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ЧУТЛИВІСТЬ КОЛІЦИНОГЕННИХ ШТАМІВ ESCHERICHIA 
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Представлено результати дослідження чутливості 
коліциногенних штамів Е. соїі, ізольованих із товстої 
кишки пацієнтів на дисбіоз, до біологічних препаратів: 
лікувальних бактеріофагів (інтесті-бактеріофагу, сек- 
стафагу), пробіотичних препаратів «Колібактерин»,

«Біоспорин-Біофарма». Виявлено «універсальний» 
індикаторний штам до коліциногенної д ії клінічних ізо­
лятів кишкової палички. Показано високу активність 
лікувальних бактеріофагів, ефективність використан­
ня пробіотичних препаратів і доцільність, в деяких
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випадках, використання біологічних препаратів, ви­
готовлених із власних штамів кишкової палички, ви­
ділених від хворих на дисбіоз, з метою корекції біо­
ценозу кишечника.

Ключові слова: дисбіоз, Escherichia соїі, колі- 
циногенність, бактеріофаги, пробіотики.

Мікробіоценоз кишечнику є динамічною екологіч­
ною системою, яка сприяє створенню однорідних 
умов для нормально життєдіяльності автофлори і 
регулюванню численних функцій макроорганізму. 
Недолік чи надлишок того або іншого субстрату (ме­
таболіту) є сигналом для посилення росту чи при­
гнічення відповідно ланки екосистеми. У процесі ево- 
люці відбулася спеціалізація функцій постійних 
представників нормально мікрофлори. Загалом існує 
складна багаторівнева система регуляці симбіотич­
них взаємин між мікробними популяціями і клітина­
ми макроорганізму [1]. Доведено, що у спільнотах 
мікроорганізмів існує інформаційний обмін, що от­
римав назву quorum senses («почуття кворуму»), коли 
залежно від концентрації речовин мікробного поход­
ження (феромонів, бактеріоцинів або просто мікроб­
них метаболітів) мікроорганізми отримують інформа­
цію про мікробне оточення, чисельність мікроор­
ганізмів і концентрації поживних речовин, що в 
підсумку визначає функціональну активність як окре­
мих мікробних штамів, так і загалом мікробіоценозу 
як єдино системи [2].

Кишкова паличка з повноцінними ферментатив­
ними властивостями є основним представником фа­
культативно-анаеробно флори товсто кишки. Регу­
ляторами росту бактерій в кишечнику є різні екзоен- 
зими і бактеріоцини. Коліцини є одним з кілерних 
факторів, які бактерія може використовувати для при­
гнічення конкурентних видів мікробів, відбувається 
конкуренція з умовно-патогенними бактеріями за 
джерело живлення [3]. Крім того, бактеріоцини вкрай 
важливі для формування нормально мікрофлори [4] 
і є одним з найбільш важливих властивостей інди- 
генних кишкових паличок, які обумовлюють швидку 
інвазію [5]. Також коліцини можуть виконувати по­
двійну роль і діяти як антибіотики щодо ентеробак- 
терій-опортуністів і як пробіотики -  сприяючи колоні- 
заці слизово оболонки кишечнику нормальними сим­
біонтами [6].

При дисбіозі товсто кишки значно поруш ується 
баланс між облігатною, факультативною і транзитор- 
ною мікрофлорою біотопу. Це супроводжується зни­
женням фізіологічно активності нормально мікро­
флори, що виражається у появі різноманітних дис- 
функцій кишечнику. Із ф ормуванням дисб іозу

насамперед зменшується концентрація у біотопі об- 
лігатних представників анаеробно цукролітично фло­
ри (біфідобактерій, лактобацил тощо), і на цьому фоні 
спостерігається зростання рівня популяцій умовно- 
патогенних мікроорганізмів (ешерихій, ентерококів, 
клостридій та ін.) [2].

