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)АНОТАЦІЯ


Проведено комплексне дослідження, яке включає в себе різні методи, що допомогли виявити присутність антимікобактеріальних властивостей морських штамів бактерій роду Bacillus до Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium  smegmatis  був  використаний,  як  непатогенний  прототип
M. tuberculosis. Оцінили зону затримки роста, її щільність, а також актуальність методів у виявленні антагонізму мікроорганізмів. Було визначено штами роду Bacillus, які проявляють найпомітніші та найефективніші антибіотичні властивості: B. megaterium, B. amyloliguefaciens, B. subtilis з губок та B. atrophoeus. Спростовано методи, що не підходять до виявлення антагонізму.
Роботу викладено на 39 сторінках, вона містить 5 рисунків та 7 таблиць. В роботі наведено посилання на 20 публікацій кирилицею та 18 – латиницею. Ключові слова: Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium tuberculosis,
антагонізм, антибіотичні.


A comprehensive study has been carried out that includes various methods that have revealed the presence of antimycobacterial properties of marine strains of Bacillus species to Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium smegmatis was used as a non-pathogenic prototype of  M. tuberculosis. Evaluated the growth retardation zone, its density, as well as the relevance of methods in detecting the antagonism of microorganisms. The strains of the genus Bacillus were identified which exhibit the most notable and most effective antibiotic properties: B. megaterium, B. amyloliguefaciens, B. subtilis from sponges and B. atrophoeus. Methods that are not suitable for the detection of antagonism are simplified.
The work is presented in 39 pages, it contains 5 figures and 7 tables. Reference is made to 20 publications in Cyrillic and 18 in Latin.
Key	words:	Mycobacterium	smegmatis,	Mycobacterium	tuberculosis, antagonism, antibiotic.
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Розповсюдження туберкульозної інфекції набуває все більш серйозної загрози. Це поширене і у багатьох випадках летальне інфекційне захворювання характеризується хронічним перебігом і частою багатосистемністю уражень. Воно трапляється як серед людей, так і серед тварин. Туберкульоз спричинюють бактерії, відомі як Mycobacterium tuberculosis. Відомо, що майже всі мікобактерії, в тому числі й M. tuberculosis з часом виробляють резистентність до ліків. В основі лікарської стійкості M. tuberculosis до протитуберкульозних препаратів лежать не пов'язані між собою спонтанні хромосомні мутації [Национальный центр биотехнологической информации достижений науки и здравоохранения путем обеспечения доступа к медико–биологических и геномной информации (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov.]. На сьогодні перелік препаратів, здатних ефективно долати туберкульозну інфекцію, вкрай обмежений. Тому створення нових препаратів з антимікобактеріальною дією є першочерговою задачею [Звягинцева и др. 2001].
Сучасна біотехнологія володіє широким спектром методів для отримання біологічно активних сполук, в тому числі, антибіотиків. Рід Bacillus, зокрема антибіотичних властивостей, також має широкий спектр використання у викоритсання у виробленні пробіотиків. Також важлива особливість бацил полягає в тому, що їх генетика добре вивчена і тому вони є перспективним об’єктом для досліджень у подібних галузях [Бакулина и др., 2001].
В умовах науково-дослідної лабораторії тестування активності нових сполук щодо збудника туберкульозу може представляти небезпеку. У зв’язку з цим доцільним є використання модельних мікроорганізмів, що належать до споріднених видів, зокрема, Mycobacterium smegmatis, що є близьким за будовою клітин, але не є патогенним для людини та культивується на звичайних середовищах, на відміну від M. tuberculosis, що потребує дорогих



