищі. Òакий ефект ìожна пояснити 
дозозалежниì наростанняì оксидативного стресу, який спри÷иняє зни-
ження активності ензиìів антиоксидантного захисту [5].

Оскільки каталаза активізує лише розклад Н2О2, але не впливає на 
інші пероксиди [9], ìожливо тоìу її активність зростає незна÷но. Ñлід 
припустити, що зниження позаклітинної каталазної активності не від-
бувалося завдяки високоìу її рівню у баöил в стаöіонарній фазі росту, 
а також стійкості до великих конöентраöій пероксиду водню [14].

Відоìо, що каталаза та пероксидаза є ìеталоензиìаìи, до складу їх 
активних öентрів входять йони заліза та ìангану [11]. В складі верìикулі-
ту присутні йони Fe+2 та Fe+3, ìожливо саìе вони зуìовлюють зростання 
каталазної та пероксидазної активностей B. subtilis IÌВ В-7023, але до 
певного вìісту в живильноìу середовищі наноìатеріалу.

 Виходя÷и з отриìаних результатів з оöінки впливу нано÷асто÷ок діоксиду 
креìнію та ÷асто÷ок верìикуліту на активність ензиìів антиоксидантного за-
хисту B. subtilis IÌВ В-7023, а також літературних даних [15], ìожна зробити 
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висновок, що низькі конöентраöії різних ìатеріалів викликають поìірний про-
оксидантний ефект, який активізує коìпоненти антиоксидантної систеìи клітин 
бактерій, тоді як високі дози зуìовлюють оксидативний стрес і пригні÷ують 
функöіонування їх протекторного коìплексу.
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âËèßÍèÅ ÍàÍÎчÎсÒèÖ äèÎÊсèäà ÊÐÅÌÍèß 
è âÅÐÌèÊуËèÒà Íà àÊÒèâÍÎсÒь ЭÍЗèÌÎâ 

àÍÒèÎÊсèäàÍÒÍÎé ЗàЩèÒЫ BaCiLLus suBTiLis 
èÌâ â-7023

Ðеферат

Öелью работы было исследование влияния нано÷астиö диоксида 
креìния и верìикулита на активность энзиìов антиоксидантной защиты 
Bacillus subtilis ÈÌВ В-7023. Èспользуя ряд ìикробиологи÷еских и 
биохиìи÷еских ìетодов исследований, установлено, ÷то культивирова-
ние этих бактерий в среде, которая содержала 0,05–0,5 г/л нано÷астиö 
SiO2 и 1,5 или 2,5 г/л верìикулита, сопровождалось повышениеì вне-
клето÷ной пероксидазной активности. Однако при дальнейшеì увели-
÷ении дозы исследуеìых ìатериалов этот показатель снижался. На 
внеклето÷ную и внутриклето÷ную каталазную активность, а также на 
внутриклето÷ную пероксидазную активность баöилл нано÷астиöы диок-
сида креìния и ÷астиöы верìикулита существенного влияния не иìели. 
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Òакиì образоì, установлено, ÷то низкие конöентраöии исследуеìых 
ìатериалов вызывают уìеренный прооксидантный эффект, который 
повышает активность внеклето÷ных ферìентов антиоксидантной защиты 
Bacillus subtilis ÈÌВ В-7023, тогда как высокие дозы обуславливают 
оксидативный стресс и угнетают функöионирование у ìикроорганизìов 
их протекторного коìплекса.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : Bacillus subtilis ÈÌВ В-7023, каталазная 
активность, пероксидазная активность, диоксид креìния, верìикулит.
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influence of nanoParticles of silica and 
verMiculite on activity of enZyMes of 

antioxidant defence

summary

The aim of the work was to research the influence of nanoparticles 
of silica and vermiculite on activity of enzymes of antioxidant defence of 
Bacillus subtilis IMV V-7023. Using a number of microbiological and bio-
chemical methods of researches, it is determined that cultivation of these 
bacteria in media that contained 0.05–0.5 g/l of nanoparticles of SiO2 or 
1.5–2.5 g/l of vermiculite was accompanied by increasing of extracellular 
peroxidase activity. However, at the further increase of dose of the inves-
tigated materials that index went down. On extracellular and intracellular 
catalase activity as well as on intracellular peroxidase bacilli activity both 
nanoparticles of silica and particles of vermiculite of substantial did not 
have any influence. Thus, it is ascertained that the subzero concentrations 
of the investigated materials cause a moderate prooxidant effect which 
promotes activity of extracellular enzymes of antioxidant defence of Bacil-
lus subtilis IMV V-7023, while high doses stipulate oxidative stress and 
oppress functioning of microorganisms protector complex.

K e y  w o r d s : Bacillus subtilis IÌV V-7023, catalase activity, peroxi-
dase activity, silica, vermiculite.
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âпËèâ äÅßÊèÕ ÌiÊÐÎÅËÅÌÅÍÒiâ Íà àÊÒèâÍiсÒь 
ÎÊсèäÎÐÅäуÊÒàЗ ÁàЗèäiÎÌiÖÅÒiâ 

Стаття присвячена вивченню впëиву деякиõ мікроеëементів на 
ріст та активність антиоксидантниõ оксидоредуктаз базидіаëьниõ 
ãрибів. Об’єктами досëідження буëи штами – активні продуценти 
оксидоредуктаз: Agrocybe cylindracea 167; Pleurotus ostreatus P-208 
та Fistulina hepatica Fh-08. Дëя вивчення впëиву мікроеëементів на 
швидкість росту використовуваëи ваãовий метод визначення накопи-
чення абсоëютно суõої біомаси. Катаëазну, пероксидазну та суперок-
сиддисмутазну активності та вміст біëку у міцеëії і куëьтураëьному 
фіëьтраті визначаëи спектрофотометричними методами, на основі 
чоãо розраõовуваëи питому активність ферментів. Встановëено, що 
стимуëяцію пероксидазної активності міцеëію та куëьтураëьноãо 
фіëьтрату штамів P. ostreatus P-208 та F. hepatica Fh-08 спричиняє 
додавання Fe2+ у концентрації 8 та 1,6 мкмоëь/ë; а їõ катаëазної 
активності – Cu2+ та mn2+ у концентрації 8 мкмоëь/ë. Підвищення у 
порівнянні з контроëем катаëазної активності штаму A. cylindracea 
167 відбувається шëяõом внесення до середовища Cu2+ та Zn2+ у 
концентрації 8 мкмоëь/ë. При внесенні у живиëьне середовище суëьфа-
ту Fe спостеріãається незначна у порівнянні з контроëем стимуëяція 
супероксиддисмутазної активності штамів базидіоміцетів. Резуëь-
тати досëідження показаëи взаємозв’язок між скëадом живиëьниõ 
середовищ та структурою, функцією і ëокаëізацією ферментів та 
їõ взаємодію.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : базидіоміцети, оксидоредуктази, реãуëяція 
активності, мікроеëементи.

В останні десятирі÷÷я спостерігається тенденöія до пошуку шляхів 
використання базидіальних грибів як продуöентів біологі÷но активних 
ре÷овин. Зокреìа, як показала низка досліджень, базидіоìіöети здатні 
до активного синтезу ферìентів, у тоìу ÷ислі і редокс-ензиìів [5, 16, 
17]. до таких окисно-відновних ферìентів належать пероксидази (ÊФ 
1.11.1.7), каталаза (ÊФ 1.11.1.6), супероксиддисìутаза (ÊФ 1.15.1.1) та 
ін. Вони знайшли широке використання у різних галузях проìисловості, 
науöі та ìедиöині, що зуìовило підвищення попиту на їх ферìентні пре-
парати [1, 9, 11]. Ó зв’язку з öиì розробка способів регуляöії активності 
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редокс-ферìентів організìів-продуöентів є актуальниì завданняì су÷асної 
біотехнології.

Встановлено, що гриби ìають здатність до підвищеної сорбöії та 
акуìуляöії ìінеральних елеìентів субстрату [4, 8]. Внаслідок öього від-
буваються зна÷ні зìіни в проöесах ìетаболізìу грибного організìу, в 
тоìу ÷ислі і в синтезі та активності ферìентів [13]. Особливий інтерес 
ìає використання тих ÷и інших ìікроелеìентів як коìпонентів живиль-
них середовищ для культивування штаìів базидіоìіöетів – продуöентів 
ферìентів з ìетою регуляöії їх ìетаболізìу [4]. В öьоìу сенсі öікавиì 
є залу÷ення до середовищ Fe-, Cu-, Zn-, Mn-вìісних сполук, оскільки öі 
ìетали входять до активного öентру ферìентів: Fe або Mn – пероксидази, 
Fe – каталази, Cu, Zn або Mn – супероксиддисìутази [1, 9, 11]. 

Виходя÷и з вищезазна÷еного ìетою даної роботи було вив÷ення ìож-
ливості регуляöії активності оксидоредуктаз базидіоìіöетів за допоìогою 
деяких ìікроелеìентів.

Ìатеріали і методи
Як об’єкти дослідження використовували відібрані в попередніх робо-

тах штаìи базидіоìіöетів – активні продуöенти оксидоредуктаз [4]. Зо-
креìа, як продуöент пероксидази обрано штаì Agrocybe cylindracea  167; 
каталази – Pleurotus ostreatus P-208 та супероксиддисìутази – Fistulina 
hepatica Fh-08 [5]. Êультури зберігаються у Êолекöії культур базидіоìі-
öетів кафедри фізіології рослин донНÓ та депоновані у Êолекöії культур 
шапинкових грибів Iнституту ботаніки іì. Ì.Г. Холодного НÀН Óкраїни  
(IBK) [12]. 

Штаìи культивували поверхнево в колбах Åрленìейера на двох ìоди-
фікаöіях глюкозо-пептонного середовища. Òак, живильне середовище ¹ 1 
(ÆÑ1) для культивування штаìів A. cylindracea 167 і F. hepatica Fh-08 
ìістило, г/ л: глюкоза – 10,0; пептон – 3,0; ÊН2ÐО4 – 0,6 ; Ê2НÐО4 – 
0,4; MgSO4 ½ 7H2O – 0,5; CaCl2 – 0,05; ZnSO4 ½ 7H2O – 0,001; казеїн – 
0,5 та дистильована вода; а живильне середовище ¹ 2 (ÆÑ2) – для 
P. ostreatus P-208, склад якого іденти÷ний ÆÑ1, але ìістило заìість 
казеїну валін – 0,3 г/л. Ñклад середовищ базується на попередніх до-
слідженнях з оптиìізаöії живильних середовищ для öих штаìів [6]. 
Iнокулюìоì слугували 10-ти денні ìіöеліальні культури штаìів, що ви-
рощувалися на сусло-агарі. 

З ìетою вив÷ення шляхів регуляöії активності оксидоредуктаз бази-
діоìіöетів за допоìогою деяких ìікроелеìентів до живильних середовищ 
додатково вносили сульфати Fe2+, Cu2+, Zn2+ та Mn2+ у конöентраöіях: 
0,01%, 0,05% та 0,1% у кінöевоìу об’єìі середовища. Öе відповідає 
вìісту Fe і Mn 1,6; 8 і 16 ìкìоль/л та Cu і Zn 1,7; 8 і 17 ìкìоль/л. Êонтр-
олеì (Ê) слугували 12-денні культури на ÆÑ1 штаìів A. cylindracea 167 
і F. hepatica Fh-08 та ÆÑ2 – штаìу P. ostreatus P-208 без додаткового 
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внесення сполук ìеталів. Êультивування штаìів проводили при 27±1 °Ñ 
протягоì 12 діб.

Ìатеріалаìи досліджень слугували ìіöелій та культуральний фільтрат 
(ÊФ), які отриìували при 5±1 °Ñ шляхоì фільтрування культуральної 
рідини обраних штаìів. Ìіöелій при 1±0,5 °Ñ проìивали дистильова-
ною водою, підсушували на фільтрувальноìу папері та гоìогенізували. 
Гоìогенат розбавляли дистильованою водою у співвідношенні 1:10 та 
öентрифугували протягоì 10 хвилин при 2000 g. 

