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У динаміці льтив вання дослідж валася
здатність ба терій Escheriсhia coli ATCC 25922 до
виживання і збереження репрод тивно о потен-
ціал в мовах олод вання при температ рі
(18±5) °С. Ба терійні літини іно лювали в сте-
рильний фосфатний б ферний розчин почат овій
онцентрації 5х107 л/мл. По азни льт рабель-
ності (КУО) розрахов вали стандартизованими ме-
тодами на щільних живильних середовищах. Після
9- о місяця ін бації ба терій мі ро осмі він вия-
вився нижче 10 КУО/мл. За цей же час за альне
число мі робних літин с оротилося лише на один
порядо . Альтернативний метод, відмінний від стан-
дартно о температ рою ін бації посівів, дозволив
виявити фра цію не льт рабельних літин, що не
рост ть при 37 °С, але тривалий час (до 16 міс.)
продовж ють форм вати олонії при нижчих тем-
перат рах. Фенотип не льт рабельних ба терій
відрізнявся від почат ово о штам морфоло ією і
дея ими біохімічними по азни ами. Висо ий рівень
толерантності ба терій E. coli до тривало о стрес
є до азом то о, що можливість їх існ вання поза
ор анізмом хазяїна реальна.

Прийнято вважати, що явище не льт рабель-
ності ба терій пов’язано, насамперед, із немож-
ливістю виявлення життєздатних ба терій стандарт-
ними методами льтив вання. Концепцію не ль-
т рабельно о стан (НС) визначено я стан
ба терійної літини, що має метаболічн а тивність
(я а визначається методами фл оресцентної
мі рос опії), але не здатна підля ати безперерв-
ном літинном поділ на середовищі, що зви-
чайних мовах підтрим є ріст та ої літини [1]. У
цьом зв’яз , відс тність видимо о рост на жи-
вильном середовищі не завжди свідчить про
відс тність випроб ваном зраз життєздатних
ба терійних літин. Феномен «життєздатно о, але
не льт рабельно о стан » [2, 3] обґр нтовано
фа том виявлення в пробах з дов ілля вели о о
числа мі робних літин, що демонстр ють дихаль-

н а тивність [4] і реа ють на с бстрат [5], але при
цьом не виявляють здатності до видимо о рост
на ви ористов ваних живильних середовищах. З
розвит ом моле лярних методів і еномі и ста-
ло зроз міло, що вищев азаний феномен пояс-
нюється наявністю в природних е осистемах ве-
личезно о енетично о мі робно о розмаїття, по и
що не систематизовано о і не розпізнано о мето-
дами ex situ [6].

Проте, НС опіотрофних мі роор анізмів, тоб-
то тих, що ви ористов ють для рост ба аті с б-
страти ( аж чи простіше, ле о льтивованих),
продовж є ви ли ати арячі дис сії. Копіотрофи
– це лише невели а частина мі робно о світ
планети, але ба ато видів цієї відомої «меншості»
– пато енні, я і мож ть за рож вати здоров’ю лю-
дини й тварин. Уже доведено, що нерід о причи-
ною помил ово не ативних рез льтатів при ба -
теріоло ічном дослідженні є частина мі робної
поп ляції, що переб ває в не льт рабельном
стані [7-9]. Вір лентність та их ба терій, за дея и-
ми повідомленнями, низь а [10-13]. Одна , ви-
пад прис тності не льт рабельних пато енних
ба терій дов іллі (ґр нт, вода, харчові прод ти
і т.п.), вони мож ть становити небезпе , насам-
перед сил своєї прихованості [14, 15]. Не ви-
лючено, що їх реверсія с проводж ється і повер-
ненням пато енних властивостей.

НС інд ється та званими стресовими фа -
торами. У цьом випад «стресом» є несприят-
ливі мови дов ілля, що, випад перевищення
дея их іль існих і часових раничних рівнів,
принципі приводить до за ибелі ба терій. Вивчен-
ня цих фа торів по азало, що вони одночасно є
й чинни ами не льт рабельності, а їх різно-
манітність пояснюється впливом вели о о спе т-
ра е оло ічних параметрів. Звичайно, цих ви-
пад ах простеж ються наст пні за ономірності:
залежність від почат ових мов рост , тобто «істо-
рія метаболізм », і часовий фа тор переб вання
в нових мовах.
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Інд ція не льт рабельності під дією різної
температ ри досить добре вивчена. Перші рез ль-
тати реверсії ба терій із НС одержано саме мето-
дами «temperature upshift», тобто підвищенням тем-
перат ри випроб вано о зраз а [16]. Проте, он-
цепт альний недолі цьо о підход поля ає в том ,
що не врахов ється фра ція літин, я і виявля-
ють оптимальний ріст при нижчих температ рах. У
цій роботі представлено рез льтати вивчення
вплив температ ри й олод вання на дея і фе-
нотипічні по азни и і льт рабельність E. coli я
величин здатності поп ляції ба терій до репро-
д ції на стандартних середовищах за альноприй-
нятими методами.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè

Штам E. coli ATCC 25922 отримано з м зею пато енних

для людини мі роор анізмів Інстит т мі робіоло ії та ім -

ноло ії ім. І.І. Мечни ова АМН У раїни.