середовищ та характеризується тривалим часом генерації [Суслова  и др., 2000].
З огляду на вказане вище, метою роботи була розробка технологічної схеми отримання метаболітів бактерій роду Bacillus, виділених з Чорного моря, з пригнічувальною активністю щодо Mycobacterium smegmatis.
Для досягнення мети дослідження виконували наступні завдання:
1. Підібрати середовище для культивування M. smegmatis.
2. Визначити вплив метаболітів представників р. Bacillus на ріст тест-штаму M. smegmatis різними методами.
3. Порівняти активність пригнічення росту мікобактерій при різних методах культивування.
4. Запропонувати технологічну схему отримання препарату з потенційною антимікобактеріальною активністю.
Об’єкт дослідження – біотехнологія отримання протитуберкульозних антибіотиків.
Предмет дослідження – антагоністична активність представників роду
Bacillus щодо Mycobacterium tuberculosis.
Щиро вдячна за допомогу та перейнятий досвід кандидату біологічних наук, доценту Зінченко Оксані Юріївні та Одеському національному університету ім. І. І. Мечникова за надану можливість виконувати наукову роботу.
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ВИСНОВКИ
1. Для   визначення    антагонізму   досліджуваних   представників р. Bacillus щодо Mycobacterium smegmatis непридатне стандартне середовище Левенштейна-Йенсена, що використовується для вирощування мікобактерій. Рекомендоване середовище МПА.
2. У 6 з 20 штамів бактерій р. Bacillus виявлено здатність до пригнічення росту Mycobacterium smegmatis. Більшість культур є представниками виду Bacillus megaterium.
3. Найбільш активним антагоністом щодо M. smegmatis виявився штам №1 B. megaterium, який викликав пригнічення росту тест- мікроорганізму при використанні різних методів.
4. Центрифугування культур бацил при 5, 7 і 10 тисячах обертів протягом 10 хвилин не забезпечує звільнення культуральної рідини від спор. Біотехнологічна схема потребує доопрацювання з використанням інших методів відокремлення культуральної рідини.
 (
8
)


СПИСОК ЛІТЕРАТУРИ
1. Алексеева А. С. Антагонистическая активность растительно- бактериальных ассоциантов / А. С. Алексеева М. Н. Артамонова, Н. И. Потатуркина-Нестерова  //  Фундаментальные  исследования.  –  2013.  –
№ 11-5. – С. 929–932.
2. Бакулина, Л. Ф. Прибыль на основе спорообразующих микроорганизмов рода Bacillus и их использование в ветеринарии / Бакулина Л. Ф., Тимофеев И. В., Перминова Н. Г., Полушкина А. Ф., Печоркина Н. И. // Биотехнология. – 2001. - № 2. – С. 48–56.
3. Биологическая роль бактерий [Электронный ресурс]. – Режим доступа: http://mikrobio.ho.ua/mikro-text12.html.
4. Волошин С. А. Межклеточный взаимодействия в бактериальных популяциях / С. А. Волошин, А. С. Капрельянц // Биохимия. – 2004. – Т. 69, №11. – С. 1555–1564.
5. Демкина Е. В., Образование покоящихся форм Arthrobacter globiformis в автолизирующихся суспензиях / Е. В. Демкина, B. C. Соина, Г. И. Эль- Регистан // Микробиология. –2000. – Т. 69, №3. – С. 383-388.
6. Звягинцева, И. С. Деградация нефтяных масел нокардиоподобними бактериями / И. С. Звягинцева, Е. Г. Суровцева, М.Н. Поглазова, В. С. Ивойлов, С. С. Беляев // Микробиология. – 2001. – Т. 70, № 3. – С. 321– 328.
7. Интернет Учебник Тодора в бактериологии [Электронный ресурс]. Режим доступа:    http://textbookofbacteriology.net/index.html.
8. Лойко Н. Г. Образование покоящихся форм у грамотрицательных хемолитоавтотрофных бактерий Thioalkalivibrio versutus и Thioalkalimicrobium aerophilum./ B. C. Соина, Д. Ю. Сорокин, Л. Л. Митюшина, Г. И. Эль-Регистан // Микробиология, – 2003, – Т. 72, №3. – С. 328–337.