Àктивність оксидоредуктаз визна÷али спектрофотоìетри÷ниìи ìето-
даìи. пероксдазну активність (POX activity) визна÷али за інтенсивністю 
забарвлення продукту окислення о-діанізидину пероксидоì водню та ви-
ражали в уì. од. кількості ферìенту, яка каталізує окислення 1 ìкìоль  
о-діанізидину за 1 хвилину [5]. Êаталазну активність (CAT activity) ви-
зна÷али за забарвленняì продукту реакöії пероксиду водню з ìолібдатоì 
аìонію та виражали у ìкат, що відповідає кількості ферìенту, яка бере 
у÷асть у перетворенні 1 ìÌ перекису водню за 1 секунду у заданих 
уìовах [5]. Ðівень супероксиддисìутазної активності (SOD activity) оöі-
нювали за здатністю öього ферìенту інгібувати реакöію аутоокислення 
адреналіну в лужноìу середовищі, та виражали в уì. од., що відповідає 
1% пригні÷ення швидкості аутоокиснення адреналіну під дією суперок-
сиддисìутази (ÑОд) [5]. 

Àбсолютно суху біоìасу (ÀÑБ) ìіöелію визна÷али ваговиì ìетодоì 
[5]. Êонöентраöію білка в ìіöелії та культуральноìу фільтраті визна÷али 
за ìетодоì лоурі-Фоліна [7]. 

На основі отриìаних результатів розраховували питоìу пероксидазну, 
каталазну і супероксиддисìутазну активності за форìулою:

Àпт = À / ÑБ,

де: Àпт – питоìа активність відповідного ферìенту, À – активність 
відповідного ферìенту, ÑБ – конöентраöія білку.

Отриìані експериìентальні дані піддавали статисти÷ній обробöі з 
ìетою встановлення вірогідності впливу факторів згідно керівниöтву 
[10]. Ðезультати представлені у вигляді середніх зна÷ень із зазна÷енняì 
середньої квадрати÷ної поìилки (M±m). для оöінки статисти÷ної зна-
÷ущості відìінностей використовували рівень вірогідности р<0,05. 

Ðезультати та обговорення
Ðезультати низки досліджень впливу ìікроелеìентів при їх спільноìу 

і окреìоìу додаванні в живильне середовище вказують на їх регулюваль-
ну функöію на ріст та утворення ìетаболітів при культивуванні штаìів 
грибів на різних поживних середовищах [3, 13]. Отже, на першоìу етапі 
досліджень ìи вив÷али вплив сполук Fe2+, Cu2+, Zn2+ та Mn2+ на рівень 
накопи÷ення ÀÑБ досліджуваниìи штаìаìи базидіоìіöетів (табл. 1).
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Встановлено, що в більшості дослідів (91,7% від їх загальної кіль-
кості) сульфати ìеталів викликають пригні÷ення ростових проöесів, що 
найбільше виражено для штаìів A. cylindracea 167 при конöентраöіях 
Cu2+ 17 і 8 та Mn2+ 16 ìкìоль/л і для штаìу F. hepatica Fh-08 при кон-
öентраöії Mn2+ 16 ìкìоль/л. для трьох варіантів досліду зафіксована 
незна÷на стиìуляöія накопи÷ення ÀÑБ. Òак, підвищення ÀÑБ у 7% 
відìі÷ено при культивуванні штаìу A. cylindracea 167 на середовищі, 
що ìістило Zn2+ у конöентраöії 1,7 ìкìоль/л та дещо ìеншу – у 4% 
при конöентраöії öього ìеталу 8 ìкìоль/л. Òакож відìі÷ено незна÷не 
зростання накопи÷ення біоìаси при культивуванні штаìу F. hepatica 
Fh-08 на середовищі, що ìістило Cu2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л. Отже, 
застосовані сполуки ìеталів у öих конöентраöіях в більшості випадків 
гальìують ріст ìіöелію досліджуваних штаìів. Öе збігається з низкою 
досліджень, результати яких показують, що öі ìетали ìожуть викликати 
або зниження, або прискорення росту та ìетаболі÷них проöесів культур 
грибів [4, 14, 15]. 

Виходя÷и з того, що іони ìеталів Fe2+, Cu2+, Zn2+ та Mn2+ наявні в 
активних öентрах досліджуваних ферìентів, наступниì етапоì вив÷али 
вплив обраних ре÷овин на активність оксидоредуктаз. Ðезультати öих 
досліджень представлені у табл. 2–4. 

Àналіз результатів öих досліджень показує відсутність законоìір-
ності щодо впливу ìеталів на пероксидазну активність, яка залежить 
як від їх конöентраöії, так і від штаìу гриба. Òак, підвищення порівняно 
з контролеì POX activity ìіöелію зафіксовано в 66,7%, а ÊФ – у 50% 
дослідів.

Найвищий рівень індукöії у 4,6 разу спостерігали для штаìу 
P. ostreatus P-208, який культивували на середовищі з Fe2+ у конöентраöії 
8 ìкìоль/л. далі за рівнеì підвищення POX activity ìіöелію öього штаìу 
йде Cu2+ у тій же конöентраöії та Fe2+ у конöентраöії 1,6 ìкìоль/л, яка 
перевищує POX activity контролю у 4,0 та 3,5 рази відповідно. Òака ж 
тенденöія, з більш низькиìи зна÷енняìи стиìуляöії зареєстрована для 
ÊФ öього штаìу, яка складала 2,3; 2,1 та 1,8 рази відповідниì ìеталаì 
і їх конöентраöіяì. для штаìу A. cylindracea 167 відìі÷ено найвище 
зна÷ення стиìуляöії POX activity ìіöелію при його культивуванні на се-
редовищі з Cu2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л, яке у 3,7 разу перевищувало 
öей показник контролю. дещо ниж÷і показники підвищення POX activity 
ìіöелію у 3,1 разу та ÊФ – у 1,5 рази зафіксовано при культивуванні 
öього штаìу на середовищі з Zn2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л. Штаì 
F. hepatica Fh-08 ìає найвищий рівень стиìуляöії POX activity при його 
культивуванні на середовищі з Fe2+ у конöентраöіях 8 та 1,6 ìкìоль/л, 
який у ìіöелії дорівнює 2-ì, а у ÊФ – 3-ì.

Ìаксиìальне пригні÷ення POX activity як в ìіöелії так і в ÊФ за-
фіксовано у всіх досліджених штаìів, що росли на середовищах з Mn2+ у 
конöентраöії 16 ìкìоль/л. для штаìу P. ostreatus P-208 таке зниження 
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характерне і при конöентраöії Mn2+ 8 ìкìоль/л. при культивуванні на 
середовищах з Cu2+ у конöентраöії 17 ìкìоль/л, встановлено два випадки 
суттєвого зниження POX activity: ìіöелію для штаìу A. cylindracea 167 та 
ÊФ – штаìу F. hepatica Fh-08. Щодо середовищ з Zn2+, то ìаксиìальне 
зниження POX activity ìіöелію тут відìі÷ене для штаìу A. cylindracea 
167 при конöентраöії у 17 ìкìоль/л.

Отже, з ìетою стиìуляöії пероксидазної активності ìіöелію та ÊФ 
штаìів P. ostreatus P-208 та F. hepatica Fh-08 є доöільниì використання 
Fe2+ у конöентраöії 8 та 1,6 ìкìоль/л. Öе пояснюється тиì, що грибна 
лігнінпероксидаза ìістить в активноìу öентрі іон Fe3+[1].  

Àналіз даних з впливу задіяних ìеталів на каталазну активність 
штаìів базидіоìіöетів показав підвищення öього показника в ìіöелії у 
63,9% та у ÊФ – у 55,6% дослідів. 

Ìаксиìальна стиìуляöія CAT activity у 2,4 разу зафіксована для 
ìіöелію штаìу P. ostreatus P-208, який культивували на середовищах 
з Mn2+ та Cu2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л, а дещо ниж÷а у 2,2 разу – з 
Mn2+ у 1,6 ìкìоль/л. Òа ж законоìірність спостерігається для ÊФ öього 
штаìу з індукöією у 1,2 та 1,1 разу відповідно. для штаìу A. cylindracea 
167 характерна індукöія CAT activity ÊФ в 1,8 разу на середовищах з 
Cu2+ у конöентраöії 8 і 17 ìкìоль/л та ìіöелію – в 1,2 разу – з Zn2+ 
8 та 17 ìкìоль/л. Êультура F. hepatica Fh-08 ìає найвищі зна÷ення 
CAT activity ìіöелію на середовищі з Cu2+ 8 та 17 ìкìоль/л та Mn2+ 
1,6  ìкìоль/л, індукöія тут складає 1,1. Щодо індукöії CAT activity ÊФ 
штаìу F. hepatica Fh-08, то найвищі зна÷ення у 1,3 разу вищі за контр-
оль спостерігалися при культивуванні його на середовищах з Mn2+ та 
Cu2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л. 

Зниження відносно контролю каталазної активності досліджуваних 
штаìів спостерігали за різних конöентраöій ìеталів. Òак, при культи-
вуванні штаìу A. cylindracea 167 на середовищі з Mn2+ 16 ìкìоль/л 
зафіксована його найниж÷а CAT activity як в ìіöелії, так і в ÊФ. Штаìи 
F. hepatica Fh-08 (ìіöелій та ÊФ) і P. ostreatus P-208 (ÊФ) ìали най-
ниж÷у CAT activity при культивуванні на живильноìу середовищі з Fe2+ 
у конöентраöії 8 ìкìоль/л. 

Отже, з ìетою підвищення каталазної активності ìіöелію та ÊФ 
штаìів P. ostreatus P-208 і F. hepatica Fh-08 виправдане внесення у 
живильне середовище Cu2+ та Mn2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л; а шта-
ìу A. cylindracea 167 – Cu2+ (ÊФ) та Zn2+ (ìіöелій) у конöентраöії 
8  ìкìоль/л. Öі результати, ìожна пояснити взаєìодією досліджуваних 
ферìентів. Òак, підвищення CAT activity є наслідкоì підвищення SOD 
activity, що зафіксовано в дослідах (табл. 4). 

Вив÷ення впливу обраних сульфатів ìеталів на супероксиддисìутазну 
активність деяких штаìів базидіоìіöетів показало незна÷ну стиìуляöію 
öього показника в ìіöелії у 47,2% та у ÊФ – у 36,1% дослідів.
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Найвищу стиìуляöію SOD activity дали середовища з Fe2+: в кон-
öентраöії 8 ìкìоль/л в ìіöелії штаìів A. cylindracea 167 і P. ostreatus 
P-208 – в 1,4 і 1,2 рази відповідно та в ÊФ F. hepatica Fh-08 – 1,1 разу, 
а також в конöентраöії 1,6 ìкìоль/л в ìіöелії штаìу F. hepatica Fh-08 
– 1,3 разу і в ÊФ штаìу P. ostreatus P-208 – в 1,2 разу. Ñлід відзна÷и-
ти, що для останнього штаìу гливи зви÷айної таке ж підвищення SOD 
activity ìіöелію зафіксоване на середовищах з Zn2+ у всіх конöентраöіях.

Найниж÷і зна÷ення SOD activity ìіöелію показали штаìи  
P. ostreatus P-208 і A. cylindracea 167 при культивуванні на середовищах 
з Mn2+ у конöентраöіях 8 і 16 ìкìоль/л. На öих же середовищах також 
спостерігалася зна÷на репресія SOD activity ÊФ штаìу P. ostreatus 
P-208. для штаìу F. hepatica Fh-08 відìі÷ені найниж÷і зна÷ення öієї 
активності як в ìіöелії так і в ÊФ на середовищах з Cu2+ у конöентраöії 
8 і 17 ìкìоль/л. 

