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Параспоральные белковые кристаллы – δ�
эндотоксины (Cry и Cyt белки) энтомопатоген�
ной бактерии B. thuringiensis являются основны�
ми действующими компонентами бактериаль�
ных инсектицидов и генетически модифициро�
ванных растений (ГМР). При употреблении в
пищу ГМР и продуктов, обработанных биопес�
тицидами, δ�эндотоксины могут повлиять на
микробиоценозы желудочно�кишечного тракта
благодаря их выраженному антибиотическому
действию в отношении аэробных и анаэробных
бактерий [1]. Рядом исследований установле�
но, что д�эндотоксины B. thuringiensissubsp.
kurstaki в дозе от 50 мг/кг веса и выше, вводи�
мые в течение длительного времени peros лабо�
раторным мышам, приводят к развитию дис�
бактериоза, при котором уменьшается количе�
ство доминирующих видов микроорганизмов и
появляется значительное число добавочных и
транзиторных, в том числе Staphilococcusaureus
[2]. Развитие дисбактериоза в кишечнике теп�
локровных животных связано с изменением
биологических свойств бактерий, особенно ус�
ловно патогенных видов [3], в том числе и спо�
собности образовывать биопленки и изменять
адгезивные свойства.

Существование бактерий внутри биопленок
обеспечивает им много преимуществ по сравне�
нию с изолированными (планктонными) клет�
ками. Особенно важно, что бактерии в биоплен�
ках обладают повышенной выживаемостью в
присутствии агрессивных веществ, факторов
иммунной защиты и антибиотиков [4]. Биоплен�
ки – этоподвижные, непрерывно изменяющиеся
гетерогенные сообщества [5]. Они могут состо�
ять изодного вида бактерий или, чтовстречается
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более часто, могут быть полимикробными, на�
пример, содержать многочисленныеразнообраз�
ные виды микроорганизмов, объединенных
сложными межклеточными связями [6].Образо�
вание биопленок – это одна из основных страте�
гий, повышающих выживание бактерий в раз�
личных биотопах окружающей среды, в том чис�
ле в организме�хозяине. Способность бактерий
существовать в составе биопленок повышаетус�
тойчивость их к антибактериальным и дезинфи�
цирующим средствам, а также к действию им�
мунной защиты организма�хозяина. Mеханизмы
регуляции образования биопленок в настоящее
время активно изучаются.

Способность бактерий формировать био�
пленки и изменять адгезивные свойства явля�
ется существенным фактором патогенности,
в связи с этим, выявление данных свойств раз�
личных условно�патогенных бактерий в усло�
виях экспериментального дисбактериоза, выз�
ванного применением δ�эндотоксинов
B. thuringiensis,является актуальным и необхо�
димым в целях выяснения степени безопаснос�
ти трансгенных растений в отношении тепло�
кровных животных и человека и сохранения ус�
тойчивости экосистем.

Материалы и методы исследования.Мате�
риалом для исследования послужили клиничес�
кие изолятыфакультативно�анаэробных грам�
позитивных и грамнегативных микроорганиз�
мов, являющихся представителями условно�
патогенной микробиоты кишечника человека.�
Биопленкообразующие свойства культур E.coli,
Enterococcusspp. и St. aureus, выделенных из пря�
мого отдела толстого кишечника интактных
животных (контроль), и от животных с призна�
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ками дисбактериоза вследствие перорального
введения растворов δ�эндотоксинов B.
thuringiensis subsp. kurstaki в дозе 100 мг/кг веса
на 28 сутки эксперимента.

Полученные клинические изоляты иденти�
фицированы общепринятыми бактериологичес�
кими методами по культуральным, морфологи�
ческим и биохимическим признакам с исполь�
зованием коммерческих тест�систем
(«ENTEROtest 24», «STAPHYtest 16»
(LACHEMA, Чехия). Выделение клонов осуще�
ствляли путем рассева суточной бульонной
культуры на плотную питательную среду, с пос�
ледующим определением способности форми�
ровать биопленки. Образование биоплёнок оце�
нивали общепринятым методом по способнос�
ти штаммов к адгезии на поверхности 96�луноч�
ных полистироловых планшет [7].Адгезивные
свойства культур E.coli, Enterococcusspp. и St.
aureus, выделенных в контроле и от животных с
дисбактериозом (по 10 произвольно выбранных
штаммов) оценивали по методике В.И. Брил�
лис и соавт.[8] (1986) с определением среднего
показателя адгезии (СПА), коэффициента уча�
стия эритроцитов в адгезивном процессе (К,%)
и индекса адгезивности микроорганизма
(ИАМ).