9. Мелентьев А. И. Аэробные спорообразующие бактерии рода Bacillus Cohn. как агенты биологического контроля болезней растений / А. И. Мелентьев – Уфа. – 2000. – 302 c.
10. Национальный центр биотехнологической информации достижений науки и здравоохранения путем обеспечения доступа к медико– биологических и геномной информации (NCBI) [Электронный ресурс]. – Режим доступа: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
11. Олескин А. В. Колониальная организация и межклеточная коммуникация у микроорганизмов./ А. В. Олескин И. В. Ботвинко, Е. А. Цавкелова // Микробиология. – 2000. – Т. 69. – С. 309–327.
12. Плотникова, Е. Г. Бактерии – деструкторы полициклических ароматических углеводородов, выделенные из почв и донных отложений района солеразработки / Е. Г. Плотникова, А. В. Алтынцева, И. А. Кошелева, И. Ф. Пунтус, А. Е. Филонов, Е. Ю. Гаврилов, В. А. Демаков, А. М. Боронин // Микробиология. – 2001. – Т. 70, № 1. – С. 61–69.
13. Савинова А. А. Механизмы антибиотикоустойчивыми микобактерии туберкулеза / А. А. Савинова, Усанина Л. В. // Международный студенческий научный вестник. – 2017. – № 6. – С. 15–20.
14. Салина Б. Образование некультивируемых форм Mycobacterium smegmatis и их характеристика. / Б. Салина, Н. А. Шлеев, А. С. Капрельянц // Сборник статей «Стратегия взаимодействия микроорганизмов с окружающей средой». – Саратов. – Изд–во «Научная книга». – 2005. – С. 156–162.
15. Салина Е. Г. Роль межклеточных взаимодействий при образовании и реактвации «некультивируемых» микобактерий. / Е. Г. Салина, Г. Н. Вострокнутов, Н. А. Шлеев, А. С. Капрельянц // Микробиология. – 2006.
– Т. 75, №4. – С. 502–508.
16. Сузина Н. Е. Тонкое строение покоящихся клеток некоторых неспорообразующих бактерий. / Н. Е. Сузина, А. Л. Мулюкин, А. Н. Козлова, А. П. Шорохова, В. В. Дмитриев, Е. С. Баринова, О. Н. Мохова,


Г. И. Эль–Регистан, В. И. Дуда // Микробиология. – 2004. – Т. 73, №4. – С. 516–529.
17. Суслова, М. Ю. Распространение и разнообразие спорообразующих бактерий рода Bacillus в водных экосистемах / М. Ю. Суслова – Улан- Удэ, – 2007. – 163 c.
18. Шлеев Н. А. Рост Mycobacterium smegmatis в неоптимальных условиях приводит к образованию «некультивируемых» клеток. / Н. А. Шлеев, Е. Г. Салина, A. C. Капрельянц. // Восьмая школа-конференция молодых ученых «Биология - наука XXI века». – Пущино. – 2006. – 166 с.
19. Bateman A. The structure of a LysM domain from E. colli membrane-bound lytic murein transglycosylase D (MltD) / A. Bateman, M. Bycroft // Mol. Microbiol. – 2000. – J. 299(4). – P. 1113–1119.
20. Betts J. Evaluation of a nutrient starvation model of Mycobacterium tuberculosis persistence by gene and protein expression profiling / J. Betts, C. Lukey, P. Т. Robb, L. C. McAdam, K. Duncan // Mol. Microbiol. – 2002. – Vol. 43. – P. 717–731.
21. Boon C. Mycobacterium bovis BCG response regulator essential for hypoxic dormancy. / C. Boon, T. Dick // Bactenol. – 2002. – V. 184(24). – P. 6760– 6767.
22. Cohen-Gonsaud M. The structure of a resuscitation-promoting factor domain from Mycobacterium tuberculosis shows homology to lysozymes / M. Cohen- Gonsaud, P. Barthe, C. Bagneris, В. Henderson, J. Ward, C. Roumestand, N. H. Keep // Mol Biol. – 2005.– Vol. 15. – P. 270–273.
23. Flynn, J.L Immunology of tuberculosis. / Flynn, J.L. and Chan J. //Annu Rev Immuno. – 2001. – V. 19. – P. 93–129.
24. Garton N. J Intracellular lipophilic inclusion in mycobacteria in vitro and in sputum. / N. J. Garton, H. Christensen, D. E. Minnikin, R. A. Adegbola, M. R. Barer // Microbiology. – 2002. – V. 148. – P. 2951–2958.
 (
37
)