Сучасні методи корекції порушень у мікробній 
екосистемі людини базуються на використанні ши­
рокого спектру біологічних препаратів. Найбільш зва­
жений підхід до терапії дисбіозів представлений 
В.Ф. Приворотським та співавт. (2005). Перший етап 
-  ентеросорбція. Другий етап -  мікробна деконтамі- 
нація (ерадикація): застосування антибіотиків та бак­
теріофагів. Третій етап -  імплантація нормально 
мікрофлори в кишечник, відновлення функціонально 
активності, з використанням пробіотиків [2]. Бакте­
ріофаги -  це віруси мікроорганізмів, які мають висо­
ку специфічність до відповідних умовно-патогенних 
мікроорганізмів. Вони діють вибірково на окремі види 
бактерій, не ушкоджуючи нормальну мікрофлору. 
Сьогодні встановлено, що віруси бактерій є важли­
вою стабілізуючою ланкою еубіозу. Антибактерійний 
ефект препаратів бактеріофагів обумовлений внесен­
ням геному фагу в бактерійну клітину з подальшим 
його розмноженням і лізисом інфіковано клітини, що 
дозволяє регулювати популяційний процес в кишеч­
нику.

Пробіотичний препарат «Колібактерин» -  одно- 
штамовий препарат на основі ліофілізовано біомаси 
Е. соїі М-17. До мікроорганізмів-пробіотиків відно­
сять бактерії, властиві нормальній мікрофлорі трав­
ного каналу (ТК) людини. До цього ряду також вклю­
чають і мікроорганізми, яким не властиве постійне 
перебування в товстому кишечнику людини, але які 
проявляють позитивний вплив на функції ТК та ріст 
індигенно кишково мікрофлори, наприклад деякі 
штами В. subtilis. «Біоспорин» -  препарат нового по­
коління пробіотиків, до складу якого входить два види 
мікроорганізмів В. subtilis і В. licheniformis, які взаємно 
підсилюють лікувальний ефект один одного. В 
організмі людини пробіотики проявляють протимік­
робну активність по відношенню до патогенних мікро­
організмів і представників транзиторної і облігатної 
мікрофлори, конкуруючи з ними за рецептори, суб­
страти, проявляючи імуномодулюючі властивості, та 
посилюють регенерацію пошкодженого епітелію [7]. 
Антимікробна дія пробіотиків може бути обумовлена 
найрізноманітними механізмами, але найбільш час­
то в основі антимікробно активності пробіотиків ле­
жить хня здатність синтезувати велику кількість ан­
тимікробних пептидів -  бактеріоцинів. Отже, з одно­
го боку, представники нормофлори, в нашому
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випадку кишкова паличка, здатні продукувати колі- 
цини, з іншого боку, пробіотичні штами також воло­
діють даною бактеріоциногенною активністю. Тому 
метою роботи було вивчення чутливості коліцино- 
генних штамів Е. coli, ізольованих із товсто кишки 
пацієнтів на дисбіоз, до біологічних препаратів: ліку­
вальних бактеріофагів (інтесті-бактеріофагу, секста- 
фагу), пробіотичних препаратів «Колібактерин», « Б іо- 
спорин-Біофарма».

Матеріали і методи
Штами Е. coli виділяли з випорожнень 100 пацієнтів 

різного віку, які мали порушений мікробіоценоз кишеч­
нику. Ідентифікацію мікроорганізмів проводили за мор- 
фо-тинкторіальними, культуральними властивостями. 
Біохімічні тести включали: індолоутворення, декарбо- 
ксилювання лізину, наявність галактозидази, відсутність 
утилізаці цитратів. Цукролітичну активність визначали 
на середовищі Пса [8].

