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Реферат. Изложены обучающие методические приемы при работе с микробами – продуцентами 
бактериоцинов и с этими субстанциями. Методология таких исследований предполагает наличие не 
только потенциального продуцента, но и индикаторных культур гомологичного и гетерологичного 
таксономического положения с продуцентом, т.к. бактериоцины действуют прежде всего на близ-
кородственные микроорганизмы. Эти индикаторные культуры могут быть использованы также для 
определения уровня антибактериальной активности. Количественную оценку синтезирующей актив-
ности штамма-продуцента можно выполнить по предлагаемой авторской методике. С этой целью 
необходимо провести измерение диаметров колонии продуцента и зоны торможения роста индика-
торной культуры после выращивания изучаемого микроба на плотной среде. Активность синтезиро-
ванного бактериоцина, содержащегося в культуральной жидкости после культивирования потенци-
ального штамма-продуцента, рекомендуется изучать, выполнив разведения в жидкой среде или внося 
их в цилиндры или лунки, которые сделаны в плотной питательной среде. Для титрования вещества 
вносится аликвота индикаторной культуры в жидкую среду или она предварительно вносится на по-
верхность плотной диффузионной среды.



«Инновации и продовольственная безопасность»  № 3 (25)/2019	 59

Достижения ветеринарной науки и практики
Achievements of veterinary science and practice

METHODOLOGICAL TECHNIQUES FOR TEACHING THE WORK WITH ANTAGONISTIC 
BACTERIOCINPRODUCING MICROORGANISMS

1 A.M. Abdullayeva, 2 L.P. Blinkova, 1 D.I. Udavliyev, 1 Ch.K. Avylov,  2 Yu.D. Pakhomov
1Moscow State University of Food Production  

2I.I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera

Key words: bacteriocins, indicator cultures, producers, microorganisms.

Abstract. The article sets out teaching methods for working with microbes - bacteriocin producers and 
with these substances. The Introduction of the article provides brief information about bacteriocins, which 
gives an idea of what are bacteriocins, that they are synthesized on ribosomes and why they can be an alter-
native to antibiotics. Such bacteriocin properties as antagonistic activity, non-toxicity and a sparing effect on 
the body, low frequency of resistant cell formation in microorganisms, the possibility of practical use of the 
substance for the treatment of infection or against bacterial contamination of food as preservatives are the 
motivation to study the secreted microorganisms for the ability to synthesize bacteriocin.

В связи с  широким распространением антагонистических взаимоотношений между ми-
кроорганизмами при анализе микробиоты, высеваемой из обсемененных пищевых продуктов, 
воды, объектов окружающей среды, медицинских и ветеринарных образцов, целесообразно 
проводить изучение микробов на продукцию ингибиторных веществ.

К наиболее мощным антагонистическим субстанциям относятся бактериоцины (BC) [1–
16]. В группу бактериоцинов входят антибактериальные субстанции, активность которых свя-
зана с полипептидами или с белками, имеющими более значительную молекулярную массу [1, 
5]. Бактериоцины имеют отличия в спектре действия на чувствительные близкородственные 
микроорганизмы, в  генетическом контроле продукции вещества, биохимических свойствах, 
механизме действия. Для BC-грамположительных микробов характерным является более ши-
рокий диапазон поражающего действия, чем для BC -грамотрицательных.

Полипептидные бактериоцины считают во многом сходными с антибиотиками. Так, ни-
зин, синтезируемый штаммами Lactococcus lactis, многие годы считали антибиотиком, но 
затем на основании молекулярной массы менее 3000 Da и по другим присущим бактери-
оцинам характеристикам вещество квалифицировали как бактериоцин. Одно из главных 
отличий бактериоцинов от антибиотиков состоит в  том, что синтез первых осуществля-
ется на рибосомах, а вторых – вне рибосом при участии специфических ферментов [1, 5]. 
Вследствие недостатков, выявленных при использовании антибиотиков (быстрое образова-
ние резистентных микробов и, следовательно, снижение лечебного действия, аллергизация 
и другие побочные эффекты) вновь появился интерес к выявлению бактериоцинсинтезиру-
ющих микроорганизмов и изучению этих веществ [8–10, 12]. Скрининг культур – проду-
центов бактериоцинов проводят с целью получения новых антибактериальных препаратов, 
применяемых в разных областях. В связи с тем, что в некоторых случаях вместе с бактери-
оцинами могут синтезироваться токсические субстанции, имеющие общую детерминанту 
генетического контроля их синтеза, целесообразно проводить изучение образцов пищевых 
продуктов, клинического и ветеринарного материала, проб из объектов окружающей среды 
и  выделенных из них микроорганизмов на токсичность. Это обеспечит биобезопасность 
людей и животных.