Параметри мі ро осмів та їх при от вання

Для на ромадження льт ри й вимір льт рабельності

ви ористов вали ви ляді б льйон або з додаванням 2 %

а ар-а ар , відповідно, ба ате живильне неселе тивне сере-

довищеЛеріа-Бертані (LB) (триптон 10 , дріжджовий е стра т

5 , NaCl 10 на 1 літр дистильованої води, pН 7,5) [17]. Для

порівняння реверсії не льт рабельних літин на селе тивно-

м середовищі застосов вали а ар Ендо (ГОСТ 18963-73).

Мі ро осми олод ючих льт р ба терій от вали з ви орис-

танням ласичної лабораторної моделі [18] в авторсь ій мо-

дифі ації. Середовищеммі ро осм , обмеженимвід зовнішніх

впливів та зі стабільними я остями, б вфосфатний б фер, pН

7,2. Він б в профільтрований через мембранний фільтр

«Millipore» SLGS, діаметр пор 0,22 µm, проавто лавований і

розлитий стерильні с ляні пляш и з ватно-марлевими проб-

ами й овпа ами з фоль и міст істю 500 мл по 400 мл

ожн . К льт ра вирощ валася в LB-б льйоні 18-20 од при

37 °С, потім зібрана центриф ванням при 6 000 об./ од і

двічі відмита в стерильном фосфатном б фері. Ба терії б ли

рес спендовані до стандарт оптичної щільності і потім іно -

льовані в мі ро осми та им чином, щоб іль ість ба терій

становила близь о 107 л/мл. Мі ро осми трим валися в

темряві при імнатній температ рі, із сезонними оливання-

ми 13-23 оС. Проби відбиралися ре лярно для визначення

льт рабельності, за ально о числа ба терій і іль ості ба -

терійних літин, що виявляють дихальн а тивність.

Визначення льт рабельності

Проби відбирали з мі ро осмів із дотриманням правил

асепти и й висівали в необхідном розведенні на поверхню

а ар в чаш и Петрі с ляним шпателем. Чаш и ін б вали-

ся 18-24 од при 37 °С, олонії підрахов вали стандартним

методом. К льт рабельність визначали в КУО/мл. Паралель-

но врахов вали олонії, що виросли при імнатній темпера-

т рі ( тКУО/мл), що становила, залежно від сезон , 13-23 °С.

Визначення за альної іль ості мі робних літин і літин,

що виявляють де ідро еназн а тивність

За альне мі робне число (ЗМЧ) і число дихаючих літин

(ЧДК), тобто тих, що виявляють де ідро еназн а тивність,

визначали методом Zimmermann модифі ації [19]. Кліти-

ни, що виявляють дихальн а тивність, підрахов вали мі ро-

с опічно, ви ористов ючи ІНТХ (дериватфенілтетразолію хло-

рид ), що в реа ції відновлення за частю вн трішньо літин-

них де ідро еназ форм є середині метаболічно а тивних

літин темно-червоні ристали формазан . Ця особливість

свідчить про а тивність еле тронної транспортної системиба -

терій і властива лише життєздатним літинам. В одном полі

зор спочат в синьо-фіолетовом світлі підрахов вали за-

альн іль ість літин, після чо о в позитивном фазовом

онтрасті – літини, що мають в лючення формазан .

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ

К льт рабельність, підрахована стандартним
методом (при 37 °С), знизилася з 3х107 КУО/мл
(почат ова онцентрація поміщених мі ро осм
ба терійних літин) до величини межі віро ідності
чаш ово о метод (менш 10 КУО/мл) після 9 міс.
олод вання (мал. 1).

У той же час, ЗМЧ, за даними прямо о мі рос о-
пічно о підрах н , змінювалося незначно. У цьом
е сперименті середовище мі ро осмів ви лючало
я е-неб дь осмотичне навантаження, а б ферний
потенціал дозволяв трим вати pН на рівні 7,2-7,0.
Та і мови ін бації позитивно впливають на
стабільність мембран, а нежиттєздатні ба терії за-
лишаються інта тними, що дозволяє, нехт ючи не-
мин чою ад езією літин, одержати достовірний
іль існий рез льтат ЗМЧ. У більш пізній термін, при
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Мал. 1. Динамі а змін по азни ів життєздатності олод ю-
чої поп ляції E. coli ATCC 25922.
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прямом мі рос опічном спостереженні, мі робні
літини, що олод ють, на порядо зменш валися в
розмірі, а форма їх ставала о оїдною.