Здатність Е. coli синтезувати коліцини встановлю­
вали методом [9]. Для цього штами кишково палички 
вирощували 24 год при 37 °С до окремих макроколоній 
на тестових чашках Петрі з 2 % МПА. Безпосередньо 
перед використанням бульйонні суспензії індикаторних 
штамів підрощували 6 год в МПБ при 37 °С. Чашки із 
макроколоніями досліджуваних культур обробляли па­
рами хлороформу протягом 50 хв. Наступні 2,5 год х 
підсушували на повітрі під ультрафіолетом. Свіжі буль­
йонні культури індикаторних штамів об’ємом 0,1 мл 
змішували з 5 мл 0,7 % розплавленого і потім охолод­
женого до 48 °С МПА. Цією сумішшю заливали попе­
редньо підготовлені тестові чашки. Облік результатів 
проводили після інкубаці чашок при 37 °С 24 год. Якщо 
навколо макроколоні спостерігали помітну зону інгібу­
вання індикатора, даний штам розглядався як проду­
цент коліцина. Як індикаторні культури використовува­
ли лабораторні штами Е. coli: К-12, С 600, ВЕ, С1а. Інди­
каторний штам Е. coli М-17 виділили з пробіотику 
«Колібактерин» виробництва ВАТ «Біофарма», Укра на. 
Для вираження рівня кілерно активності коліцинів засто­
совували умовні показники -  від одного до чотирьох 
плюсів («+» до «++++»). Коліцинна активність низького 
рівня, коли на газоні індикатора утворювались зони діа­
метром від 7 до 16 мм, була виражена показником «+». 
Середній і високий рівень активності позначали «++» і 
«+++», х характеризували зони пригнічення з діамет­
рами 17-26 мм і 27-36 мм відповідно. Дуже високий 
рівень -  «++++» -  зони розміром від 37 до 46 мм.

Чутливість до лікувальних бактеріофагів російсько­
го виробництва: інтесті-бактеріофагу (Биофаг ДП Им­
мунопрепарат НПО ГУП) та секстафагу (ФГУП Биомед 
Пермское НПО) визначали нанесенням 5 мкл відповід­

ного фагу на газон з досліджуваним штамом. Резуль­
тати оцінювали за зливним лізисом індикаторно куль­
тури бактерій та негативними колоніями фагів.

Для визначення антагоністично активності препарату 
«Біоспорин-Біофарма» (ЗАТ «Біофарма» Ки в, Укра на) 
вміст ампули розчиняли в 0,85 % розчині натрію хлори­
ду з розрахунку 1 мл на 1 дозу препарату пробіотика. 
Отриману суспензію висівали штрихом по діаметру на 
чашці Петрі з середовищем Гаузе-2. Посіви культивува­
ли при t 37 °С протягом 73 год. У подальшому до ко­
лоній підсівали перпендикулярним штрихом матеріал 
тест-штамів. Визначення результатів проводили через 
18 год інкубаці в термостаті при t 37 °С за величиною 
зон пригнічення росту тест-культур. Для вираження рівня 
антагоністично активності коліцинів застосовували 
умовні показники: «+» -  антагоністична активність низь­
кого рівня, зона пригнічення росту тест-культури стано­
вила 3-4 мм; «++» -  зона пригнічення росту тест-культу- 
ри становила 5-6 мм, 7 мм і більше -  «+++».

Результати досліджень та їх обговорення
У всіх обстежених 100 пацієнтів спостерігали 

зміни еубіозу товсто кишки. Виявляли зменшення 
біфідум- і лактобактерій, а також кількісні та якісні 
зміни в спектрі умовно-патогенних ентеробактерій, 
стафілококів, ентерококів і грибів роду Candida. Для 
того, щоб встановити основні особливості коліцино- 
генності Е. coli при дисбіозах, були вивчені рівні кілер­
но активності коліцинів і характер хньо ді на всіх 
п’яти індикаторних штамах (табл. 1). Скринінг бак­
терій на наявність синтезу активних коліцинів пока­
зав, що 31 із 100 досліджуваних штамів Е. coli є бак- 
теріоциногенними, що становило 31 %. 10 (32 %) 
штамів із 31 досліджуваного були виявлені у дітей до 
1 року, 8 (25 %) -  у дітей до 15 років, 13 (43 %) -  у 
дорослих пацієнтів.

