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АНОТАЦІЯ 

Мушинська В. С. Геномна та функціональна характеристика 

пробіотичного потенціалу штаму Enterococcus sp. SB12. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії 091 – 

«Біологія» (09 – «Біологія). Інститут біології тварин НААН, Львів, 2026. 

Дисертаційна робота присвячена дослідженню геномних, 

біотехнологічних та функціональних властивостей штаму Enterococcus sp. SB12, 

ізольованого з традиційної овечої бринзи регіону Українських Карпат, а також 

оцінці його пробіотичного потенціалу, безпечності та впливу на мікробіом й 

оксидантно-антиоксидантний статус організму лабораторних тварин. 

Молочнокислі бактерії є важливими компонентами кишкового мікробіому 

людини і тварин та відіграють ключову роль у підтриманні гомеостазу організму, 

регуляції метаболізму, формуванні імунної відповіді та забезпеченні 

колонізаційної резистентності шлунково-кишкового тракту. Крім фізіологічного 

значення, молочнокислі бактерії мають вагоме біотехнологічне та промислове 

значення, оскільки широко застосовуються у виробництві ферментованих 

харчових продуктів, пробіотичних препаратів, функціональних кормових 

добавок та біологічно активних речовин. У сучасних дослідженнях особлива 

увага приділяється пошуку нових штамів молочнокислих бактерій із природних 

та малодосліджених екологічних ніш, що можуть характеризуватися 

унікальними метаболічними та адаптивними властивостями. 

Серед представників молочнокислих бактерій особливе місце займають 

ентерококи, які поєднують значний біотехнологічний потенціал, проте, 

потребують ретельної оцінки їх безпечності. Окремі штами Enterococcus spp. 

активно використовуються у виробництві ферментованих продуктів та 

розглядаються як перспективні пробіотики завдяки здатності синтезувати 

бактеріоцини, пригнічувати ріст патогенних мікроорганізмів та модулювати 

мікробіом кишечника. Водночас ентерококи можуть бути носіями генів 

антибіотикорезистентності, патогенності та факторів вірулентності, що потребує 
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комплексного геномного та функціонального аналізу штамів-кандидатів перед їх 

можливим практичним використанням. 

Завдяки розвитку сучасних молекулярно-генетичних технологій, зокрема 

повногеномного секвенування, порівняльної геноміки та біоінформатичного 

аналізу, стало можливим здійснювати комплексне дослідження генетичної 

організації пробіотичних штамів, виявляти гени, пов’язані зі стійкістю до 

стресових факторів, синтезом біоактивних сполук та інших корисних 

властивостей для організмів тварин та людини. У зв’язку з цим актуальним є 

дослідження нових природних ізолятів ентерококів, здатних поєднувати 

біотехнологічний потенціал, антагоністичну активність і відсутність виражених 

патогенних властивостей. 

Метою роботи було дослідити геномні, фізіолого-біохімічні та пробіотичні 

властивості штаму Enterococcus sp. SB12, оцінити його безпечність, 

антагоністичний потенціал, стійкість до факторів шлунково-кишкового тракту, 

вплив на мікробіом кишечника та оксидативний статус лабораторних тварин. 

На першому етапі дослідження проведено секвенування та 

біоінформатичний аналіз геному штаму Enterococcus sp. SB12. Встановлено, що 

геном штаму представлений кільцевою хромосомою та двома плазмідами і 

характеризується наявністю численних мобільних генетичних елементів, 

профагових ділянок та CRISPR-системи, що свідчить про динамічність геному 

та потенційну здатність до горизонтального переносу генів. Функціональна 

анотація геному показала переважання генів, пов’язаних із процесами реплікації, 

транскрипції, трансляції, репарації ДНК, а також транспорту та метаболізму 

вуглеводів, що вказує на високу метаболічну гнучкість та адаптивність штаму. 

У геномі Enterococcus sp. SB12 було виявлено гени, асоційовані зі 

стійкістю до антибіотиків, патогенністю та факторами вірулентності. Проте, 

фенотиповий аналіз показав високу чутливість штаму до ключових медичних 

антибіотиків, зокрема ампіциліну та ванкоміцину, що свідчить про відсутність 

функціональної реалізації більшості виявлених детермінант 

антибіотикорезистентності. Встановлено, що значна частина ідентифікованих 
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генів вірулентності бере участь у процесах адгезії, колонізації, адаптації до 

стресових умов та формуванні біоплівки, що характерно також для 

коменсальних і пробіотичних ентерококів. 