Величини тКУО на чаш ах, ін бованих при
імнатній температ рі (температ рі мі ро осмів),
зниж валися наба ато повільніше і позитивно
орелювали з ЧДК я непрямим по азни ом їх
життєздатності. Облі рез льтатів тКУО ставав
можливим через 48 од при температ рі 18-25 °С і
через 72 од при температ рі нижче 18 °С.

Більшість авторів п блі ацій на тем НС нерід о
обмеж ють методоло ію відновлення не льт ра-
бельної фра ції ба терійних літин оптимальною
для мезофілів температ рою, не врахов ючи їх
можливий ріст при нижчій температ рі. В одній з
робіт із ви ористанням альтернативно о підход
[20] вивчали льт рабельність Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurium і
Yersinia enterocolitica морсь ій воді полярних ре-
іонів з е стремальною температ рою -1,8 °C. Після
54 днів ін бації всі задіяні в досліді ба терії різних
видів стали не льт рабельними при 37 °C із зс -
вом оптим м рост до 0-8 °C. Цей при лад по а-
з є, що не оре тно б ло б не ви ористов вати па-
ралельно зі стандартними методами льтив ван-
ня і нестандартні, доцільність я их подібних
е спериментах теоретично обґр нтована. Мал. 1
демонстр є, що ріст при знижених температ рах
продовж ється до 16 міс. (період спостереження).

Поняття оптимальної температ ри рост ба -
терій традиційно пов’яз ється з найбільш висо ою
швид істю енерації літин. У онте сті пато енних
мі роор анізмів вважається, що, ос іль и той або
інший мі роор анізм здатний ви ли ати захворю-
вання тепло ровних ор анізмів, отже, і вивчати
хара тер йо о рост , фізіоло ічні й біоло ічні влас-
тивості необхідно лише при відповідній темпера-
т рі. Одна , я становлено, найвищий вихід
мі робної маси за мовами рост в рівній іль ості
с бстратів дає ріст при низь их температ рах, що
пояснюється більш е ономічними енер етичними
витратами при роботі «холодових» ізоферментів.

Ба терії при виведенні з тепло ровно о ор ані-
зм , в я ом температ ра підтрим ється в межах 37-
39 °С, попадають середовище (ґр нт, вод ), де тем-
перат ра значно нижча. Перепад її для ба терій може
дося ати 30-35 °С. Ферменти, представлені тіль и
одною формою, не змо ли б здійснювати аталіз при
та их змінах діапазон температ ри, і життя ба терій
не змо ло б продовж ватися. Щоб ни н ти цьо о,
природа надала можливість е тотермним ор анізмам
синтез вати іль а форм ферментів, подібних за

ф н ціями, але та их, що відрізняються моле ляр-
ною масою й пристосованістю до різних температ р.
Синтез цих форм може од ватися різними енними
ло сами, це та звані ізоферменти. Вони здатні пра-
цювати при різних температ рних мовах і одержа-
ли назв «холодові» й «теплові» [21].

Паралельно з льт рабельністю визначалося
число літин з а тивною еле тронно-транспортною
системою, т.зв. «дихаючих» літин. Та і літини ма-
ють віз алізован за допомо ою фл оресцентної
мі рос опії де ідро еназн а тивність, що вважаєть-
ся озна ою їх життєздатності. Цей по азни (мал.
1) на значном часовом відріз збі ається з тКУО.
В останні місяці е сперимент відтворюваність ме-
тод істотно падає, що пов’язано з розмірами не-
льт рабельних ба терійних літин, я і зменш -

ються в масі на порядо і наб вають о оїдної фор-
ми. По азни и льт рабельності для селе тивно о
середовища Ендо б ли подібні, з різницею близь-
о 1 lg КУО і 1,5 lg тКУО бі зменшення.

Рез льтати тест вання основних біоло ічних
властивостей не льт рабельної фра ції E. coli де-
монстр ють зміни фенотип випроб вано о штам
порівняно з йо о почат овим фенотипом (табл. 1).
Оптимальна температ ра рост після 2 міс. ін бації
зниж ється, а після 9 міс. ся випроб вана поп -
ляція стає не льт рабельною при ви ористанні
стандартної процед ри інди ації. Відновлення по-
чат ових властивостей випроб вано о штам відб -
валося протя ом 5-6 пересівань на с ошений а ар
з ін бацією при імнатній температ рі.

Âèñíîâêè

1. Існ є віро ідність тривало о переб вання ба -
терій E. coli НС із збереженням їх життєздатності.