Отже, сульфати Fe2+ та Zn2+ як коìпоненти живильного середовища 
викликають несуттєве підвищення SOD activity досліджуваних штаìів 
базидіоìіöетів, що не перевищує 1,4 рази в порівнянні з контролеì; а 
сполуки Cu2+ і Mn2+ спри÷иняють зниження öього показника в переважній 
більшості дослідів. Отриìані результати ìожна пояснити такиì ÷иноì: 
öинк входить до активного öентру öитозольної ÑОд, а залізо ìіститься 
в ÑОд ìітохондрій та пероксисоì, а отже додаткове окреìе внесення 
сульфату öих ìеталів до живильного середовища викликає підвищення 
активності öього ензиìу. Внесення до живильного середовища сульфатів 
ìіді ÷и ìарганöю веде до зниження SOD activity внаслідок токси÷ної дії 
застосованих конöентраöій öих ìеталів. Останнє припущення підтвер-
джується зниженняì накопи÷ення біоìаси досліджуваниìи штаìаìи на 
öих варіантах живильних середовищ порівняно з контролеì.

Òакиì ÷иноì, вив÷ена ìожливість регуляöії росту і активності окси-
доредуктаз деяких штаìів базидіоìіöетів шляхоì внесення до складу 
живильного середовища сульфатів Fe2+, Cu2+, Zn2+ та Mn2+ в певних 
конöентраöіях. Зокреìа, з ìетою стиìуляöії пероксидазної активності 
ìіöелію та ÊФ штаìів P. ostreatus P-208 та F. hepatica Fh-08 є доöіль-
ниì використання Fe2+ у конöентраöії 8 та 1,6 ìкìоль/л; а їх каталазної 
активності – Cu2+ та Mn2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л. для підвищення 
CAT activity штаìу A. cylindracea 167 ìожна рекоìендувати внесення 
до середовища Cu2+ та Zn2+ у конöентраöії 8 ìкìоль/л. при внесенні 
у живильне середовище сульфатів Fe2+ та Zn2+ спостерігається незна-
÷на стиìуляöія SOD activity штаìів базидіоìіöетів. Ðезультати до-
слідження показали взаєìозв’язок ìіж складоì живильних середовищ 
та структурою, функöією і локалізаöією ферìентів та їх взаєìодію. 
Òак, при підвищенні SOD activity у клітині накопи÷ується перекис 
водню що викликає у відповідь підвищення CAT activity. Наприкінöі 
проöесу каталізу, при низьких конöентраöіях перекису водню каталаза 
внаслідок низької спорідненості до субстрату втра÷ає активність, а 
пероксидаза – навпаки зростає.
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ÎÊсèäÎÐÅäуÊÒàЗ ÁàЗèäèÎÌèÖÅÒÎâ 

Ðеферат

Ñтатья посвящена изу÷ению влияния некоторых ìикроэлеìентов 
на рост и активность антиоксидантных оксидоредуктаз базидиальных 
грибов. Объектаìи исследования были штаììы – активные продуöенты 
оксидоредуктаз: Agrocybe cylindracea 167; Pleurotus ostreatus P-208 
и Fistulina hepatica Fh-08. для изу÷ения влияния ìикроэлеìентов на 
скорость роста использовали весовой ìетод определения накопления 
абсолютно сухой биоìассы. Êаталазную, пероксидазную и супероксид-
дисìутазную активности и содержание белка в ìиöелии и культуральноì 
фильтрате определяли спектрофотоìетри÷ескиìи ìетодаìи, на осно-
ве ÷его расс÷итывали удельную активность ферìентов. Óстановлено, 
÷то стиìуляöию пероксидазной активности ìиöелия и культурального 
фильтрата штаììов P. ostreatus P-208 и F. hepatica Fh-08 вызывает 
добавление Fe2+ в конöентраöии 8 и 1,6 ìкìоль / л, а их каталазной 
активности  – Cu2+ и Mn2+ в конöентраöии 8 ìкìоль/л. повышение по 
сравнению с контролеì каталазной активности штаììа A. cylindracea 
167 происходит путеì внесения в среду Cu2+ и Zn2+ в конöентраöии 8 
ìкìоль/ л. при внесении в питательную среду сульфата Fe наблюдается 
незна÷ительная по сравнению с контролеì стиìуляöия супероксиддисìу-
тазной активности штаììов базидиоìиöетов. Ðезультаты исследования 
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показали взаиìосвязь ìежду составоì питательных сред и структурой, 
функöией, локализаöией ферìентов и их взаиìодействие.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : базидиоìиöеты, оксидоредуктазы, регуляöия 
активности, ìикроэлеìенты.
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influence of soMe MicroeleMents on 
basidioMycetes oxidoreductases activity 

summary

The article is devoted to the influence of some microelements on the 
growth and activity of antioxidant oxidoreductase of basidiomycetes. The 
objects of the study were strains – active producers of oxidoreductases: 
Agrocybe cylindracea 167; Pleurotus ostreatus P-208 and Fistulina hepatica 
Fh-08. The weighting method of determination of accumulation of absolutely 
dry biomass was used to study the influence of some microelements 
on the growth. Catalase, peroxidase and superoxide dismutase activity 
and protein content of mycelium and culture filtrate was determined 
by spectrophotometric methods, and the specific activity of enzymes 
were calculated. A significant effect of Fe2+, Cu2+, Zn2+ and Mn2+ on the 
level of accumulation of absolutely dry biomass, catalase, peroxidase 
and superoxide dismutase activity was estimated. It was found that the 
stimulation of peroxidase activity in mycelia and culture filtrate of the 
strains P. ostreatus P-208 and F. hepatica Fh-08 caused by the addition of 
Fe2+ in the concentration of 8 and 1.6 mmol / l, and the stimulation of their 
catalase activity caused by the addition of Cu2+ and Mn2+ in the concentration 
of 8 mmol / l. Increased catalase activity of strain A. cylindracea is 167 
caused by amending Cu2+ and Zn2+ in the concentration of 8 mmol / l in the 
medium. There was a slight stimulation of superoxide dismutase activity 
of the strains of basidiomycetes caused by addition of ferrous sulphate in 
the nutrient medium. The results of the study showed the relationship 
between the composition of culture media and the structure, function and 
localization of enzymes and their interaction

Ke y  wo r d s : basidiomycetes, oxidoreductase, regulation of the activity, 
microelements.
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ÐÅЗèсÒÅÍÒÍiсÒь rHodoToruLa ruBra g2/1 
äÎ  âàЖÊèÕ ÌÅÒàËiâ Òà ЇÕ àäсÎÐÁÖiß

Ìетою роботи буëо вивчення рівня стійкості штаму rhodotorula ru-
bra g2/1 до важкиõ метаëів Cu, Zn, Pb, Cd та їõ адсорбції кëітинами 
циõ дріжджів. Штам червониõ дріжджів rhodotorulla rubra g2/1 був 
видіëений з прибережниõ вод острова Зміїний. Оцінка впëиву іонів 
досëіджуваниõ токсичниõ метаëів на ріст дріжджів проведена на 
середовищі Рідер з додаванням різниõ концентрацій важкиõ метаëів 
Cu, Zn, Pb, Cd. Вміст досëіджениõ метаëів у зразкаõ визначаëи за 
допомоãою атомно-абсорбційноãо спектрофотометру “Сатурн-2”.
Визначено мінімаëьні концентрації важкиõ метаëів, що інãібують  ріст 
дріжджів штаму rhodotorula rubra g2/1. Дëя міді – 750 мã/ë,  цинку –  
500 мã/ë, свинцю – 120 мã/ë, кадмію – 10 мã/ë. Отже, досëіджені 
дріжджі найрезистентніші до міді та найчутëивіші до кадмію. За 
інкубації в розчинаõ, що містять важкі метаëи, дріжджі виëучають 
за 2 ãодини 85,6% міді, 18,6% свинцю, 7,8% кадмію, 7,7% цинку. При 
цьому на один ãрам суõої біомаси дріжджі накопичують 90,0 мã міді, 
38,9 мã кадмію,  12,9 мã цинку та 26,2 мã свинцю. Таким чином, проведені 
досëідження показаëи, що дріжджі штаму rhodotorula rubra g2/1 
одночасно мають високий рівень резистентності до міді та здатність 
до адсорбції цьоãо метаëу.

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  дріжджі, важкі метаëи, резистентність, 
біосорбенти.

дріжджі здатні активно накопи÷увати токси÷ні сполуки з навколишнього 
середовища, у тоìу ÷ислі важкі ìетали, та відзна÷аються високиì 
куìулятивниì ефектоì у природі [1, 5, 9]. Вони адсорбують важкі ìета-
ли із забруднених вод досить активно, іноді до повного вилу÷ення. Набір 
ìеталів, що накопи÷ують дріжджі, надзви÷айно широкий. Öе дозволяє 
розглядати їх як потенöійні, ефективні і дешеві сорбенти для о÷ищення 
водного середовища від забруднень токси÷ниìи ìеталаìи [1, 6, 10]. 

З іншого боку дріжджі виявляють зна÷ну резистентність до токси-
кантів. Відоìо, що одниìи з найбільш стійких є ÷ервоні дріжджі завдяки 
активноìу синтезу пігìентів, що виступають у ролі антиоксидантів та 
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дозволяють їì адаптуватися до екстреìальних уìов існування, у тоìу 
÷ислі в середовищі з високиìи конöентраöіяìи токси÷них ìеталів [2]. 

пошук високо резистентних штаìів дріжджів здатних до накопи÷ення 
важких ìеталів ìає важливе зна÷ення для подальшого використання їх 
в екологі÷ній біотехнології. 

Ìетою роботи було вив÷ення рівня стійкості штаìу rhodotorula rubra 
g2/1 до Cu, Zn, Pb, Cd та їх адсорбöії клітинаìи öих дріжджів.

Ìатеріали і методи
Ó роботі використовували штаì ÷ервоних дріжджів rhodotorulla 

rubra g2/1, виділений з поверхневого шару прибережних вод острова 
Зìіїний [4].

дріжджі вирощували на середовищі Ðідер такого складу (г/л): 
(NH

4)2SO4 – 3,0; K2HPO4 – 0,1; KH2PO4 – 1,0; MgSO4 – 0,7; NaCl – 0,5; 
глюкоза – 1%, екстракт дріжджів – 0,1%; рН – 5,5. 

Оöінку впливу досліджуваних важких ìеталів на ріст дріжджів 
rhodotorulla rubra g2/1 здійснювали на середовищі Ðідер з додаванняì 
важких ìеталів у різних конöентраöіях. дріжджі культивували впродовж 
72 год за 28 °C [3, 9, 10].  

для оöінки стійкості до важких ìеталів досліджуваного штаìу в 
середовище Ðідер додавали роз÷ин CuSO4, до кінöевої конöентраöії ìіді 
50, 100, 150, 250, 500, 750 ìг/л; Cd(NO3)2 до кінöевої конöентраöії кадìію 
5, 10, 20, 50 ìг/л; ZnSO4 до кінöевої конöентраöії öинку 20, 40, 100, 150, 
200, 500 ìг/л; Pb(NO3)2 до кінöевої конöентраöії свинöю 30, 60, 120, 250, 
500 ìг/л [3, 5, 9].

Ñередовище Ðідер інокулювали двохдобовою культурою дріжджів 
rhodotorulla rubra g2/1 в конöентраöії 1,5 ½ 109 ÊÓО/ìл. Ðіст оöінювали 
після 4-х діб культивування за 28 °C за п’ятибальною шкалою.