Следует указать, что для детекции бактериоцинпродуцирующей активности у микробов 
необходимо иметь индикаторные штаммы с  широкой чувствительностью к  бактериоцинам 
разных классов. Целесообразно создать набор бактериальных штаммов-индикаторов, чув-
ствительных к  синтезируемым веществам, от грамположительных и  от грамотрицательных 
продуцентов. В первую очередь, для тестирования следует использовать культуры-индикаторы 
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из таксономически близкородственных бактерий (для E. coli нужны индикаторы E. coli, для 
Streptococcus spp. – стрептококковые, для Staphylococcus spp. – стафилококковые штаммы).

При выявлении бактериоцинпродуцирующих микроорганизмов большое значение имеют 
оптимально подобранные питательные среды, которые должны не только обеспечивать рост ми-
кроба-продуцента и индикаторного штамма, но и способствовать диффузии выделяемого бакте-
риоцина в плотную или жидкую среду. К таким средам для неприхотливых бактерий относятся 
агаризованные отечественные среды АГВ и Гаузе, а также интернациональная среда Мюллера-
Хинтона. В  некоторых случаях можно использовать питательный агар, но с  низким уровнем 
плотности (не более 1,1 % агар-агара в среде). Жидкими средами для получения антагонистиче-
ских субстанций могут быть аналогичные среды, в которые для усиления продукции целевого 
продукта можно вносить стимулирующие вещества (аминокислоты, углеводы, витамины и т. д.).

Необходимо отметить, что должна быть правильно выбрана температура инкубации посевов 
продуцентов. Следует учесть, что для роста культур – потенциальных продуцентов бактериоци-
нов и синтеза этих веществ могут требоваться разные температуры. Например, если для роста E. 
coli оптимальный температурный режим будет 37 °C, то для синтеза вещества предпочтительнее 
выбрать 28 °C. Методически эти условия создают, варьируя температурные показатели. Можно 
выбирать более медленный рост культуры, если синтез бактериоцина идет одновременно с ро-
стом. Если биосинтез бактериоцина, например, у  стрептококка, идет в  постлогарифмической 
фазе роста продуцента, то температуру рекомендуется снизить с 37 °C до 28 °C [3].

Значительную роль в успешном выявлении продукции бактериоцинов играет время выра-
щивания потенциального продуцента до момента тестирования. Наиболее предпочтительный 
вариант – метод отсроченного антагонизма. В этом случае вначале выращивают испытуемую 
культуру (48–72 ч), а затем ставят тест на наличие бактериоцина с использованием индикатор-
ного штамма. Если культивирование потенциального продуцента проводили в жидкой среде, 
то для испытаний на наличие антагонистического вещества используют освобожденную от 
бактериальных клеток и стерилизованную (например, фильтрацией, хлороформом или кипя-
чением) культуральную жидкость (КЖ). Однако некоторые бактериоцины являются термола-
бильными, и, следовательно, наиболее адекватным методом является стерилизирующая филь-
трация. Концентрацию бактериоцина в  КЖ можно определить, добавляя штамм-индикатор 
с определенной численностью клеток (10–4–10–5 клеток/мл) в емкости с 2–10-кратными разве-
дениями КЖ. В качестве разводящей субстанции может использоваться среда выращивания 
или физиологический раствор с нейтральной величиной pH (7,0–7,2), т. к. щелочные или кис-
лые значения pH могут действовать на бактериоцин разрушающе. Титром (показателем актив-
ности) бактериоцина будет считаться последняя прозрачная пробирка разведений без роста 
индикаторного штамма.