2. Зміни морфоло ії та біохімічних по азни ів
ба терійної поп ляції свідчать про зворотні переб -
дови в ор анізації метаболічних процесів, си нала-
ми до я их стали олод вання й зміна температ ри.

3. Проби, зяті з дов ілля, мож ть містити ба -
терії в НС, том числі пато енні ентероба терії.
Доцільно проводити аналіз та их проб з ін ба-
цією посівів при температ рах, близь их до тих,
при я их зято матеріал для дослідження.

4. Упровадження та дос оналення методоло ії
і методичних підходів (напри лад, моле лярно-
енетичний аналіз, аналіз на рівні о ремої літи-
ни) приведе до підвищення інформативності ба -
теріоло ічно о дослідження. Об’є тивний по ляд
на вищез адане вима ає подальшо о пош й
модифі ації методів дослідження.
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Таблиця 1

Зміни дея их фенотипічних озна після переход всієї поп ляції E. coli в НС

Випроб ваний штам E. coli ATCC 25922
Фенотипічна озна а Контрольний штам (ріст

при пересівах на а арі LB)
Не льт рабельна поп ляція

(9 міс. олод вання)
Морфоло ія олоній на а арі LB М тн ваті, зле а слизисті Нерівномірно м тні, більш водянисті
Розмір ба терійних літин 2,5-3 × 0,7-0,8 µm 0,8 × 0,5 µm
Ріст при температ рі 37 °С є немає
Ріст при імнатній температ рі є є
Р хливість + -
Індол + -
Цитрат Сімонса - -
Сечовина - -
Ацетат Na + -
Лізин + -
Ла тоза
Глю оза
H2S - -
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E S H E R I C H I A  C O L I  A T C C  2 5 9 2 2

I.P. Yudin

SUMMARY. In dynamics of cultivation it was
investigated the capacity of bacteria Escherichia coli
ATCC 25922 to surviving and maintenance of
reproductive potential under conditions of starvation
at temperature 18±5 °С. Bacterial cells were

inoculated into sterile phosphatic buffer solution in initial
concentration 5x107 cells/ml. The index of culturability
(CFU, colony-forming units) was calculated by
standardized methods on dense nutrient mediums.
After the ninth month of bacteria incubation in a
microcosm it was lower than 10 CFU/ml. For same
time the total number of microbal cells was reduced
only by one order. The alternative method which differs
from standard temperature of platings incubation, has
allowed to reveal but for a long time (till 16 months)
continue to form colonies a fraction of nonculturable
cells which do not grow at 37 °С, at lower
temperatures. Phenotype of nonculturable bacteria
differed from initial strain by morphology and some
biochemical indices. The high level of bacteria E. coli
tolerance to a long stress proves that the opportunity
of their existence outside the host organism is real.
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Розвито ім нної відповіді визначається ом-
пле сом міжмоле лярних і між літинних взає-
модій, я і вини ають я в процесі представлення
анти ен , та і при реалізації ім нної відповіді –
ефе торних реа цій [1, 2]. При цьом основними
є онта тні взаємодії мембранними моле лами
та взаємодія за допомо ою цито інів [3, 4].

Інтерферони належать до родини ре лятор-
них цито інів і мають ряд властивостей біоло іч-
них ефе тів: противір сний, антипроліферативний,
ім номод лювальний та антиба терійний [5].

Інтерферони 1- о (α- і β- інтерферон) i 2- о (γ-
інтерферон) тип схожі за оловною ф н ціональ-
ною озна ою – наявність противір сно о ефе т .
Інтерферони 2- о тип ви он ють ф н ції ре ля-
торів ім нної системи. Однією з відомих дій інтер-
феронів є інд ція ними синтез специфічних для
інтерферонів ферментів олі оаденілатсинтетази,
протеїн інази та рибон леази-L. Фермент олі о-

аденілатсинтетаза полімериз є АТФ в 2’-5’ олі о-
мери. Аномальні 2’-5’ олі он леотиди а тив ють
ендорибон леази, я і розщеплюють РНК, том
числі й вір сн [5, 6].

Інтерферони не впливають на вн трішньо лі-
тинні процеси. Подібно до інших медіаторів
між літинної взаємодії (фа тори рост , ормони),
інтерферони взаємодіють з рецепторами, що роз-
ташовані на поверхні мембран літин. Зв’яз вання
інтерферон з рецепторами ініціює а тивацію транс-
рипції енів, що відповідають на інтерферон. Транс-
рипція енів і синтез відповідних біл ових прод тів
приводять до реалізації вн трішньо літинних ефе -
торних механізмів, основним з я их є при нічення
реплі ації вір с в інфі ованих літинах [7].

Передача си нал від рецепторів інтерферо-
н відб вається за часті специфічних ланцю ів
фосфорилювання відповідних літинних біл ів.
Рецептори для інтерферон , я і всі рецептори для