Здатність ìікроорганізìів до сорбöії Ñu, Cd, Zn і Pb визна÷али згідно 
з ìетодикою [11]. дріжджі культивували при 25 °Ñ впродовж доби на 
середовищі Ñабуро, зìивали з живильного середовища і суспендували 
в 0,2 ììоль ìалеатноìу буфері (pH 6,8), доводя÷и їх до конöентраöії 
1,5½109  ÊÓО/ìл. до суспензії дріжджів об'єìоì 9,9 ìл додавали 100 ìкл 
роз÷ину солей в розрахунку на ìетал: ìіді – в конöентраöії 3,1 ìг/ìл, 
кадìію – 4,0 ìг/ìл, öинку – 1,1 ìг/ìл, свинöю – 3,7 ìг/ìл. Òакиì ÷и-
ноì, в 10 ìл дослідних зразків ìістилося 310 ìкг ìіді, 400 ìкг кадìію, 
110  ìкг öинку, 370 ìкг свинöю. 

Як контрольні зразки використовували дріжджову суспензію,  ìале-
атний буфер або роз÷ин солі відповідного ìеталу. Iнкубаöію провадили 
на інкубаторі-шейкері Innova 43R за 150 об/хв впродовж 2 год при 
теìпературі 25 °Ñ. Êлітини осаджували öентрифугуванняì при 8000 g 
впродовж 10 хв при теìпературі 4 °Ñ. після відбору надосадової рідини 
клітини ìікроорганізìів дві÷і проìивали ìалеатниì буферниì роз÷иноì 
з öентрифугуванняì при 8000 g впродовж 10 хв при теìпературі 4 °Ñ. 



83issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

ÐÅЗÈÑÒÅНÒНIÑÒÜ rHodoToruLA ruBrA G2/1 дО  ВÀÆÊÈХ ÌÅÒÀлIВ ÒÀ ЇХ ÀдÑОÐБÖIЯ

Ó  попередньо висушені при 110 °Ñ впродовж 30 хв і зважені пеніöилінові 
флакони переносили ресуспендований у бідистильованій воді клітинний 
осад з öентрифужних пробірок. Флакони повторно висушували при 110 °Ñ 
впродовж 30 хв і зважували для визна÷ення ìаси дріжджів. для руй-
нування дріжджових клітин додавали 2,5 ìл 70% азотної кислоти після 
÷ого витриìували 30 хв при 180 °Ñ. після охолодження до кіìнатної 
теìператури у флакони додавали по 4 ìл бідистильованої води і закри-
вали пластиковиìи коркаìи. Ó всі варіанти дослідів вносили 70% азотної 
кислоти до отриìання 20% роз÷ину. 

Вìіст ìеталів як у дослідних так і в контрольних зразках визна÷а-
ли за допоìогою атоìно-абсорбöійного спектрофотоìетра “Ñатурн-2” 
при довжині хвилі 324,7 нì для Cu, 228,8 нì для Cd, 213,9 нì для Zn і 
283,3 нì для Pb. Êінöевий вìіст важких ìеталів у клітинах, надосадовій 
рідині і проìивних водах дозволив розрахувати загальний вìіст ìеталів. 
Êоливання від загального вìісту ìеталу в кожноìу тесті становило до 
5% від по÷аткової конöентраöії токсикантів, доданих в суспензію клітин. 
Всі експериìенти проводили у трьох повторах. Ðезультати досліджень 
опраöьовували статисти÷но [7].

Ðезультати та їх обговорення
Характер впливу на ìікроорганізìи важких ìеталів визна÷ається їх 

конöентраöією у середовищі, рівнеì токси÷ності та біологі÷ниìи власти-
востяìи клітин. В табл. 1 наведено дані залежності росту дріжджів від 
конöентраöій ìіді, кадìію, öинку і свинöю в середовищі.

при вив÷енні стійкості до ìіді встановлено, що штаì r. rubra g2/1 
росте навіть за 500 ìг/л. при öьоìу спостерігали зìіну кольору біоìаси 
r. rubra g2/1 на зелений при конöентраöіях ìіді 250 ìг/л, що свід÷ить про 
перетворення та накопи÷ення в біоìасі іонів ìіді Cu. пригні÷ення росту 
виявлено вже за конöентраöії 100 ìг/л Cu, а за конöентраöії  750 ìг/л 
дріжджі не росли. Втрата пігìентаöії більшості дріжджів ìала ìісöе за 
конöентраöії 150 ìг/л. Як відоìо, основниì ìеханізìоì токси÷ної дії ìіді 
є руйнування öілісності öитоплазìати÷ної ìеìбрани. Встановлено, що 
резистентність до іонів ìіді, обуìовлена ìеталотіонінаìи, які зв'язують 
ìетал та перешкоджають його токси÷ній дії [3]. 

Êадìій виявився найтокси÷нішиì для r. rubra g2/1. Вже за конöентраöії 
Cd в середовищі 10 ìг/л  ріст дріжджів не спостерігали.

Затриìку росту дріжджів не виявили навіть за конöентраöії 100 ìг/л 
Zn. Вони не втра÷али пігìентаöію до конöентраöії 150 ìг/л Zn. при 
100 ìг/л колір колоній зìінився на жовтий. 

Встановлено, що штаì r. rubra g2/1  при конöентраöії 250 ìг/л Pb 

в середовищі і вище втра÷ає здатність до синтезу ÷ервоних пігìентів та 
затриìує ріст, по÷инаю÷и з конöентраöії свинöю 60 ìг/л Pb. За 120 ìг/л 
свинöю в середовищі ріст дріжджів припиняється. 
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Òаблиöя 1

âплив іонів сu, cd, Zn і Pb на ріст дріжджів штаму   
rhodotorula rubra g2/1 

Table 1

influence of dіfferent іons of cu, cd, Zn and Pb on the growth   
of rhodotorula rubra g2/1 straіn 

Ìетал Êонцентрація металу, мг/л Ðіст

Ìідь 

50 +++

100 +++

150 +++

250 ++

500 +

750 —

Êадìій

5 ++

10 —

20 —

50 —

Öинк 

20 +++

40 +++

100 +++

150 ++

200 +

500 —

Ñвинеöь

30 +++

60 ++

120 —

250 —

500 —

приìітка: – відсутність росту; + – слабкий ріст; ++ – поìірний ріст; +++ – 
інтенсивний ріст.

для вив÷ення адсорбöії важких ìеталів дріжджі r. rubra g2/1 інкубу-
вали впродовж 2 год за 25 °Ñ. З наведених в табл. 2 результатів ìожна 
зробити висновок, що клітини штаìу r. rubra g2/1 найбільшою ìірою 
здатні до адсорбöії ìіді. Вони вилу÷ають з роз÷ину 85,6% внесеного 
ìеталу. 
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Êлітини r. rubra g2/1 вилу÷ають із середовища 18,6% свинöю, 7,8% 
кадìію та 7,7% öинку. проведені розрахунки показали, що дріжджі 
дослідженого штаìу на один граì сухої біоìаси накопи÷ують 90,0±4,1 ìг 
ìіді, 38,9±2,1 ìг кадìію,  12,9±1,2 ìг öинку та 26,2±1,9 ìг свинöю. 

Ìеханізìи адсорбöії ìіді, та інших ìеталів, дріжджаìи добре ви-
в÷ені. Àдсорбöія ìеталів на поверхні клітин, пов'язана з присутністю 
негативно заряджених груп аніонів: COO-, HS-, OH-. Встановлено, що 
основниìи іонообìінниìи сайтаìи дріжджів є: аöетаìідна група хітину, 
поліöукридні групи, аìіногрупи і фосфатні групи нуклеїнових кислот, 
аìіно- і аìідогрупи, сульфгідрильні та карбоксильні групи білків. 

Òаблиöя 2

àдсорбція важких металів червоними дріжджами rhodotorula rubra g2/1
Table 2 

adsorptіon of heavy metals by red yeast rhodotorula rubra g2/1

Ìетал
âнесено 
металу, 

мкг

Êлітини,
мкг

Íадосадова 
рідина, мкг

промивні води, 
мкг

âсього,
мкг

M ± m % M ± m % M ± m % M ± m %

Ìідь  310 
257,0 ± 

13,2
85,6

42,0 
±2,4

12,6
9,3 ± 
0,3

1,8 308,3 99,5

Êадìій  400 
31,0 ± 

2,3
7,8

358,0 ± 
18,8

90,2
7,9 ± 
0,4

2,0 396,9 99,2

Öинк  110
8,6 ± 
1,2

7,7
96,3 ± 

5,4
88,5

4,1 ± 
0,2

3,8 109,0 99,1

Ñвинеöь  375
70,0 ± 

3,3
18,6

285,5 ± 
13,2

76,1
19,0 ± 

0,9
5,3 374,5 99,9

Відоìо, що стійкість грибів, у тоìу ÷ислі і дріжджів, до токси÷ної дії 
важких ìеталів, залежить як від ìорфологі÷них, так і від фізіологі÷них 
характеристик клітини. Àдсорбöія клітинниìи стінкаìи і накопи÷ення 
всередині клітин дозволяє видалити з розбавлених роз÷инів іноді до 100% 
ìеталу [3, 5, 9].

З літературних джерел відоìою, що різні штаìи rhodotorula 
mucilaginosa (раніше відоìа як rhodotorula rubra) здатні акуìулювати від 
8 до 579 ìг на один граì сухої біоìаси ìіді, та рости від 32 до 200 ìг/л 
ìіді  [8, 12].

Òакиì ÷иноì, ізольований з акваторії острова Зìіїний штаì дріжджів 
rhodotorula rubra g2/1, характеризується одно÷асно як високиì  рівнеì 
резистентності до ìіді так і здатністю до активної адсорбöії öього ìеталу 
з навколишнього середовища, тоìу є перспективниì для застосування в 
екологі÷ній біотехнології як біосорбент. 
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усÒÎéчèâÎсÒь rHodoToruLa ruBra g2/1 Ê ÒßЖÅËЫÌ 
ÌÅÒàËËàÌ è èÕ àäсÎÐÁÖèß

Ðеферат
Öелью работы было изу÷ение уровня устой÷ивости штаììа rhodotorula 

rubra g2/1 к тяжелыì ìеталлаì Cu, Zn, Pb, Cd и их адсорбöии клеткаìи 
этих дрожжей. Штаìì красных дрожжей rhodotorulla rubra g2/1 был 
выделен из прибрежных вод острова Зìеиный. Оöенка влияния ионов 
исследуеìых тяжелых ìеталлов на физиологию роста дрожжей прове-
дена на среде Ðидер с добавлениеì разли÷ных конöентраöий тяжелых 
ìеталлов Cu, Zn, Pb, Cd. Ñодержание исследованных ìеталлов в образ-
öах определяли с поìощью атоìно-абсорбöионного спектрофотоìетра 
«Ñатурн-2». Определены ìиниìальные конöентраöии тяжелых ìеталлов, 
ингибирующих рост дрожжей штаììа rhodotorula rubra g2/1.  для ìеди 
– 750 ìг/л, öинка – 500 ìг/л, свинöа – 120 ìг/л, кадìия – 10 ìг/л. 
Òакиì образоì, исследуеìые дрожжи наиболее устой÷ивы к ìеди и на-
иболее ÷увствительны к кадìию. при инкубаöии дрожжей в растворах, 
содержащих тяжелые ìеталлы, они извлекают за 2 ÷аса 85,6% ìеди, 
18,6% свинöа, 7,8% кадìия, 7,7% öинка. при этоì на один граìì сухой 
биоìассы дрожжи накапливают 90,0 ìг ìеди, 38,9 ìг кадìия,  12,9 ìг 
öинка и 26,2 ìг свинöа. Òакиì образоì, проведенные исследования по-
казали, ÷то дрожжи штаììа rhodotorula rubra g2/1 одновреìенно обла-
дают высокиì уровнеì устой÷ивости к ìеди и способностью к адсорбöии 
этого ìетала. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а :  дрожжи, тяжелые ìеталлы, резистентность, 
биосорбенты.
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resistance of rHodoToruLa ruBra g2/1 to heavy 
Metals and their adsorPtion

summary

The aim was to study the level of resistance of the strain rhodotorula 
rubra g2/1 to the heavy metals Cu, Zn, Pb, Cd and adsorption of them 
by the yeast cells. Red yeast strain rhodotorulla rubra g2/1 was isolated 
by seeding on nutrient medium Saburo from the coastal waters of the 
Zmiiniy Island. The estimation of the influence of ions of heavy metals on 
physiology of yeast growth was conducted on Reader medium with addition 
of various concentrations of heavy metals Cu, Zn, Pb, Cd. The content of 
the metals in the investigated samples was determined with the atomic 
absorption spectrophotometer “Saturn-2”. The minimal concentrations of 
heavy metals inhibited the growth of yeast strain rhodotorula rubra g2/1 
were determined. They are 750 mg/l for copper, 500 mg/l for zinc, 120 mg/l 
for lead, 10 mg/l for cadmium. Thus, the studied yeast strain is the most 
resistant to copper and the most sensitive to cadmium. During incubation 
of the yeast in solutions containing heavy metals for 2 hours they remove 
85.6% of copper, 18.6% of lead, 7.8% of cadmium, 7.7% of zinc. One gram 
of dry yeast biomass accumulates 90.0 mg of copper, 38.9 mg of cadmium, 
12.9 mg of zinc and 26.2 mg of lead. Thus, the conducted investigations 
have shown that the yeast strain rhodotorula rubra g2/1 simultaneously 
possesses high levels of resistance to copper and the ability to absorb this 
metal.