При тестировании выделенных потенциальных продуцентов на агаризованной среде поло-
жительный результат на синтез BC выглядит в виде зоны задержки роста штамма-индикатора 
вокруг колонии продуцента. Интенсивность продукции BC можно оценить, рассчитав показа-
тель ингибиции (K) по авторской формуле

ç

ê

,
d

K
d

=

где dз – диаметр зоны ингибиции роста индикатора, мм;
dк – диаметр колонии штамма-продуцента, мм [4, 6].
Чем больше коэффициент ингибиции, тем более мощным продуцентом бактериоцина яв-

ляется изучаемая культура.
Использование среднего коэффициента ингибиции, вычисленного для 6–10 колоний, по-

зволяет объективно оценить активность продукции бактериоцина тестируемого штамма вне 
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зависимости от диффузных характеристик среды, влияющих на размер зоны торможения ро-
ста индикатора.

Один штамм микроба может синтезировать разные классы бактериицинов, которые вы-
являют на разных индикаторах или по характерному виду зоны ингибиции. В  КЖ кроме 
выявленных бактериоцинов могут присутствовать токсические субстанции. Поэтому КЖ 
проверяют дополнительно на токсичность. Для этого можно использовать тест на безвред-
ность для животных. КЖ вводят внутрибрюшинно белым мышам в  дозе 0,5–1 мл. Более 
простым является испытание КЖ в тесте с инфузориями или различными микроракообраз-
ными. В обоих случаях вещество будет безвредным, если гибели мышей или рачков не на-
блюдается.

Приведем методический пример проведения анализа на продукцию бактериоцинов у ми-
кроорганизмов, выделенных из санитарных, клинических и других образцов [3, 4, 6–8].

Тестируемая на наличие BC культура в течение 18–24 ч культивируется на оптимальных 
питательных средах: на скошенном в виде «косяка» питательном агаре или в жидкой питатель-
ной среде, пригодной для выращивания предполагаемого продуцента BC. В чашки Петри (диа-
метром 60 мм) «уколом» высеваются испытуемые штаммы для получения через 24 или 48–72 ч 
макроколоний. При необходимости получения 2–3 макроколоний «укол» производят на чашки 
с  равноудаленными друг от друга посевами. По истечении указанного срока выросшие ма-
кроколонии инактивируются залитым сверху хлороформом, который должен испариться до 
проведения следующего этапа испытаний. На подготовленную таким способом чашку залива-
ют 0,3–0,5 мл 18–24-часовой бульонной культуры индикаторного штамма (концентрация кле-
ток 10–4–10–5/мл), так, чтобы покрыть макроколонии. Индикаторные культуры можно также 
наслаивать на выросшие колонии продуцента, добавив бактерии в расплавленный и охлаж-
денный до 48–50 °C 0,7 %-й питательный агар, создавая 2–3-миллиметровый поверхностный 
слой. Подготовленных чашек с макроколониями может быть несколько для нанесения разных 
индикаторов. Посевы инкубируют не более 18–24 ч при оптимальной для роста индикаторного 
микроба температуре. При положительном результате измеряют зону торможения роста чув-
ствительного к синтезируемому бактериоцину штамма-индикатора и вычисляют коэффициент 
ингибиции.

Экспресс-тестирование на продукцию бактериоцинов можно проводить с выросшими на 
адекватных средах единичными колониями после засева разведений взятых для анализа об-
разцов. Поскольку в этом случае идентификация выделенного микроорганизма не проведена, 
посев образца с целью получения единичных колоний должен производиться на несколько ча-
шек Петри, чтобы залить на них разные индикаторы. При детекции бактериоцина в КЖ делают 
несколько рядов однотипных разведений, чтобы залить в каждый из рядов соответствующий 
индикаторный штамм.

Активность бактериоцина в чистом виде или в стерильной КЖ можно оценить с исполь-
зованием цилиндров или лунок на плотном агаре, в  которые закапывают разведенную суб-
станцию. Предварительно на поверхность агара вносят штамм-индикатор. Размер зоны вокруг 
цилиндров или лунок указывает на активность BC [3, 4].

Известно, что вследствие мембранопоражающего действия BC на чувствительную бак-
терию получить устойчивые к этому веществу микробы в отличие от антибиотиков не всегда 
удается. Поэтому, а также учитывая, что бактериоцины являются нетоксичными субстанциями, 
следует заключить, что они имеют перед антибиотиками преимущество при их использовании 
в виде консервантов для хранения продуктов или для терапии инфекций (например, низин, 
томицид, стафилококцин и др.) [1–2]. Вследствие этого анализ на продукцию бактериоцинов 
выделенными культурами очень важен.
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