Данные были подвергнуты статистической
обработке в компьютерной оболочке Windows с
помощью процессора электронных таблиц
MicrosoftOfficeExcel 2003 и программы «Био�

стат» путем подсчета средней арифметической
(M) и средней ошибки средней величины (m),
вероятность значений разницы (p). Разница
между сравниваемыми величинами считалась
достоверной при значении р<0,05.

Результаты исследования и их обсуждение.
При изучении влияния δ�эндотоксинов B.
thuringiensisна биопленкообразованиеусловно�
патогенных бактерий�микросимбионтовтол�
стого кишечника животных было установлено
изменение уровня данного признака у бактерий,
выделенных от животных экспериментальных
групп по сравнениюс контролем.Среди услов�
но�патогенных микроорганизмов эффект вли�
яния д�эндотоксинов различался: наблюдалось
увеличение среднепопуляционного уровня био�
пленкообразования среди штаммов St. aureus
(разница достовеpна при <0,05) от исходного
уровня выраженности признака в контроле за
счет перестройки популяции в сторону увели�
чения доли клонов с высокими и средними зна�
чениями изучаемого признака и уменьшения
числа клонов с низкой способностью пленкооб�
разования (табл.1).

Среднепопуляционный уровень биоплен�
кообразованияу штаммов культуры
Enterococcusspp., выделенныхот животных с
дисбактериозом,был схож с уровнем активно�
сти образования биопленки контрольных
штаммов, статистически значимые различия
отсутствовали.

Таблица 1. Биопленкообразованиебактерий, выделенных из биотопа толстого кишечника мышей

Примечания: n– число штаммов; * статистически значимые различия с контрольным вариантом (Р<0,05, число повторно�
стей m = 3)
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E.coliHly+lac+ (n=30) 0 0 15,0±4,5 85,0±10,0 

E.coliHly+lac- (n=5) 0 0 0 100,0 

E.coliHly-lac-(n=12) 0 0 50,0±4,9 50,0±5,8 

Климентова Е.Г. Влияние δδδδδ9эндотоксина bacillusthuringiensis на пленкообразующую активность
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Что касается культуры бактерий E. coli, то под
действием растворов параспоральных белков
происходит снижение пленкообразования и пе�
реход в планктонный рост штаммов с нормаль�
ными ферментативными свойствами. Напротив,
лактозонегативные и гемолитические штаммы
данной культуры отличались повышенной склон�
ностью к биопленкообразованию, вплоть до аб�
солютного значения (100%) у лактозонегативны�
хизолятов, обладающих одновременно способно�
стью к гемолизу эритроцитов. Таким образом,
пероральное введение растворов δ�эндотоксинов
B. thuringiensisоказалонеоднозначное влияние на
изменение способности микроорганизмов к плен�
кообразованию в условиях экспериментального
дисбактериоза.

Бактериальные биопленки повышают то�
лерантность микроорганизмов – симбионтов к
антителам и фагоцитам хозяина, антибиотикам,
стрессам окружающей среды, таким, например,
как недостаток кислорода, ограничениев пита�
нии,антисептики, дезинфектанты. Эта невосп�
риимчивость может способствовать полной ре�
зистентности к факторам, которые могли бы
легко уничтожить тех же самых микробов в слу�
чае их роста в свободном, планктонном состоя�
нии [9]. Находясь в составе полимикробных
биопленок, бактерии различных видов могут
передавать друг другу защитные свойства, на�
пример, антибиотикоустойчивые бактерии спо�
собны выделять защитные энзимы или антиби�
отик�связывающие протеины, которые могут
защищать соседние антибиотикочувствитель�
ные бактерии в биопленке [10]. Также они мо�
гут передавать другим бактериям гены, отвеча�

ющие за антибиотикорезистентность, переда�
ча может происходить даже между различными
видами бактерий [11].

Проблема образованиябиопленок условно�
патогенными микроорганизмами в различных
биотопах в условиях invivo до конца не изучена,
пока лишьдоказана связь этого процесса спро�
явлением социального поведения бактерий, по�
лучившегоназвание «чувство кворума»
(QuorumSensing/QS/). Процесс регуляции в
такихсистемах осуществляется за счетаутоин�
дукторов – специфических сигнальныхмолекул;
при достижении вмикробном сообществе кри�
тической численности микроорганизмовQS�
система стимулирует усиление адгезивныхс�
войств потенциального возбудителя и иниции�
рует синтез факторов патогенности [12].