K e y  w o r d s :  yeast, heavy metals, resistance, biosorbents.



89issn 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 1    

ÓдÊ 632.38:634.2

n.v. trіapіtsyna1, Ê.M. udovychenko1, s.o. vasyuta1, 
t.v. Medvedyeva1, v.v. yarushnіkov2, v.M. udovychenko1

1Institute of Horticulture, NAAS, 
6, Sadova str., Novosilky, Kyiv, 03027, Ukraine

tel.: +38 (044) 526 65 97, e-mail: tryapic@ukr.net
2Artemivsk Experimental Nursery-garden Station of IH NAAS,

Yagidne, Artemivsk, Donetsk region, 84505, Ukraine,
tel.: +38 (0627) 44 83 99

detection of PLum PoX Virus  isolates  
in the orchards of the eastern stePPe  

of  uKraine

Plum pox virus (PPV), the causal agent of sharka disease, produces se-
vere damage and significant economic losses to stone fruit production. The 
propagation and distribution of virus free materials into healthy growing 
areas is one of the main ways to reduce the spread of this virus. given 
the aggressiveness of PPV, it is imperative that all infected by this virus 
plants must be excluded from planting materials. eLisA method now is 
one of the most popular and used techniques for PPV detection. Whereas 
the usage of polyclonal antibodies, which recognize multiple epitopes on 
any one antigen, is controversial due to problems with specificity and 
sensitivity because serum contains a mixture of antibodies of different af-
finity. To ensure the effectiveness of annual screening surveys of rootstocks 
and varieties nurseries to detect viral pathogens on guaranteeing healthy 
status of plant material, the minimalizaton of false-negative test results 
is important. The diagnostic characteristics of two commercially available 
serological diagnostic tests for the detection of ukrainian isolates of plum 
pox virus in plant material of six stone fruit crops selected in the orchards 
of the eastern steppe were evaluated. The standardized methodology was 
used for the calculation of the parameters of the operational capacity of 
dAs-eLisA. The analyses of diagnostic data were performed with 2x2 
contingency tables. For  assessing  the validity of two eLisA test systems 
for the detection of local PPV isolates, some diagnostic parameters were 
calculated: sensitivity and specificity, positive and negative predictive 
values, positive and negative likelihood ratios. it is shown that the Agdia 
test system is more specific and more reliably identifies the plant material 
PPV affected, allowing for a more comprehensive eradication of the virus-
infected material.  The Agdia test is therefore more useful for the screening 
of nursery orchards to guarantee the future propagation of PPV-free plant 
material. incongruent diagnoses obtained by different diagnostic systems 
in all stone fruit plant material may evidence that PPV prevalence in the 

© N.V. Triapitsyna, Ê.M. Udovychenko, S.O. Vasyuta, T.V. Medvedyeva, V.V. Yarushnikov, 
V.M. Udovychenko, 2013
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local stone fruit crops orchards being significantly underestimated, may 
result in the unintended and harmful propagation of the disease. 

K e y  w o r d s : likelihood ratio, Plum pox virus, polyclonal antibodies, 
PPV-strains,  predictive value, specificity. 

Plum pox virus (PPV), the agent responsible for Sharka disease, belongs 
to genus Potyvirus. The natural host range of this virus is restricted to 
Prunus spp. (stone fruits and ornamental trees). PPV is especially harm-
ful for P. armeniaca, P. domestica, P. persica та P. salicina. The disease 
significantly reduces the quality and quantity of fruits in plants of these 
species. This virus is highly polymorphous. To date, seven strains/groups of 
PPV have been identified due to biological, serological, and molecular prop-
erties: D (Dideron), M (Marcus), C (Cherry), EA (El Amar), W (Winona),  
Rec (Recombinant) and  T (Turkish) [4,14]. The comparison of complete 
genomic sequences revealed up to 27.7% of nucleotide divergence between 
representative isolates of seven strains of PPV. Most of the deposited virus 
isolates presented in the GenBank database of nucleotide sequences belongs 
to PPV D (Dideron) and PPV M (Marcus) [5].

Although many diagnostic tools are available for the sensitive and/or 
specific detection of PPV, its detection is significantly complicated by its 
uneven distribution in infected woody hosts, and its low titer outside of the 
active growth period. There are no effective control measures against plum 
pox virus. The use of certified planting material, the removal of wild hosts, 
and the control of aphid vectors will help to prevent outbreaks of the disease 
and reduce the risk of the disease spreading. Taking into consideration the 
aggressiveness of this virus, it is imperative that all PPV infected plants 
must be excluded from planting materials.

The annual screening surveys of rootstocks and varieties nurseries are 
conducted to detect viral pathogens, including the plum pox virus, using 
systematic sampling. To ensure the effectiveness of these screening surveys 
on guaranteeing healthy plant material, the minimalizaton of false-negative 
test results is important. The continued presence of affected plants can 
significantly reduce the effectiveness of the work and lead to unexpected 
losses in subsequent stages of virus-free planting material propagation. 
Ñonsequently the objective of this study was to compare the accuracy of 
Loewe Phytodiagnostica (Germany) and AGDIA (USA) ELISA protocols in 
the detection of Ukrainian PPV isolates, with a particular emphasis on the 
false-negative indicators.

Materіals and methods
Research was done in Virology, Plant health and Propagation of Fruit and 

Berry Cultures Department of the Institute of Horticulture NAAS Ukraine, 
during 2011–2012. The samples were selected at the beginning of June, 
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during the period of intensive growth  in both collection and old fruiting 
orchards, in Artemivsk Experimental Nursery-garden Station of IH NAAS. 
The samples plants included myrobalan, plum, peach, apricot, and sweet and 
sour cherry. Each sample consisted of 5 branches or 10 full-grown leaves 
selected from different locations in the internal section of the tree. There 
were selected 130 samples from trees suspected to contain PPV presence 
and divided into two groups. The first group included the samples of plum, 
peach, myrobalan  and  apricot (total 96 samples), the second group was 
comprised of sour and sweet cherries  (total 34 samples).

Plum pox virus was detected in two tests by DAS-ELISA (DAS-Double 
Antibody Sandwich) [6] in two repetition using specific polyclonal antibodies 
produced by Loewe Phytodiagnostica (Germany) and AGDIA (USA). Compli-
ant with recommendations for PPV detection, a sample was considered to 
be positive when the rate of its absorbance value was more than two times 
greater than the negative control value [12].

Analyses of diagnostic data were performed with 2x2 contingency tables, 
enabling indicators of the operational capacity of each test system to be 
calculated. This method allows to make the probabilistic assessment of posi-
tive and negative test results. For  assessing  the validity of two ELISA test 
systems for the detection of local PPV isolates, some diagnostic parameters 
were calculated (formulas 1–6): sensitivity and specificity were calculated 
according to Altman and Bland [2], positive and negative predictive values 
were estimated according to Altman and Bland [3], positive and negative 
likelihood ratios were estimated according to Deeks and  Altman [7]. The 
conventional data layout for the 2x2 contingency table used to calculate 
parameters of  laboratory test capacity, along with relevant formulas, are 
shown in Table 1. 

Table 1 

contіngency table created by comparіng the results of the dіagnostіc test and the 
reference test

reference test
Posіtіve negatіve

Test 
Outcome

Test оutcome
Positive

a
True positive (TP)

b
False positive (FP)

Test оutcome
Negative

c
False negative (FN)

d
True negative (TN)

  Sensitivity = a/(a+c) = true positives / disease+  (1)

  Sensitivity = d/ (b+d) = true negatives / disease–  (2)

    Positive predictive value (PPV) = a/(a+b) = TruePositives/Test+ (3)
 

        Negative predictive value = d/(c+d) = TrueNegatives/Test– (4)

   Likelihood ratio positive (LR+) = sensitivity / (1 – specificity)                       (5)
 

     Likelihood ratio negative (LR-) = (1  – sensitivity) / specificity                        (6)
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Calculations were performed using the program JawaStat 2-way Con-
tingency Table Analysis, in which confidence intervals (95%) for selected 
indicators were calculated on the basis of binomial distribution.

results and dіscussіon
Phytovirological monitoring of Plum pox virus in orchards belonging 

to the Institute of Horticulture have been conducted since 2004 by ELISA, 
using polyclonal commercial test systems produced by Loewe Phytodi-
agnostica in Germany, which are among the most common test systems 
used by in relevant European laboratories. Between 2004 and 2012, more 
then 3.500 trees from the plum group and approximately 1.200 trees from 
the cherry group were tested for PPV presence.  This testing initiated the 
selection of virus-free clones of the rootstocks of prospective varieties and 
the creation of a virus-free clones base, and allowed for the control of PPV 
spread in different types of nurseries and  orchards. The PPV prevalence 
rate was determined in the main collection orchards of stone fruit crops 
(plum, peach, plum, apricot, sweet and sour cherry) as well as in nurseries 
of vegetative rootstocks of the plum and cherry groups. It was found that in 
collection plantings of myrobalan, plum, peach, and apricot, the spread of 
PPV ranges from 3.8% to 19.2%, and in sweet and sour cherry plantings 
it varies  between 6.7% and 9.1%. 

Loewe Phytodiagnostica produced immunoglobulins were considered to 
be the «golden standard» for screening surveys of stone fruit crops plant 
material in the laboratory, and are comprised of an artificial mixture of an-
tibodies which are effective against all the strains of PPV except PPV W. 
However, AGDIA produced polyclonal antibodies can detect all strains of 
PPV including the elusive PPV W. Detection of the virus in selected mate-
rial using various test systems revealed some differences in the status of 
the tested materials (table 2).