Дослідження здатності штаму до синтезу біогенних амінів показало 

відсутність продукції гістаміну та путресцину, а також лише незначний рівень 

утворення тираміну, що свідчить про низький токсикологічний ризик 

використання Enterococcus sp. SB12у складі ферментованих харчових продуктів. 

У геномі штаму ідентифіковано кластери генів, пов’язані з основними 

шляхами первинного метаболізму, деградацією галової кислоти, синтезом 

бактеріоцинів та вторинних метаболітів. Зокрема, виявлено гени синтезу 

ентероцину А, ентероцину P, ентероцину SE-K4, ентероцину L50 та ентеролізину 

А, а також кластер полікетидсинтаз III типу. Встановлено, що штам Enterococcus 

sp. SB12 проявляє виражену антагоністичну активність щодо грампозитивних і 

грамнегативних бактерій, яка може бути пов’язаною з продукцією комплексу 

бактеріоцинів та інших антимікробних метаболітів. 

Філогенетичний та порівняльний геномний аналіз показав спорідненість 

штаму SB12 із ентерококами, ізольованими з ферментованих молочних 

продуктів, а також із промисловими пробіотичними штамами Enterococcus 

faecium. Встановлено, що геномна архітектура Enterococcus sp. SB12 значно 

відрізняється від патогенних клінічних штамів ентерококів і характеризується 

меншою кількістю мобільних генетичних елементів, генів вірулентності та 

антибіотикорезистентності. 

На другому етапі досліджень проведено оцінку стійкості штаму 

Enterococcus sp. SB12 до факторів шлунково-кишкового тракту та технологічних 

умов культивування. Встановлено помірну стійкість штаму до дії лізоциму та 

високу виживаність при pH 3,0, що свідчить про його здатність виживати в 

умовах шлунково-кишкового тракту. Також показано здатність Enterococcus sp. 

SB12 витримувати температуру до 50 °С та концентрацію NaCl до 5%, що вказує 

на перспективність його використання у промислових технологіях виробництва 

ферментованих продуктів. 
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Дослідження ростових характеристик показало, що оптимальним 

середовищем для культивування штаму є середовище MRS, а найбільш 

інтенсивне накопичення біомаси відбувається за нейтральних та слабколужних 

значень pH. Окрім цього, було встановлено наявність антимікробної активності 

штаму Enterococcus sp. SB12 щодо типових патогенних мікроорганізмів. 

Третій етап дослідження включав MALDI-TOF мас-спектрометричний 

аналіз антимікробних метаболітів та ВЕРХ-МС дослідження метаболічного 

потенціалу штаму, зокрема його здатності до синтезу антибіотиків, вітамінів і 

амінокислот. Встановлено, що штам Enterococcus sp. SB12 здатний синтезувати 

вітаміни групи B та вітамін C. MALDI-TOF аналіз підтвердив наявність 

пептидних сполук, однак не дозволив остаточно ідентифікувати продукти 

експресії бактеріоцинових кластерів, що може бути пов’язано з фазозалежною 

експресією генів, низькою концентрацією метаболітів або необхідністю 

посттрансляційної модифікації пептидів. 

На четвертому етапі дослідження проведено експеримент in vivo на 

лабораторних мишах з метою оцінки впливу штаму Enterococcus sp. SB12 на 

мікробіом кишечника та прояв пробіотичних властивостей. Для цього були 

сформовані контрольна та дослідна групи мишей по 10 тварин у кожній групі. 

Тваринам дослідної групи вводили штам Enterococcus sp. SB12. Метагеномний 

аналіз показав здатність штаму колонізувати шлунково-кишковий тракт тварин. 

Встановлено, що введення SB12 супроводжувалося збільшенням частки 

представників корисної мікрофлори та зменшенням кількості опортуністичних 

мікроорганізмів, зокрема представників Desulfovibrionaceae, Desulfovibrio та 

Helicobacter spp. Також виявлено зниження різноманіття грибкової складової 

кишкової мікробіоти, що може вказувати на стабілізацію мікробного балансу 

кишечника. 

На завершальному етапі дослідження проведено оцінку фізіолого-

біохімічних показників лабораторних мишей після введення штаму Enterococcus 

sp. SB12. Встановлено відсутність негативного впливу штаму на показники 

ліпідного, вуглеводного та білкового обміну. Дослідження параметрів 
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оксидантно-антиоксидантного статусу показало, що введення Enterococcus sp. 