25. Grey B. E. The viable but nonculturable state of Ralstonia solanacearum may be involved in long-term survival and plant infection. Appl Environ / B. E. Grey, T. R. Steck // Microbiol. – 2001. – V. 67(9). – P. 3866–3872.
26. Honer zu Bentrup K. Mycobacterial persistence: adaptation to a changing environment. / K. Honer zu Bentrup, D. G. Russell. // Trends Microbiol. – 2001. – Р. 597–605.
27. Kendall S. L. The Mycobacterium tuberculosis dosSR two-component system is induced by multiple stresses. Tuberculosis / S. L. Kendall, F. Movahedzadeh,
S. C. G. Rison, L. Wernisch, Т. Parish, K. Duncan, J. C. Betts, N. G. Stoker //
– 2004. – Р. 247–255.
28. Karakousis P.C., Yoshimatsu Т., Lamichhane G., Woolwine S.C., Nuermberger E.L., Grosset J., Bishai, W.R. (2004). Dormancy phenotype displayed by extracellular Mycobacterium tuberculosis within artificial granulomas in mice. / P. C. Karakousis, Т. Yoshimatsu, G. Lamichhane, S. C. Woolwine, E. L. Nuermberger, J. Grosset, W. R. Bishai // J. Exp. Med. – 2004.
– V. 200. P. 647–657.
29. Магу P. Starvation survival and viable but nonculturable states in Aeromonas hydrophila. / P. Магу, N. E. Chihib, O. Charafeddine, C. Defives, J. P. Hornez
// Microb. Ecol. – 2002. – V. 43(2). – P. 250–258.
30. Mukamolova G. V. Adoption of the transiently non-culturable state a bacterial survival strategy. / G. V. Mukamolova, A. S. Kaprelyants, D. B. Kell, M. Young // Adv. Microb. Physiol. – 2003. – V. 47. – P. 65–129.
31. Salma E. G. "Non-culturability" of Mycobacterium smegmatis in stationary phase. / E.  G. Salma, M. O. Shleeva, G. N. Vostroknutova, A. S. Kaprelyants
// 15th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. – Copenhagen, Denmark, 2–5 April. – 2005. – P. 645.
32. Sherman D. R. Regulation of the Mycobacterium tuberculosis hypoxic response gene encoding alpha -crystallin. / D. R. Sherman, M. Voskuil, D. Schnappinger, R. Liao, M. I. Harrell, G. K. Schoolnik // USA. – 2005. – P. 7534–7539.
 (
38
)


33. Tufariello	J.M.	Individual	Mycobacterium	tuberculosis	resuscitation- promoting factor homologues are dispensable for growth in vitro and in vivo. /
J. M. Tufariello, W. R. J. Jacobs, J. Chan // Infect. Immun. – 2004. – P. 515– 526.
34. Voskuil M. Mycobacterium tuberculosis gene expression during environmental conditions associated with latency / Tuberculosis 84. – 2004. – P. 138–143.
35. Wai  S.  N.  A  comparison  of  solid  and  liquid  media  for  resuscitation  of
starvation- and low-temperature-induced nonculturable cells of Aeromonas hydrophila / S. N. Wai, Y. Mizunoe, A. Takade, S. Yoshida // Arch Microbiol 173(4): – 2000. – P. 307–310.
36. Zhang	Y.	Resuscitation	of	dormant	Mycobacterium	tuberculosis	by phospholipids or specific peptides. / Y. Zhang, Y. Yang, A. Woods, R. J. Cotter,
Z. Sun // Biochem Biophys Res Commun 284: – 2001. – Р. 542–547.
37. Zhuang,  W.  Q. Bacillus  naphtovorans  sp.  nov.  from Oil  -  Contaminated Tropical Marine Sediments and its Role in Naphthalene Biodegradation / W.
Q. Zhuang, J. H. Tay, A. M. Maszenan and S. T.-L. Tay // Applied Microbiology and Biotechnology. – 2002. – № 1. – P. 356–370.