The highest consistency in the testing results was observed for samples 
in the first group. The Pearson correlation between parameters of absorbance 
value (optical density) obtained using two diagnostic systems was signifi-
cant (cor = 0.856 p <0.001). The proportion of the samples with positive 
diagnosis was found by AGDIA and Loewe Phytodiagnostica test systems 
to be 0.478 and 0.270, respectively. All positive diagnoses obtained using 
Loewe Phytodiagnostica were validated by AGDIA. Mismatch of diagnosis 
was observed in 20.8% of samples which tested positive by AGDIA results 
only. The optical density of these samples was usually ranged from 2- to 3- 
fold  value of the negative control. These findings indicate that the spread 
of PPV can be systemically underestimated using the test system of Loewe 
Phytodiagnostica in our regional screening surveys. 
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Òаble 2

elisa results  obtaіned wіth the agdia  and  loewe Phytodіagnostісa tests

groups

Proportіon of plants wіth test  posіtіve Proportіon of 
plants wіth 
іnconsіstent 
dіagnosіs

loewe 
Phytodіagnostіca

agdia

Group I (myrobalan, plum, 
peach, apricot)

0.270 0.479 0.208

group II (sour and sweet  
cherries)

0 0.375 0.375

There is much to be learned about PPV strains that circulate in the 
Ukrainian stone fruit orchards. In recent years there have been partial 
genome sequencing  performed on select Ukrainian plum isolates which 
were identified as D-strains [1], including two isolates in our department 
(in preparation). Also known that the origin of the PPV W atypical isolates 
[8, 10]  may be tied back to the region of the Eastern steppe of Ukraine. 
So it is within reason that in the Artemivsk district this strain could also 
be in circulation. 

In sweet and sour cherry orchards samples were collected from the trees 
showing a decline of main shoots, expressed basal shoots, and reduction of 
leaf and fruit size. In only two cases clear mosaic symptoms on leaves (sweet 
cherry cultivars Krupnoplidna and Mahalebca) were observed. Analysis of 
this samples group using two testing systems showed 16.7% discrepancy 
in positive diagnosis. For one of the sweet cherry samples the  optical den-
sity was equal to the optical density of the negative control obtained using 
the Loewe Phytodiagnostica testing system, and was equal to the positive 
control obtained using AGDIA one. There was no significant Pearson cor-
relation between optical density rates in two different analyses  (corr = 
-0.056, р=0.771). The results obtained using the two serological tests for 
cherry PPV detection were inconsistent with one another. 

In reality, we face a mixture of virus isolates in our screening, as different 
PPV strains can be present not only in the same orchard but in the same 
plant as well [9]. The use of polyclonal antibodies which recognize multiple 
epitopes on the same antigen always raises the question of sensitivity and 
specificity, because the serum contains a mixture of antibodies of differ-
ent affinities [13].  The screening test for PPV detection in nurseries may 
be evaluated using different indices. The more important among them are 
specificity, negative predictive value, and negative likelihood ratio, because  
these are indices which estimate the false-negative test results. Specificity 
in particular is defined as the probability of a negative test in plants free of 
the disease, while sensitivity is defined as the probability of a positive test in 
plants harboring the disease. The Loewe Phytodiagnostika antibodies were 
more specific for PPV detection in both groups of samples (table 3, 4).
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Òable 3 

dіscrіmіnatory power of applyіng test systems for PPv detectіon  
іn samples group i

agdia loewe Phytodіagnostіca

indіcators Parameters
95% confіdence 

іntervals 
Parameters 

95% confіdence 
іntervals 

Sensitivity 1.000 0.859¼1.000 0.565 0.485 ¼0.565

Specificity 0.714 0.662 ¼0.714 1.000 0.926 ¼1.000

PPV 0.565 0.485 ¼0.565 1.000 0.859 ¼1.000

NPV 1.000 0.926 ¼1.000 0.714 0.662 ¼0.714

+LR 3.500 2.538 ¼3.500 inf 7.893 ¼inf

-LR 0.000 0.000 ¼0.214 0.435 0.435 ¼0.556

Òable 4

dіscrіmіnatory power of applyіng test systems for PPv detectіon  
іn samples group ii

agdia loewe Phytodіagnostіca

indіcators Parameters
95% confіdence 

іntervals 
Parameters 

95% confіdence 
іntervals 

Sensitivity 0.333 0.063 ¼0.781 0.111 0.021 ¼0.260

Specificity 0.814 0.795 ¼0.845 0.946 0.924 ¼0.982

PPV 0.111 0.021 ¼0.026 0.333 0.063 ¼0.781

NPV 0.946 0.924 ¼0.982 0.814 0.795 ¼0.845

+LR 1.792 0.305 ¼5.047 2.056 0.275 ¼14.678

-LR 0.819 0.259 ¼1.179 0.940 0.753 ¼1.060

It is known that the laboratory test has a high  capacity level if the sum 
of its sensitivity and specificity exceeds the value of 1.4. [15]. In our study, 
both test systems have sufficient  capacity levels for PPV detection in plant 
material of the first group. The value of this sum is 1.714  for  AGDIA test 
system and 1.565 for Loewe Phytodiagnostica.  For the second group these 
values are much lower, resulting in 1.147 and 1.057 respectively. Low sen-
sitivity of both diagnostic tests for the detection of local cherry PPV isolates 
should be noted. At the same time the level of its specificity to these virus 
strains is sufficient. Other authors also observed  discordant results in de-
termining PPV status in cherry plant material by ELISA [11].
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But specificity and sensitivity serve only to provide a rough distribution 
of results into “positive” and “negative” categories, because these indices 
are significantly influenced by the prevalence of infected plants in the popu-
lation investigated. Positive and negative predictive values are estimates of 
the probability that the infected plants have a defined diagnosis (posterior 
probability). Its value is less dependent on the disease prevalence in  the 
population investigated. Positive predictive value is defined as the propor-
tion of the plants showing positive results given by the method, which have 
been correctly diagnosed. Negative predictive value was the proportion of 
the plants showing negative results by the method, which were correctly 
diagnosed. The higher the NPV, the lower the rate of false-negative test 
results. For test results in both groups this indicator is higher for the Ag-
dia test system. The NPV values indicate that a negative diagnosis in first 
group of samples was more reliable (NPV =1.000) in comparison with the 
second one (NPV= 0.946). 

Potential utility of the test can be objectively evaluated using the likeli-
hood ratio (LR). This indicator offers important advantages over sensitivity and 
specificity in characterizing diagnostic tests, since it does not depend on the 
virus prevalence in the population. Likelihood ratio can be positive (+LR) or 
negative (- LR). LR+ is defined as the probability of a plant with disease hav-
ing a positive test result, divided by the probability of a plant without disease 
having a positive test result. LR− is defined as the probability of a plant with 
disease having a negative test result, divided by the probability of a plant with-
out disease having a negative test result. The positive likelihood ratio (LR +) 
must be greater than 1, and the negative likelihood ratio (LR-) – ranged from 
0 to 1. The larger the value of LR+, the stronger the relationship between a 
positive result and the probability that the plants carry the disease. The smaller 
value of LR-, the stronger the relationship between a negative result and the 
probability that the plants are disease-free.

The antibodies provided by AGDIA is therefore more discriminative 
than the Loewe Phytodiagnostica test, as it demonstrated the lowest prob-
ability of false-negative diagnoses a wider range of  PPV isolates in group 
I (LR-=0.000). In the plant material of the second group of the samples the 
lowest share of false-negative diagnoses were also obtained with the same 
test system.  

conclusіon. The test system of AGDIA is more specific for the screening 
of nursery orchards of six stone fruit crops (plum, myrobalan, peach, apricot, 
sour and sweet cherry) for the presence of PPV. Incongruent diagnoses ob-
tained by different diagnostic systems in all stone fruit plant material may 
evidence that PPV prevalence in the local stone fruit crops orchards has 
been significantly underestimated, resulting in the unintended and harm-
ful propagation of the disease. Both test systems have low discriminatory 
abilities in the detection of local cherry PPV isolates. The local  PPV strains 
require further study by more specific methodes.
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âèßâËÅÍÍß iЗÎËßÒiâ âiÐусу ШàÐÊè сËèâè 
â  ÍàсàäЖÅÍÍßÕ сÕiäÍÎÃÎ сÒÅпу уÊÐàЇÍè

Ðеферат

Ìетою роботи був порівняльний аналіз результатів дослідження ìа-
то÷ників клональних підвоїв і ìато÷но-÷еренкових насаджень на наявність 
вірусних патогенів та підтвердження безвірусного статусу рослинного 
ìатеріалу з використанняì IФÀ-діагностикуìів. В роботі оöінено діагнос-
ти÷ні характеристики двох коìерöійних тестових систеì  для виявлення 
українських ізолятів вірусу шарки сливи в рослинноìу ìатеріалі шести 
кісто÷кових культур, відібраноìу в насадженнях Ñхідного Ñтепу. для 
розрахунку показників операöійної потужності ìетоду  DAS-ELISA було 
використано стандартну ìетодологію. Àналіз  діагности÷них даних  було 
проведено з використанняì 2х2 таблиöі спряженості ознак. для оöінки 
валідності  двох тестових систеì для ідентифікаöії локальних ізолятів 
вірусу шарки сливи було розраховано  наступні діагности÷ні показники: 
÷утливість, спеöифі÷ність,  негативне та позитивне предиктивні зна÷ення, 
негативне та позитивне відношення правдоподібності.  Було показано, 
що тестова систеìа виробниöтва AGDIA є більш спеöифі÷ною та більш 
надійно визна÷ає статус інфікованого вірусоì шарки сливи рослинного 
ìатеріалу, що дозволяє більш ефективно його викорінювати. Öя тестова 
систеìа є більш придатною для скринінгових обстежень в локальних 
ìато÷них насадженнях і більш надійно забезпе÷ує вирощування вільного 
від вірусу шарки сливи садивного ìатеріалу. Неузгодженість діагнозів, 
отриìаних різниìи систеìаìи для всіх шести кісто÷кових культур  свід-
÷ить про те, що поширення вірусу шарки сливи в локальних насадженнях  
ìоже бути зна÷но недооöінениì, що сприяє небезпе÷ноìу поширенню  
öього захворювання.  

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : відношення правдоподібності, вірус шарки сли-
ви, поліклональні антитіла, предиктивне зна÷ення, спеöифі÷ність, штаìи 
вірусу шарки сливи.
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âЫßâËÅÍèÅ  èЗÎËßÒÎâ âèÐусà ШàÐÊè сËèâЫ 
â  ÍàсàЖäÅÍèßÕ âÎсÒÎчÍÎé сÒÅпè уÊÐàèÍЫ

Ðеферат

Öелью данной работы явился сравнительный анализ результатов 
исследования ìато÷ников клоновых подвоев и ìато÷но-÷еренковых на-
саждений на нали÷ие вирусных патогенов и подтверждение безвирусного 
статуса растительного ìатериала с использованиеì ÈФÀ-диагностикуìов. 
В статье оöенены диагности÷еские характеристики двух коììер÷еских 
тестовых систеì для выявления украинских изолятов вируса шарки сливы 
в растительноì ìатериале шести косто÷ковых культур, отобранноì в 
насаждениях Восто÷ной Ñтепи. для рас÷ета показателей операöионной 
ìощности ìетода DAS-ELISA была использована стандартная ìетодоло-
гия. Àнализ диагности÷еских данных был проведен с использованиеì 2х2 
таблиöы сопряженности признаков. для оöенки валидности двух тестовых 
систеì для идентификаöии локальных изолятов вируса шарки сливы были 
расс÷итаны следующие диагности÷еские показатели: ÷увствительность, 
спеöифи÷ность, отриöательное и положительное предиктивные зна÷ения, 
отриöательное и положительное отношения правдоподобия. Было пока-
зано, ÷то тестовая систеìа производства AGDIA является более спеöи-
фи÷еской и более надежно определяет статус инфиöированного вирусоì 
шарки сливы растительного ìатериала, ÷то позволяет более эффективно 
его искоренять. Эта тестовая систеìа является более подходящей для 
скрининговых обследований в локальных ìато÷ных насаждениях и бо-
лее надежно обеспе÷ивает выращивание свободного от вируса шарки 
сливы посадо÷ного ìатериала. Несогласованность диагнозов, полу÷енных 
разныìи систеìаìи для всех шести косто÷ковых культур свидетельствует 
о тоì, ÷то распространение вируса шарки сливы в локальных насаждени-
ях ìожет быть зна÷ительно недооöененныì, ÷то способствует опасноìу 
распространению этого заболевания.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : отношения правдоподобия, вирус шарки 
сливы, поликлональные антитела, предиктивные зна÷ения, спеöифи÷ность, 
штаììы вируса шарки сливы.
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 у 2012 ÐÎÖi

àвтори
¹ 

вип.
¹ 

стор.