SB12 не спричиняло розвитку системного оксидативного стресу та не 

порушувало редокс-гомеостаз організму тварин. Встановлено тенденцію до 

зниження вмісту гідроперекисів ліпідів у тканинах печінки та кишечника, що 

свідчить про потенційний антиоксидантний ефект досліджуваного штаму. 

Водночас рівень ТБК-активних продуктів, показники окисної модифікації білків 

та активність каталази залишалися в межах контрольних значень, що 

підтверджує відсутність прооксидантного впливу Enterococcus sp. SB12 та 

свідчить про його біологічну безпечність. 

Отримані результати вказують, що штам Enterococcus sp. SB12 

характеризується поєднанням пробіотичних, антагоністичних та технологічно 

цінних властивостей, здатністю позитивно впливати на мікробіом кишечника та 

підтримувати редокс-гомеостаз організму без проявів токсичності чи 

патогенності. Комплексний геномний, мікробіологічний, фізіолого-біохімічний 

та метагеномний аналіз дозволяє розглядати штам Enterococcus sp. SB12, як 

перспективний об’єкт для подальших досліджень і потенційного використання у 

виробництві пробіотичних препаратів та ферментованих харчових продуктів. 

Ключові слова: Enterococcus sp., пробіотичні властивості, мікроорганізми, 

карпатський овечий сир, біоінформатичний аналіз, геном, біологічно активні 

речовини, оксидативний стрес, біохімічні параметри, каталаза, ТБК-активні 

продукти, гідроперекиси ліпідів, окисна модифікація білків, лабораторні 

тварини. 



7 
 

ABSTRACT 

Mushynska V. S. Genomic and functional characterization of the probiotic 

potential of the Enterococcus sp. SB12 strain. 

Thesis for the degree of Doctor of Philosophy 091 - «Biology» (09 - «Biology»). 

Institute of Animal Biology of the National Academy of Agrarian Science, Lviv, 2026.  

This dissertation is devoted to the study of the genomic, biotechnological, and 

functional properties of Enterococcus sp. SB12, isolated from traditional sheep brynza 

cheese from the Ukrainian Carpathians, as well as to the evaluation of its probiotic 

potential, safety, and effects on the microbiota and redox status of laboratory animals. 

Lactic acid bacteria are important components of the human and animal gut 

microbiota and play a key role in maintaining the body’s homeostasis, regulating 

metabolism, shaping the immune response, and ensuring the colonization resistance of 

the gastrointestinal tract. In addition to their physiological significance, lactic acid 

bacteria are of considerable biotechnological and industrial importance, as they are 

widely used in the production of fermented foods, probiotic preparations, functional 

feed additives, and biologically active compounds. In current research, increasing 

attention is being paid to the search for new strains of lactic acid bacteria from natural 

and poorly studied ecological niches that may possess unique metabolic and adaptive 

properties. 

Among lactic acid bacteria, enterococci occupy a special place, combining 

significant biotechnological potential with the need for a thorough assessment of their 

safety. Some strains of Enterococcus spp. are actively used in the production of 

fermented foods and are considered promising probiotics due to their ability to 

synthesize bacteriocins, inhibit the growth of pathogenic microorganisms, and 

modulate the gut microbiota. At the same time, enterococci may carry genes for 

antibiotic resistance, pathogenicity, and virulence factors, which requires 

comprehensive genomic and functional analysis of candidate strains prior to their 

potential practical application. 

Thanks to advances in modern molecular genetic technologies, particularly 

whole-genome sequencing, comparative genomics, and bioinformatics analysis, it has 



8 
 

become possible to conduct comprehensive studies of the genetic organization of 

probiotic strains, identify genes associated with resistance to stress factors, the 

synthesis of bioactive compounds, the ability to colonize, and safety for the host 

organism. In this context, it is relevant to study new natural isolates of enterococci 

capable of combining technological suitability, antagonistic activity, and the absence 

of pronounced pathogenic properties. 

The aim of this study was to investigate the genomic, physiological-biochemical, 

and probiotic properties of Enterococcus sp. SB12, to assess its safety, antagonistic 

potential, resistance to gastrointestinal factors, as well as its effect on the gut 

microbiota and the oxidative-antioxidant status of laboratory animals. 