З урахуванням загально кількості пацієнтів у 
кожній з трьох вікових груп спостерігається тенден­
ція збільшення кількості коліциногенних штамів із 
збільшенням віку. 27 досліджуваних ізолятів виявили 
антагоністичну активність відносно індикаторного 
штаму Е. coli С 600, 22 ізоляти до Е. coli К-12, 20 ізо­
лятів до Е. coli ВЕ та 15 ізолятів до Е. coli С1а.

В подальших дослідженнях використані лише 
Е. coli СоІ+ штами (п=31).

Високою виявилась антагоністична активність 
коліциногенних штамів кишково палички до пробіо- 
тичного штаму Е. coli М-17, що становила 65 %. Ви­
ходячи з цього, лише в 35 % пробіотичний штам здат­
ний протистояти ді мікроорганізмів -  клінічних СоІ+- 
ізолятів кишково палички, тобто пробіотичний штам, 
у визначеній мірі, втратив антагоністичну активність.
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Таблиця 1

Чутливість коліциногенних штамів Е. coli до біологічних препаратів

Примітки: «-» -  активність коліцинів не виявлена; «- -» -  дослідження не проводилось; «л» -  лізис; «ф.б.» -  фагові 
бляшки (негативні колоні фагів).

При визначенні антагонізму пробіотичного пре­
парату «Біоспорин» використали 23 досліджуваних 
штами Е. coli СоІ+, решта 8 СоІ+ штамів Е. coli, ізольо­
вані від дітей до 6 місяців, в цій частині роботи не 
використовувались, оскільки дітям тако віково ка- 
тегорі препарат «Біоспорин» не призначається. Про­
ведене дослідження показало високу антагоністичну 
активність штамів В. subtilis і В. licheniformis, які вхо­
дять в склад препарату, до досліджуваних ізолятів. 
Антагонізм виявився у 91 %, тобто чутливими були 
21 штам серед 23 досліджуваних. Зона пригнічення 
росту клінічних ізолятів кишково палички становила 
від 3 до 7 мм. Два штами Е. coli 20, Е. coli 69, які

виявили стійкість до препарату « Біоспорин», при цьо­
му були чутливими до пробіотичного штаму Е. coli 
М-17.

Інша група препаратів цілеспрямовано дії , які 
використовуються при корекції еубіозу -  бактеріо­
фаги. В цій частині роботи визначили чутливість до 
інтесті-бактеріофагу та секстафагу. Чутливість в обох 
випадках становила 77 %, 24 чутливі коліциногенні 
штами серед 31 обстежуваного. При цьому лише 
3 штами, а саме Е. coli 53, Е. coli 58, Е. coli 69 вияви­
ли стійкість до двох лікувальних препаратів бактеріо­
фагів. Отже, необхідно враховувати специфічність 
бактеріофагів: кожен вид фагу розпізнає як мішень
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лише ті варіанти або штами бактерій, які мають ви­
значені фагоспецифічні рецептори (фаготипи). Тому 
призначати бактеріофаги, як і пробіотичні препара­
ти, доцільно на основі результатів бактеріологічно 
діагностики та під контролем чутливості до них пев­
ного збудника.

Висновки
Частота виявлення коліциногенних штамів Е. coli 

становила 31 %. Індикаторний штам Е. coli С 600 може 
бути визначений як «універсальний» штам, який вия­
вився чутливим до ді продуктів антагоністично ак­
тивності 27 досліджених ізолятів Е. coli СоІ+. Дослід­
жені коліциногенні штами виявили високу чутливість 
(77 %) до лікувальних бактеріофагів (інтесті- та сек- 
стафагу), що свідчить про доцільність використання 
бактеріофагів у лікувальній практиці. Порівняльне 
вивчення чутливості досліджених ізолятів до пробіо- 
тичних препаратів показало високу антагоністичну 
активність (91 %) до препарату «Біоспорин-Біофар- 
ма» та посередню (35 %) до препарату «Колібакте- 
рин». Отже, пробіотичні штами здатні протистояти ді 
мікроорганізмів, які входять до складу мікробіоти, але 
в деяких випадках доцільно використовувати біоло­
гічний препарат, виготовлений із власних штамів киш­
ково палички, виділених від хворих на дисбіоз, з 
метою корекції біоценозу кишечнику.