Авдєєва Л.В. див. Харõота Ì.А. 2 60

Аëєксєєнко О.Ì., Жерносєкова i.В., Вінніков А.i.
Вив÷ення дії культуральної рідини стрептоìіöета на накопи÷ення 
біоìаси Pleurotus ostreatus

1 66

Андріяш Г.С., Забоëотна Г.Ì., Шуëьãа С.Ì.
Ðегулювання та шляхи інтенсифікаöії біосинтезу лізину

4 6

Артеменко А.Г. див. Декіна С.С. 4 44

Баãаєва О.С. див. Ужевська С.П. 1 85

Барштейн В.Ю. див. Круподьорова Т.А. 1 47

Бєëяєва Т.О. див. Гудзенко Т.В. 4 36

Бисов А.С. див. Руднєва Т.О. 4 29

Біëоіваненко С.О. див. iваниця В.О. 3 74

Бëайда i.А., Васиëьєва Т.В., Сëюсаренко Л.i., Хитрич В.Ф., 
iваниця В.О.
Вилу÷ення  рідкісних та кольорових ìеталів угрупованняìи 
ìікроорганізìів золи від спалювання павлоградського вугілля

3 91

Бобрешова Н.С. див. Ìірось С.Л. 2 52

Бойко Ì.i. див. Древаëь К.Г. 4 64

Броварська О.С. див. Грицай Р.В. 2 20

Буõтіяров А.Є. див. Гудзенко Т.В. 4 36

Буõтіяров А.Є. див. iваниця В.О. 4 76

Варбанець Л.Д. див. Грицай Р.В. 2 20

Варбанець Л.Д. див. Грицай Р.В. 3 6

Васиëьєва Н.Ю., Гудзенко Т.В., Панченко Ì.Ì., iваниця В.О.
Оптиìізаöія складу поживного середовища для ентоìопатогенних 
бактерій штаìу Bacillus thuringiensis ONU 15

4 52

Васиëьєва Т.В. див. Бëайда i.А. 3 91

Васиëьєва Н.Ю. див. Серãєєва Ж.Ю. 4 18
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àвтори
¹ 

вип.
¹ 

стор.

Веëиãодська А.К. див. Федотов О.В. 3 44

Веëиãодська А.К., Федотов О.В.
порівняльна характеристика загального вìісту каротиноїдів у деяких 
видів базидіальних грибів

4 84

Вінніков А.i. див. Аëєксєєнко О.Ì. 1 66

Воëювач О.В. див. Гудзенко Т.В. 4 36

Гаëкін Б.Ì. див. Паõомова Є.Ю. 3 55

Гаëкін Б.Ì. див. Русакова Ì.Ю. 2 89

Гаëкін Ì.Б. див. Паõомова Є.Ю. 3 55

Гаëкін Ì.Б., Ліманська Н.В., Фіëіпова Т.О., iваниця В.О.
Форìування біоплівки бактеріяìи Lactobacillus plantarum на коренях 
рослин Lepidium sativum L.

3 34

Гаëкін Б.Ì. див. Зінченко О.Ю. 2 69

Гаëушка А.А., Горішний Ì.Б., Куëачковський О.Р., Гудзь С.П.
Вплив гідроген сульфіду на фотосинтезувальний апарат бактерій 
Chlorobium limicola IMB K-8

1 39

Гнатуш С.О. див. Горішний Ì.Б. 3 65

Гоëубець О.В. див. Грицай Р.В. 2 20

Горішний Ì.Б. див. Гаëушка А.А. 1 39

Горішний Ì.Б., Гудзь С.П.
Особливості конструктивного анаболізìу вуглеводів у клітинах зеле-
них сіркових бактерій Chlorobium  limicolа IÌВ Ê-8

2 79

Горішний Ì.Б., Гудзь С.П., Гнатуш С.О.
Вплив ìінерального та органі÷ного живлення на кількісні зìіни 
фотореакöійних ìолекул у клітинах Chlorobium limicolа IÌВ Ê-8

3 65

Горшкова О.Г. див. Гудзенко Т.В. 4 36

Грицай Р.В., Варбанець Л.Д.
ralstonia solanacearum: особливості біології і ідентифікаöії

3 6

Грицай Р.В., Гоëубець О.В., Броварська О.С., Варбанець Л.Д.
ліпополісахариди ralstonia solanacearum: жирнокислотний склад і 
біологі÷на активність

2 20

Гриценко Н.А. див. Хом’як Д.i. 1 31

Гришко В.Ì., Коріновська О.Ì.
Ñтійкість ìікроìіöетів до суìісної дії сполук важких ìеталів

3 82

Гудзенко Т.В. див. Васиëьєва Н.Ю. 4 52
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àвтори
¹ 

вип.
¹ 

стор.

Гудзенко Т.В. див. iваниця В.О. 4 76

Гудзенко Т.В. див. Ìірось С.Л. 2 52

Гудзенко Т.В., Воëювач О.В., Бєëяєва Т.О., Конуп i.П., Буõтіяров А.Є., 
Заõарія О.Ì., Лісютин Г.В., Горшкова О.Г., iваниця В.О.
Вилу÷ення ìіді (II) та нікелю (II) із конöентрованих водних роз÷инів 
глиною, хітозаноì та іììобілізованиìи бактеріяìи

4 36

Гудзь С.П. див. Гаëушка А.А. 1 39

Гудзь С.П. див. Горішний Ì.Б. 2 79

Гудзь С.П. див. Горішний Ì.Б. 3 65

Декіна С.С., Овсепян А.Ì., Артеменко А.Г., Романовська i.i., 
Кузьмін В.Є.
дослідження впливу іонів ìеталів на активність лізоöиìу ìетодоì 
QSÀR аналізу

4 44

Древаëь К.Г., Бойко Ì.i.
Ферìентативна активність препаратів екзоöелюлаз базидіоìіöетів та 
ниж÷их грибів

4 64

Дуденко Ю.Ю., Ìірось С.Л., iваниця В.О.
Біологі÷но активні сполуки лікарського гриба ganoderma lucidum 
(Curt.:Fr) P. Karst

2 6

Дуденко Ю.Ю. див. Ìірось С.Л. 2 52

Ертëе Т. див. Ліманська Н.В. 2 30

Жерносєкова i.В. див. Аëєксєєнко О.Ì. 1 66

Забоëотна Г.Ì. див. Андріяш Г.С. 4 6

Заєць В.Ì., Кітам В.О., Рущак В.В., Ìаксимчук О.В., Чащин 
Ì.О.
Гетерологі÷на експресія рекоìбінантного öитохроìу Ð450 2Å1 ìиші  
в escherichia coli

2 41

Заõарія О.Ì. див. Гудзенко Т.В. 4 36

Заõарія О.Ì. див. iваниця В.О. 4 76

Зінченко О.Ю., Шматкова Н.В., Сейфуëëіна i.i., Гаëкін Б.Ì., 
Фіëіпова Т.О.
Àнтиìікробна активність похідних ізонікотинової кислоти та коìплексів 
стануìу(IV) на їх основі

2 69

iваниця В.О. див. Бëайда i.А. 3 91

iваниця В.О. див. Васиëьєва Н.Ю. 4 52
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àвтори
¹ 

вип.
¹ 

стор.

iваниця В.О. див. Гаëкін Ì.Б. 3 34

iваниця В.О. див. Дуденко Ю.Ю. 2 6

iваниця В.О., Біëоіваненко С.О.
Чисельність та таксоноìі÷ний склад дріжджів прибережної акваторії 
острова Зìіїний

3 74

iваниця В.О. див. Гудзенко Т.В. 4 36

iваниця В.О. див. Ліманська Н.В. 2 30

iваниця В.О. див. Ìірось С.Л. 2 52

iваниця В.О. див. Серãєєва Ж.Ю. 4 18

iваниця В.О. див. Ужевська С.П. 1 85

iваниця В.О., Буõтіяров А.Є., Лісютін Г.В., Заõарія О.Ì., 
Гудзенко Т.В.
Àкуìуляöія важких ìеталів бактеріяìи роду Pseudomonas

4 76

iваниця Т.В. див. Ліманська Н.В. 2 30

Кітам В.О. див. Заєць В.Ì. 2 41

Конон А.Д. див. Хом’як Д.i. 1 31

Конуп i.П. див. Гудзенко Т.В. 4 36

Коріновська О.Ì. див. Гришко В.Ì. 3 82

Коротаєва Н.В. див. Ліманська Н.В. 2 30

Косюãа А.А. див. Русакова Ì.Ю. 2 89

Криëова К.Д. див. Серãєєва Ж.Ю. 4 18

Круподьорова Т.А., Барштейн В.Ю.
Àльтернативні субстрати для культивування лікарських та їстівних 
грибів

1 47

Кузнєцов В.О.
Наукова і педагогі÷на діяльність професора  Юрія Васильови÷а 
Ìедведєва (05.09.1903 – 06.09.1969 рр.)

1 94

Кузьмін В.Є. див. Декіна С.С. 4 44

Куëачковський О.Р. див. Гаëушка А.А. 1 39

Ліманська Н.В. див. Гаëкін Ì.Б. 3 34

Ліманська Н.В.
Захист винограду від бактеріального раку

1 6

Ліманська Н.В. див. Серãєєва Ж.Ю. 4 18
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àвтори
¹ 

вип.
¹ 

стор.

Ліманська Н.В., iваниця Т.В., Шуазе i., Коротаєва Н.В., 
Серãєєва Ж.Ю., Шобер Ж.-Ì., iваниця В.О., Ертëе Т.
Вплив бактеріоöину enterococcus durans на збудника бактеріального 
вілту

2 30

Лісютин Г.В. див. Гудзенко Т.В. 4 36

Лісютін Г.В. див. iваниця В.О. 4 76

Ìаксимчук О.В. див. Заєць В.Ì. 2 41

Ìірось С.Л. див. Дуденко Ю.Ю. 2 6

Ìірось С.Л., Дуденко Ю.Ю., Бобрешова Н.С., Гудзенко Т.В., 
iваниця В.О.
Åлектрофорети÷ні спектри карбоксилестераз ganoderma lucidum 
(Curtis: Fr.) P. Karst залежно від уìов екстрагування та субстрату 
для вирощування

2 52

Ìороз О.Ì., Русин i.Б.
Використання сполук нітрогену бактеріяìи öиклу сульфуру озера 
Яворівське

2 96

Овсепян А.Ì. див. Декіна С.С. 4 44

Осадча А.i. див. Харõота Ì.А. 2 60

Панченко Ì.Ì. див. Васиëьєва Н.Ю. 4 52

Паõомова Є.Ю., Гаëкін Ì.Б., Гаëкін Б.Ì., Фіëіпова Т.О.
Вплив вісìутових коìплексів порфіринів і бактеріофага на форìування 
біоплівки та синтез піоöіаніну Pseudomonas aeruginosa

3 55

Пироã Т.П. див. Хом’як Д.i. 1 31

Пироã Т.П. див. Шуëякова Ì.О. 1 57

Поëіщук В.П. див. Руднєва Т.О. 4 29

Романовська i.i. див. Декіна С.С. 4 44

Романовська i.i., Шестеренко Ю.А., Севастьянов О.В.
Видалення фенолу з ìорської води з використанняì вільної і 
іììобілізованої тирозинази грибів Agaricus bisporus

1 23

Руднєва Т.О., Шевченко Т.П., Цвіãун В.О., Шамрайчук В.О., 
Бисов А.С., Поëіщук В.П.
Віруси перöю солодкого у агроöенозах Óкраїни та насіннєвоìу 
ìатеріалі

4 29

Русакова Ì.Ю., Гаëкін Б.Ì., Фіëіпова Т.О., Косюãа А.А.
Àнтифузаріозна активність екзоìетаболітів деяких штаìів роду 
Pseudomonas

2 89
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àвтори
¹ 

вип.
¹ 

стор.