In the first stage of the study, the genome of the Enterococcus sp. SB12 strain 

was sequenced and subjected to bioinformatics analysis. It was established that the 

strain’s genome consists of a circular chromosome and two plasmids and is 

characterized by the presence of numerous mobile genetic elements, prophage regions, 

and a CRISPR system, indicating the genome’s dynamism and its potential capacity 

for horizontal gene transfer. Functional annotation of the genome revealed a 

predominance of genes associated with replication, transcription, translation, DNA 

repair, as well as carbohydrate transport and metabolism, indicating high metabolic 

flexibility and adaptability of the strain. 

Genes associated with antibiotic resistance, pathogenicity, and virulence factors 

were identified in the Enterococcus sp. SB12 genome. However, phenotypic analysis 

revealed high sensitivity of the strain to major antibiotics, particularly ampicillin and 

vancomycin, indicating the absence of functional expression of most of the identified 

antibiotic resistance determinants. It was found that a significant portion of the 

identified virulence genes are involved in the processes of adhesion, colonization, 

adaptation to stressful conditions, and biofilm formation, which is also characteristic 

of commensal and probiotic enterococci. 

An investigation into the strain’s ability to synthesize biogenic amines revealed 

no formation of histamine or putrescine and showed only a negligible level of tyramine 
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formation, indicating a low toxicological risk associated with the use of Enterococcus 

sp. SB12 in fermented food products. 

Gene clusters associated with the main pathways of primary metabolism, the 

degradation of halogenated acids, and the synthesis of bacteriocins and secondary 

metabolites were identified in the strain’s genome. In particular, genes encoding 

enterocin A, enterocin P, enterocin SE-K4, enterocin L50, and enterolysin A were 

identified, as well as a type III polyketide synthase cluster. It has been established that 

the Enterococcus sp. SB12 strain exhibits pronounced antagonistic activity against 

Gram-positive and Gram-negative bacteria, which may be associated with the 

production of a complex of bacteriocins and other antimicrobial metabolites. 

Phylogenetic and comparative genomic analysis showed that strain SB12 is 

closely related to Enterococcus species isolated from fermented dairy products, as well 

as to commercial probiotic strains of Enterococcus faecium. It was established that the 

genomic architecture of Enterococcus sp. SB12 differs significantly from that of 

pathogenic clinical enterococcal strains and is characterized by a lower number of 

mobile elements, virulence genes, and antibiotic resistance genes. 

In the second stage of the study, the resistance of the Enterococcus sp. SB12 

strain to gastrointestinal factors and technological cultivation conditions was 

evaluated. Moderate resistance of the strain to lysozyme and high survival at pH 3.0 

were established, indicating its ability to survive in the gastrointestinal tract. It was also 

demonstrated that Enterococcus sp. SB12 withstands temperatures up to 50 °C and 

NaCl concentrations up to 5%, indicating its potential for use in industrial technologies 

for the production of fermented products. 

A study of growth characteristics showed that the optimal medium for culturing 

the strain is MRS medium, and the most intensive biomass accumulation occurs at 

neutral and slightly alkaline pH values. In addition, the antimicrobial activity of the 

Enterococcus sp. SB12 strain against common pathogenic microorganisms was 

demonstrated. 

The third stage of the study involved MALDI-TOF mass spectrometric analysis 

of antimicrobial metabolites and HPLC-MS analysis of the strain’s metabolic potential, 
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specifically its ability to synthesize antibiotics, vitamins, and amino acids. It was 

established that the Enterococcus sp. SB12 strain is capable of synthesizing B vitamins 

and vitamin C. MALDI-TOF analysis confirmed the presence of peptide compounds; 

however, it did not allow for the definitive identification of the products of bacteriocin 

cluster expression, which may be associated with phase-dependent gene expression, 

low metabolite concentrations, or the need for post-translational modification of 

peptides.In the fourth stage of the study, an in vivo experiment was conducted on 

laboratory mice to evaluate the effect of the Enterococcus sp. SB12 strain on the gut 

microbiome and the manifestation of its probiotic properties. For this purpose, control 

and experimental groups of mice were formed, each consisting of 10 animals. The 

animals in the experimental group were administered the Enterococcus sp. SB12 strain. 