Література
1. Host-bacterial symbiosis in health and disease / [J. Chow, 

S. M. Lee, Y. Shen et al.] // Adv. Immunol. -  2010. -  Vol. 107. -  P. 
243-274.

2. Дисбиоз кишечника: Руководство по диагностике и ле­
чению / Под ред. Е.И. Ткаченко, А.Н. Суворова. -  СПб: Ин- 
формМед, 2009. -  276 с.

3. Colicin biology / [Е. Cascales, S.K. Buchanan, D. Duche et 
al.] // Microbiol. Mol. Biol. Rev. -  2007. -  Vol. 71, N.1. -  P. 158­
229.

4. Filichkin S.E. The appearance of antagonism between 
colicinogenic banal and enteropathogenic Escherichia coli isolated 
from children with colenteritis / S.E. Filichkin, G.D. Mikheeva // 
Zh. Mikrobiol. Epidemiol. Immunobiol. -  1967. -  Vol. 44, N 1. -  
P. 134-135.

5. Tan Y. Rapid invasion by colicinogenic Escherichia coli with 
novel immunity functions / Y. Tan, M.A. Riley // Microbiology. -  
1996. -  Vol. 142, N 8. -  P. 2175-2180.

6. Gillor O. The dual role of bacteriocins as anti- and probiotics 
/ O. Gillor, A. Etzion, M.A. Riley // Appl. Microbiol. Biotechnol. -  
2008. -  Vol. 81, N 4. -  P. 591-606.

7. Блат С.Ф. Микробиоценоз кишечника и иммунитет / 
С.Ф. Блат, А.И. Хавкин // Рос. вестник перинат. и педиатрии. 
-  2011. -  T. 56, O  1. -  С. 70.

8. Клиническая лабораторная аналитика // Под ред. 
В.В. Меньшикова. -  М.: Агат-Мед, 2003. -  T. IV. -  815 с.

9. Колтукова Н.В. Коліциногенна активність та чутливість 
до антибіотиків колекційних і свіжовиділених штамів Shigella 
flexneri та Shigella sonnei / Н.В. Колтукова, Т.Л. Серебрякова,
B. В. Яновська // Микробиол. журн. -  2005. -  Т. 67, O  5. -
C. 69-79.

S E N S IT IV IT Y  O F  T H E  C O L IC IN O G E N  

S T R A IN S  ESCHERICHIA COLI T O  

M E D IC A L  B A C T E R IO P H A G E S  A N D  

P R O B IO T IC S  P R E P A R A T IO N

Ye.D. Burova, L.M. Burova

SUMMARY. The results of the sensitivity study of the 
colicinogen E.soli strains isolated from patients on 
bowel dysbiosis, to biological agents: therapeutic 
bacteriophages (intesti-bacteriophag, sextaphag), 
probiotic preparations “Colibacterin”, and “Biosporin- 
Biopharma”. We found the “universal” indicator strain 
to colicinogen of clin ical isolates o f Escherichia 
coli. There was shown the high activity of therapeutic 
bacteriophages, the effectiveness o f prob iotic  
preparations and feasibility, in some cases , the use 
of biological products made from their own strains 
o f Escherich ia coli iso lated from patients with 
dysbiosis to correct intestinal biocenosis.
Key words: dysbiosis, Escherichia coli, colicinogeny, 
bacteriophages, probiotic preparations.
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