Русин i.Б. див. Ìороз О.Ì. 2 96

Рущак В.В. див. Заєць В.Ì. 2 41

Севастьянов О.В. див. Романовська i.i. 1 23

Сейфуëëіна i.i. див. Зінченко О.Ю. 2 69

Серãєєва Ж.Ю. див. Ліманська Н.В. 2 30

Серãєєва Ж.Ю., Криëова К.Д., Ліманська Н.В., Васиëьєва Н.Ю., 
Товкач Ф.i., iваниця В.О.
Вплив Lactobacillus plantarum ONU 87 та автолізату бактерій erwinia 
carotovora ZM1 на інфекöійність збудників ì’якої гнилі

4 18

Ситніков Д.Ì.
Åконоìі÷на доöільність застосування ризобіальних препаратів, 
ìодифікованих гоìологі÷ниì лектиноì

1 75

Сëюсаренко Л.i. див. Бëайда i.А. 3 91

Тіãунова О.О. див. Ткаченко А.Ф. 3 17

Ткаченко А.Ф., Тіãунова О.О., Шуëьãа С.Ì.
Ìікробні ліпіди – альтернативне джерело сировини для біопалива

3 17

Товкач Ф.i. див. Серãєєва Ж.Ю. 4 18

Ужевська С.П., Баãаєва О.С., iваниця В.О.
Ìікроìіöети як об’єкти живлення кліщів тарcонеìід (Tarsonemidae, 
Heterostigmata)

1 85

Федотов О.В. див. Веëиãодська А.К. 4 84

Федотов О.В., Веëиãодська А.К.
Загальний вìіст поліфенольних ре÷овин у деяких видів 
базидіоìіöетів

3 44

Фіëіпова Т.О. див. Гаëкін Ì.Б. 3 34

Фіëіпова Т.О. див. Паõомова Є.Ю. 3 55

Фіëіпова Т.О. див. Русакова Ì.Ю. 2 89

Фіëіпова Т.О. див. Зінченко О.Ю. 2 69

Харõота Ì.А., Осадча А.i. , Авдєєва Л.В.
Êоìпозиöійні співвідношення пробіоти÷них штаìів B. subtilis та 
пребіотиків для синбіоти÷ного препарату

2 60

Хитрич В.Ф. див. Бëайда i.А. 3 91

Хом’як Д.i., Гриценко Н.А., Конон А.Д., Пироã Т.П.
Вплив органі÷них кислот на синтез поверхнево-активних ре÷овин за 
уìов росту nocardia vaccinii K-8 на гліöерині

1 31
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стор.

Цвіãун В.О. див. Руднєва Т.О. 4 29

Чащин Ì.О. див. Заєць В.Ì. 2 41

Шамрайчук В.О. див. Руднєва Т.О. 4 29

Шевченко Т.П. див. Руднєва Т.О. 4 29

Шевчук Т.А. див. Шуëякова Ì.О. 1 57

Шестеренко Ю.А. див. Романовська i.i. 1 23

Шматкова Н.В. див. Зінченко О.Ю. 2 69

Шобер Ж.-Ì. див. Ліманська Н.В. 2 30

Шуазе i. див. Ліманська Н.В. 2 30

Шуëякова Ì.О., Пироã Т.П., Шевчук Т.А.
деякі законоìірності синтезу поверхнево-активних ре÷овин за уìов 
культивування rhodococcus erythropolis  IÌВ Àс-5017 на суìіші 
ростових субстратів 

1 57

Шуëьãа С.Ì. див. Андріяш Г.С. 4 6

Шуëьãа С.Ì. див. Ткаченко А.Ф. 3 17
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²ÍФÎÐÌàÖiéÍÅ пÎâiäÎÌËÅÍÍß äËß àâÒÎÐiâ

Науковий журнал «Ìікробіологія і біотехнологія» запрошує Вас  до 
співпраöі з питань висвітлення результатів нау кових досліджень у галузі 
ìікробіології і біотехнології. 

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

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

Ìова (мови) видання: українська, російська, англійська.

Ðубрики журналу: «Оглядові та теорети÷ні статті», «Åкспериìен-
тальні праöі», «дискусії», «Êороткі повідоìлення», «Хроніка наукового 
життя», «Ñторінки історії», «Ювілеї і дати», «Ðеöензії», «Êнижкова 
полиöя».

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

 
âимоги до оформлення статей, які подаються до редакції жур-

налу:
Ñтаття ìає відповідати теìати÷ноìу спряìуванню журналу і, відповід-

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

до друку прийìаються статті (2 приìірники) обсягоì не більше 10 
сторінок (з урахуванняì рисунків, таблиöь і підписів до них, анотаöії, 
реферату, списку літератури), огляди – до 15 стор., реöензії – до 3 стор., 
короткі повідоìлення – до 2 стор.

до рукопису додається електронний  варіант статті ìовою оригіна-
лу та англійською ìовою на дискові (Word, шрифт Times New Roman, 
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кегль 14, інтервал автоìати÷ний, не більше 30 рядків на сторінöі, 
поля по 2 сì).

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

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

– назва статті великиìи літераìи;
– анотаöія із зазна÷енняì новизни результатів дослідження (до 

200  слів);
– клю÷ові слова (не більше п`яти);

Òекст статті має включати такі складові: вступ; ìатеріали і ìетоди; 
результати та їх обговорення; висновки; література.

до кожного приìірника статті додається анотаöія ìовою оригіналу 
та реферати українською / російською (в залежності від ìови оригіналу 
статті), та англійською ìоваìи  (кожен реферат на окреìоìу аркуші).  
Особливу увагу слід приділяти написанню резюìе статті англійською 
ìовою. для öього доöільно користуватися послугаìи кваліфікованих 
спеöіалістів-лінгвістів з подальшиì науковиì редагуванняì тексту 
автороì(ìи).

перед словоì «реферат» необхідно написати прізвища та ініöіали 
авторів, назви  установ, адреси, повну назву статті відповідною ìовою. 
після тексту реферату з абзаöу розìіщуються клю÷ові слова. 

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

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

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

латинські біологі÷ні назви видів, родів подаються курсивоì латини-
öею. 

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

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

Òаблиöі ìають бути коìпактниìи,  ìати порядковий ноìер; графи, 
колонки ìають бути то÷но визна÷ениìи логі÷но і графі÷но. Ìатеріал таб-
лиöь (як і рисунків) ìає бути зрозуìілиì і не дублювати текст статті. 
Öифровий ìатеріал таблиöь слід опраöювати статисти÷но. 
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Ðисунки виконуються у вигляді ÷ітких креслень (за допоìогою 
коìп’ютерного графі÷ного редактора у форìаті TIF, JPG). Осі координат 
на графіках ìають бути позна÷ені. Ðисунки розìіщуються у тексті статті 
та дублюються окреìиì файлоì на CD.

підписи, а також пояснення, приìітки до таблиöь та рисунків по-
даються ìовою оригіналу та англійською.

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

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

Ó посиланні наводять прізвища усіх авторів. В експериìентальних 
праöях ìає бути не більше 15 посилань літературних джерел. патентні 
докуìенти розìіщуються у кінöі списку посилань.

 ЗÐàЗÊè пÎсèËàÍь ËiÒÅÐàÒуÐè

Íа книги

Векірчик  К.Ì. Ìікробіологія з основаìи вірусології. – Ê.: либідь, 
2001. – 312 с.                                  

Патика В.П.,  Òихонови÷ I.À. Ìікроорганізìи і альтернативне зеì-
леробство. – Ê.: Óрожай, 1993. – 176 с.              

Промышëенная ìикробиология / под ред. Н.Ñ. Åгорова. – Ì.: Высш. 
шк., 1989. – 688 с.

Ìетоды общей бактериологии: В 3 т. / под ред. Ф. Герхардта. – Ì.: 
Ìир, 1983. – Ò. 1. – 536 с.; Ò. 2. – 470 с.; – Ò. 3. – 263 с.

Шëеãеëь Г. Общая ìикробиология. – Ì.: Ìир, 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.

Íа журнальні статті

Подãорский В.С. Ñистеìати÷еское положение, экологи÷еские аспекты 
и физиолого-биохиìи÷еские особенности ìикроорганизìов, иìеющих 
проìышленное зна÷ение // Ìікробіол. журн. – 1998. – 60, ¹ 5. – Ñ. 27–42.

Aндреюк Е.И., Козëова И.А., Рожанская А.Ì. Ìикробиологи÷еская 
коррозия строительных ìатериалов // Биоповреждения в строитель-
стве. – Ì.: Ñтройиздат, 1984. – Ñ. 209–221.
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Гëоба Л.i., Подорван Н.i. Біотехнологія о÷ищення забрудненої при-
родної води // Вісник ОНÓ. – 2001. – т. 6, в. 4. – Ñ. 65–67. 

eaton r.W., ribbons d.V. Utilization of phtalate esters by micrococci // 
Arch. Microbiol. – 1982. – 132, ¹ 2. – P. 185–188.

Íа тези доповідей

Ìацеëюõ Б.П. Ðозробка біотехнології одержання  ландоìіöину Å // 
Ìіжнародна наук. конф. «Ìікробні біотехнології» (Одеса, вересень, 
2006 р.): тез. доп. – О.: «Àстропринт», 2006. – Ñ. 17.

Íа депоновані наукові роботи

Лопатина Н.В., Терентьев А.Н., Натаëич Л.А., Янãуëов Ш.У. Опти-
ìизаöия  питательной среды для культивирования вакöинного штаììа 
÷уìного ìикроба с приìенениеì ìетода ìатеìати÷еского планирования 
экспериìента / Ðедкол. «Ìикробиол. журн.» – Ê., 1991. – 7 с. – деп. 
в ВÈНÈÒÈ 03.01.92, ¹ 1-В92.

Íа стандарти

ГОСТ 20264.4-89. препараты ферìентные. Ìетоды определения 
аìилолити÷еской активности. – Ì.: Èзд-во стандартов, 1989. – 17 с.

Íа автореферати дисертацій

Онищенко О.Ì. Òаксоноìія і антибіоти÷на активність  Alteromonas-
подібних бактерій Чорного ìоря: Àвтореф. дис. ... канд. біол. наук. Ê., 
2003. – 21 с.

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

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

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

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

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

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

scientific journal «microbiology and biotechnology»  
invites you to spotlight

aіms. Journal «Microbiology and biotechnology» publishes primary 
research papers on microbiology and biotechnology of prokaryotic (bacteria, 
archaea) and eucaryotic (fungi, microscopic algae, protozoa) microorganisms, 
viruses.

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

languages: Ukrainian, Russian, English.

types of publіcatіons: «Observation and theoretical articles», «Ex-
perimental works», «Reviews», «Original Research Papers», «Discussions», 
«Short communications», «Conferences, congresses, trend schools», «Scien-
tific life chronicles», «Pages of History», «Anniversaries», «Book rewievs», 
«Bookshelf».

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

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

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

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

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

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

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

•	 article title uppercase;
•	 article abstract (should not exeed 200 words);
•	 key words pertaining to the subject matter (5 maximum).
The manuscript should be divided into the following sections: 

introduction, materials and methods, resuts and discussion, concluding 
remarks, and references.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

books
Bergeys Manual of Systematic Bacteriology. – 9th ed. – Baltimore; 

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

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

Journals
eaton r.W., ribbons d.V. Utilization of phtalate esters by micrococci 

// Arch. Microbiol. – 1982. – 132, ¹ 2. – P. 185–188.
The date of article acceptance is that one when the final variant comes 

to the publisher after a prepublication review. 
After obtaining the proof sheet the author should correct mistakes 

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

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

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

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

medicine, laboratory equipment, research diagnosticums, tests, reagents 
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