Metagenomic analysis demonstrated the strain’s ability to colonize the animals’ 

gastrointestinal tract. It was found that administration of SB12 was accompanied by an 

increase in the proportion of beneficial microflora and a decrease in the number of 

opportunistic microorganisms, particularly members of the Desulfovibrionaceae 

family, Desulfovibrio, and Helicobacter spp. A reduction in the diversity of the fungal 

component of the intestinal microbiota was also observed, which may indicate 

stabilization of the intestinal microbial balance. 

In the final stage of the study, physiological and biochemical parameters of 

laboratory mice were assessed following administration of the Enterococcus sp. SB12 

strain. No negative effect of the strain on lipid, carbohydrate, and protein metabolism 

parameters was observed. Analysis of oxidative-antioxidant status parameters showed 

that administration of Enterococcus sp. SB12 did not induce systemic oxidative stress 

and did not disrupt the redox homeostasis of the animals. 

The results obtained indicate that the Enterococcus sp. SB12 strain is 

characterized by a combination of probiotic, antagonistic, and technologically valuable 

properties, as well as the ability to positively influence the gut microbiota and maintain 

the body’s redox homeostasis, without exhibiting any toxicity or pathogenicity. 

Comprehensive genomic, microbiological, physiological-biochemical, and 

metagenomic analysis suggests that Enterococcus sp. SB12 is a promising candidate 
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for further research and potential use in the production of probiotic preparations and 

fermented food products. 

Keywords: Enterococcus sp., probiotic properties, microorganisms, Carpathian 

sheep cheese, bioinformatic analysis, genome, biologically active substances, 

oxidative stress, biochemical parameters, catalase, TBA-reactive products, lipid 

hydroperoxides, oxidative protein modification, laboratory animals. 
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ВСТУП  

Актуальність теми. Використання пробіотиків у тваринництві та 

медицині, як безпечна та екологічно обґрунтована альтернатива антибіотикам є 

передовою стратегією в умовах глобального поширення 

антибіотикорезистентності. Сучасні уявлення про функціональні властивості 

пробіотичних мікроорганізмів змістили акцент з їх антагоністичних 

властивостей щодо патогенів на системну модуляцію метаболізму та підтримку 

гомеостазу господаря. Одним із ключових механізмів такого впливу є регуляція 

оксидантно-антиоксидантної рівноваги та зниження інтенсивності окисного 

стресу [88]. Пробіотичні мікроорганізми здатні нейтралізувати активні форми 

кисню завдяки синтезу антиоксидантних ензимів і низькомолекулярних 

захисних сполук, що визначає їхню потенційну біологічну безпечність та 

функціональну цінність [223]. 

Серед молочно-кислих бактерій особливу увагу привертає Enterococcus 

faecium – типовий представник кишкової мікробіоти ссавців, який 

характеризується високою стійкістю до кислотності шлункового соку, жовчних 

солей і температурних коливань. Важливою цінністю штамів Enterococcus 

faecium є здатність синтезувати біологічно активні сполуки, зокрема 

бактеріоцини (ентероцини) – рибосомно синтезовані антимікробні пептиди. 

Бактеріоцини можуть пригнічувати розвиток патогенних та умовно-патогенних 

мікроорганізмів, модулювати склад кишкового мікробіому та підсилювати 

потенціал штамів-продуцентів, водночас будучи безпечними для споживання 

продуктами білкового походження [87, 198, 199, 335].  

Водночас ентерококи характеризуються подвійним біологічним 

значенням. Поряд з технологічною і пробіотичною цінністю окремі 

представники роду Enterococcus належать до опортуністичних патогенів і 

можуть бути носіями факторів вірулентності та антибіотикорезистентності. 

Відсутність для ентерококів статусів QPS і GRAS, а також значна штамова 

варіабельність генетичних детермінант безпечності зумовлюють необхідність 
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ретельної індивідуальної оцінки кожного ізоляту перед його потенційним 

застосуванням [185]. 

Отже, актуальність даного дослідження зумовлена необхідністю 

комплексної оцінки безпечності та функціонального потенціалу нових штамів 

Enterococcus faecium як перспективних пробіотичних агентів чи промислово 

важливих продуцентів. Комплексне дослідження від аналізу геному штаму через 

його функціональну та метаболічну оцінку до безпосереднього впливу на 

організм лабораторних тварин дозволяє не тільки довести безпечність його 

використання, а й оцінити його біотехнологічний потенціал та технологічні 

переваги в якості промислового продуцента для виробництва ферментованих 

продуктів. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами, грантами. 