Изучение адгезивных свойств микроорга�
низмов (табл. 2) показало, что штаммы St. aureus
и Enterococcusspp., выделенные от животных,
получавших растворы токсина в дозе 100 мг/кг
веса, имели более высокие показатели адгезив�
ной активности (СПА и К%; Р<0,05) по сравне�
нию с микроорганизмами, выделенными от
контрольной группы животных.

Типичные штаммы эшерихий отличались
сниженными по сравнению с контрольной груп�
пой показателями адгезии по сравнению с кон�
трольной группой (СПА и К%; Р<0,05), а штам�
мы с измененными биологическими свойства�
ми�гемолитически активные и лактозонегатив�
ные, напротив, отличались от контрольных по�
вышенными показателями адгезии: СПАбыл
увеличен почти в 3 раза, ИАМ – в 2, 3 раза. Спо�
собность гемолитических E.coli активно при�

* Статистически значимые различия с контрольным вариантом (Р<0,05, при n = 10). Микроорганизм считался неадгезивным при
ИАМ <1,75; низкоадгезивным – от 1,76 до 2,5; среднеадгезивным – от 2,51 до 4,0; высокоадгезивнымпри ИАМ выше 4,0.

Таблица 2. Адгезивные свойства бактерий, выделенных из биотопа толстого кишечника мышей
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крепляться к поверхности эукариотических кле�
ток доказывает то, что данные микроорганиз�
мы обладают способностью к усилению адге�
зии в условиях развивающегося под действием
д�эндотоксинов B. thuringiensis дисбактериоза,
что создает условия для последующей их инва�
зии в ткани хозяина, что обычно приводит к
развитию инфекций; максимальное формиро�
вание биопленки, проявлению вирулентности
бактериями в микробных ассоциациях и имму�
нодефицитным состоянием самого макроорга�
низма[13].

Выводы
Пероральное применение высоких доз д�

эндотоксинов B. thuringiensis в течение дли�
тельного времени привело к развитию дис�
бактериоза и повлияло на способность к био�
пленкообразованию условно�патогенных бак�
терий�микросимбионтов толстого кишечни�
ка у животных. Было установлено увеличе�
ние среднепопуляционного уровня данного
признака среди штаммов St. aureus, выделен�
ных от животных экспериментальных групп
по сравнению с контролем за счет перестрой�
ки популяции в сторону увеличения доли кло�
нов с высокими и средними значениями. У
культуры бактерий E. сoli происходило сни�
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жение способности к пленкообразованию у
штаммов с нормальными ферментативными
свойствами и усиление данного признака у
лактозонегативных и гемолитических эшери�
хий. Среднепопуляционный уровень биоплен�
кообразования у штаммов культуры
Enterococcus spp., выделенных от животных с
дисбактериозом, был схож с уровнем актив�
ности образования биопленки у изолятов, вы�
деленных от контрольных животных.

Было установлено также, что изменение
способности к биопленкообразованию некото�
рых условно�патогенных бактерий в условиях
дисбактериоза находилось в прямой зависимо�
сти от изменения показателей их адгезии. Так,
штаммы культур St. aureus, Enterococcus spp., и
E.coli с измененными биологическими свой�
ствами – гемолитически активные и лактозо�
негативные, отличались от контрольных по�
вышенными показателями адгезии: СПА и
ИАМ был значительно увеличен. Те же пока�
затели у типичных штаммов E.coli, были, на�
против, снижены.

Эффект действия δ�эндотоксинов B.
thuringiensis на изменение биологических
свойств условно�патогенных бактерий�симби�
онтов толстого кишечника животных требует,
безусловно, дальнейшего изучения.

25. 02. 2013

Климентова Е.Г. Влияние δδδδδ9эндотоксина bacillusthuringiensis на пленкообразующую активность
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THE EFFECT OF BACILLUS THURINGIENSIS δδδδδ�ENDOTOXIN ON THE LEVELOF PELLICLE FORMING AC�

TIVITY AND ADHESIVE PROPERTIESOF OPPORTUNISTIC PATHOGENIC BACTERIA
Found that the B. thuringiensis δ#endotoxin subsp. kurstaki introduced in a long time per os laboratory mice,

lead to the development of dysbiosis, which is a change to the ability of microorganisms to film formation and
adhesion properties of opportunistic pathogens, which creates conditions for the subsequent invasion of the
host tissue and causes infections.
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