Дисертаційна робота виконана в лабораторії біотехнології відтворення 

Інституту біології тварин НААН та на базах Колекції мікробних культур 

продуцентів антибіотиків та кафедри генетики та біотехнології Львівського 

національного університету імені Івана Франка в рамках науково-дослідної 

роботи 43.00.02.10.П «Дослідити пробіотичний потенціал нового штаму бактерій 

Enterococcus sp. SB12 для підвищення адаптаційної здатності тварин до впливу 

кліматичних чинників» (номер державної реєстрації – 0124U001989) та 

27.00.02.01 Ф «Молекулярно-генетичні основи використання біотехнологічних 

платформ антимікробної дії як альтернатива антибіотикам у тваринництві» 

(номер державної реєстрації – 0126U002014), а також виконання грантів 

UASEEDs_P3_CoD10_12 «Biotechnological preparations - an alternative to 

antibiotics in animal husbandry» from Seeds of Bravery (UASEEDs) funded by the 

European Union under the European Innovation Council (EIC) та індивідуального 

гранту FEMS (Apllication ID 5385) за проектом «Ідентифікація та характеристика 

бактеріоцинів штаму Enterococcus sp. SB12 з антимікробним потенціалом». 

Мета дослідження. Мета дисертаційної роботи полягала у визначенні 

пробіотичного потенціалу штаму Enterococcus sp. SB12 на основі комплексного 

аналізу його геному, оцінки метаболічної і функціональної активності, а також 
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експериментального підтвердження його безпечності й позитивного впливу на 

мікробіом і фізіолого-біохімічних показників організму лабораторних тварин in 

vivo. 

Для досягнення мети були визначені наступні завдання: 

• здійснити повногеномне секвенування, збірку та анотацію геному 

штаму Enterococcus sp. SB12 для верифікації його таксономічного 

положення та уточнення філогенетичних зв’язків у межах роду 

Enterococcus; 

• провести біоінформатичний аналіз геному з метою ідентифікації 

кластерів генів вторинних метаболітів, антимікробних сполук 

(бактеріоцинів) та оцінки генетичної безпеки (пошук детермінант 

антибіотикорезистентності та факторів вірулентності); 

• дослідити біотехнологічні та пробіотичні властивості штаму in vitro, 

зокрема його резистентність до екстремальних факторів (температури, 

солі, лізоциму) та здатність до виживання в умовах моделювання ШКТ; 

• охарактеризувати метаболічний профіль штаму SB12 та ідентифікувати 

ключові біоактивні метаболіти з використанням методів 

високоефективної рідинної хроматографії з мас-спектрометрією (ВЕРХ-

МС) та матрично-асистованої лазерної десорбції/іонізації – часу 

прольоту (MALDI-TOF); 

• провести метагеномний аналіз складу мікробіому кишечника 

піддослідних тварин для з’ясування закономірностей впливу штаму SB12 

на кількісне та якісне співвідношення представників кишкового 

мікробіоценозу; 

• з’ясувати фізіолого-біохімічні ефекти тривалого застосування штаму in 

vivo, оцінивши стан оксидативно-відновного гомеостазу та стабільність 

метаболічних показників сироватки крові мишей. 

Об’єкт дослідження: пробіотичний потенціал, генетичні детермінанти 

безпеки та метаболічна активність штаму Enterococcus sp. SB12. 
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Предмет дослідження: структурно-функціональна організація геному 

Enterococcus sp. SB12, склад генних кластерів бактеріоцинів, профіль 

біоактивних метаболітів та динаміка біохімічних і метагеномних показників 

організму піддослідних тварин за дії даного штаму. 

Методи дослідження: молекулярно-генетичні (виділення ДНК, 

повногеномне секвенування на платформі Illumina, анотація та збірка геному 

штаму); біоінформатичні (філогенетична характеристика штаму, скринінг 

кластерів генів антимікробних сполук, ідентифікація гентичних детермінант 

безпеки та структурне моделювання біоактивних пептидів у спеціалізованих 

базах даних); мікробіологічні (оцінка виживання штаму за екстремальних умов 

pH та температури, визначення антагоністичної активності in vitro); фізико-

хімічні (ідентифікація пептидів та метаболітів методами ВЕРХ, ВЕРХ-МС та 

MALDI-TOF); метагеномні (профілювання мікробіоти кишечника за 

секвенуванням гена 16S рРНК, аналіз таксономічного різноманіття); біохімічні 

(визначення показників ліпідного, вуглеводного та білкового обмінів; оцінка 

інтенсивності вільнорадикальних процесів та стану системи антиоксидантного 

захисту). 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше здійснено комплексну 

характеристику та повногеномну анотацію нового штаму Enterococcus sp. SB12, 

виділеного з традиційної карпатської бринзи. На основі повногеномного 

секвенування (WGS) виявлено унікальний біосинтетичний потенціал штаму, що 

полягає у наявності розширеного набору з п’яти кластерів генів бактеріоцинів 

(ентероцини А, P, SE-K4, L50a та ентеролізин А), які зумовлюють його високу 

антагоністичну активність щодо широкого спектра патогенних мікроорганізмів. 

Доведено генетичну безпеку штаму SB12 шляхом встановлення виключно 

хромосомної локалізації детермінант вірулентності та 

антибіотикорезистентності, що науково обґрунтовує мінімальний ризик 

горизонтального переносу генів резистентності в умовах кишкового мікробіому.  

Уточнено таксономічний статус та філогенетичну спорідненість 

досліджуваного ізоляту з безпечними комерційними пробіотичними культурами, 
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а також ідентифіковано специфічні генетичні локуси (efaA, WxL locus C), що 

відповідають за його високу адаптивність до умов шлунково-кишкового тракту. 

Вперше із застосуванням метагеномного аналізу встановлено здатність штаму 

SB12 позитивно модулювати склад мікробіоти кишечника мишей, стимулюючи 

ріст здорового мікробіому кишківника та пригнічуючи розвиток умовно-

патогенних бактерій.  

Експериментально доведено біологічну інертність штаму in vivo, що 

підтверджується стабільністю метаболічних показників крові та збереженням 

оксидативно-відновного гомеостазу макроорганізму за умов тривалого 

застосування пробіотика. Отримані дані розширюють уявлення про механізми 

пробіотичної дії ентерококів та теоретично обґрунтовують перспективність 

використання штаму Enterococcus sp. SB12 як основи для створення нових 

функціональних препаратів. 

Практичне значення отриманих результатів. Практичне значення 

роботи насамперед полягає в отриманні фундаментальних генетичних даних: 

повногеномну послідовність та детальний генетичний профіль штаму 

Enterococcus sp. SB12 депоновано у міжнародній базі даних NCBI, що відкриває 

можливості для їх використання у порівняльних геномних дослідженнях та 

ідентифікації нових бактеріоцинових локусів.  

На основі цих даних науково обґрунтовано доцільність використання 

досліджуваного штаму як перспективної та безпечної генетичної основи для 

створення високоефективних пробіотичних препаратів. Зокрема, встановлена 

відсутність плазмідних детермінант резистентності дозволяє рекомендувати 

штам SB12 для впровадження у тваринництво як екологічну альтернативу 

кормовим антибіотикам.  

Технологічну цінність результатів підтверджує виявлена висока 

термотолерантність штаму, що дозволяє інтегрувати його у процеси 

виробництва гранульованих кормів без втрати біологічної активності. Разом з 

тим, доведена здатність штаму позитивно модулювати склад кишкової 

мікробіоти та підтримувати антиоксидантний статус макроорганізму in vivo є 
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підґрунтям для впровадження нових схем профілактики дисбіозів та зміцнення 

резистентності молодняка тварин.  

Результати дисертаційного дослідження також можуть бути використані в 

навчальному процесі вищих навчальних закладів біологічного та ветеринарного 

профілів при підготовці курсів з мікробіології, біотехнології та фізіології тварин. 

Основні результати та матеріали дисертаційної роботи впроваджено у 

навчальний процес Львівського національного університету імені І. Франка при 

викладанні дисципліни «Великий практикум». 

Особистий внесок здобувача. Формування ідей, планування експериментів, 

аналіз та обговорення отриманих результатів, підготування рукописів статей та 

формування основних положень, виконувалося автором спільно з науковими 

керівниками д.б.н. Оксаною Штапенко та к.б.н. Василем Сирваткою. Увесь обсяг 

експериментальних робіт виконано автором самостійно або за безпосередньої 

участі. Спільно з науковими керівниками провела біохімічний аналіз показників 

зразків тканин та крові лабораторних мишей для оцінки впливу Enterococcus sp. 

SB12. Автор самостійно здійснила біоінформатичний та філогенетичний аналіз 

геному штаму SB12, дослідила антагоністичні, антибіотичні та мікробіологічні 

властивості, здійснила ВЕРХ-МС та MALDI-TOF аналіз хроматограм та 

проналізувала метагеном кишківника лабораторних мишей. ВЕРХ-МС-аналіз 

вторинних метаболів виконано в співпраці з к.б.н. М.Л. Мироновським й проф. 

А.М. Лужецьким (Саарландський університет, Німеччина). ВЕРХ-МС-аналіз 

первинних метаболітів, зокрема вітамінів та амінокислот було виконано в 

співпраці з к.б.н. Р.М. Остаповим (Державний науково-дослідний контрольний 

інститут ветеринарних препаратів та кормових добавок, Україна). MALDI-TOF 

аналіз виконано в співпраці з проф. Р. Мюлером (Гемгольц центр 

фармацевтичних досліджень, Німеччина). Пошук й аналіз наукової літератури за 

темою дисертації та її оформлення автор виконала самостійно. 

Апробація дисертації. Результати досліджень та основні положення 

дисертаційної роботи доповідались на засіданнях вченої ради Інституту біології 

тварин НААН (2023-2025 рр.), міжнародних та всеукраїнських науково-
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практичних конференціях, зокрема: ХXI Всеукраїнська науково-практична 

конференція молодих вчених «Біологія тварин» (18-19 травня 2023 р., м. Львів); 

Міжнародна науково-практична конференція «Modern aspects of microbiology, 

virology and biotechnology in wartime and post-war period» (15-16 листопада 2023 

р., м. Київ); XX Міжнародна наукова конференція студентів та аспірантів 

«Молодь і поступ в біології» (18-20 квітня 2024 р., м. Львів); Всеукраїнська 

науково-практична конференція молодих вчених «Біологія тварин» (19-20 

вересня 2024 р., м. Львів); V Наукова конференція молодих дослідників «Youth 

and Modern Problems of Microbiology and Virology» (19-20 листопада 2024 р., м. 

Київ); Міжнародна наукова конференція «Актуальні питання біотехнології, 

екології та природокористування» (14-15 травня 2025 р., м. Харків); ХXIII 

Всеукраїнська науково-практична конференція молодих вчених «Біологія 

тварин» (15-16 травня 2025 р., м. Львів). 

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 10 

наукових праць, у тому числі 2 наукові статті у фахових виданнях, які 

індексуються у міжнародних наукометричних базах даних Scopus з імпакт-

фактором, 1 стаття у фаховому журналі категорії Б та 7 тез наукових доповідей. 

Структура та обсяг дисертації. Основний зміст роботи викладено на 119 

сторінках комп’ютерного тексту. Дисертаційна робота складається із анотації, 

вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, результатів власних 

досліджень, аналізу і узагальнення результатів досліджень, висновків, списку 

використаних джерел і додатків. Робота ілюстрована 27 рисунками та 9 

таблицями. Список літератури містить 377 найменувань, з яких 372 латиницею. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Загальна характеристика бактерій роду Enterococcus 

1.1.1. Історія відкриття та еволюція класифікації роду 

Enterococcus 

Рід Enterococcus має відносно коротку історію основна частина якої тісно 

пов’язана зі стрептококами. Вперше термін «стрептокок» використав Білрот у 

1874 році для опису коків, розташованих ланцюжками, які він спостерігав у 

ранах [36]. Десятиліттям пізніше стрептококи було виділено в окремий рід [300]. 

Перша згадка про ентерококів з’явилася у 1899 році, коли Тьєрселін і Жуо 

виділили сапрофітні, потенційно патогенні коки з людського кишечника, які тоді 

віднесли до роду Streptococcus під видовою назвою faecalis [9, 336].  

З часом серологічні дослідження Лансфілда та класифікація Шермана 

дозволили виділити ентерококи як окрему групу «стрептококових ліній» [188, 

320]. Остаточний статус окремого роду вони отримали лише у 1984 році завдяки 

роботам Шлейфера та Кілпер-Бальц , які віднесли грампозитивні кокки 

Лансфілдової групи D до нового роду Enterococcus, названого на честь Тьєрселін 

і Жуо. На той час до роду Enterococcus було віднесено лише два види — 

Enterococcus faecalis та Enterococcus faecium [313]. Подальші молекулярні 

дослідження 16S рРНК підтвердили відмінність ентерококів від стрептококів і 

дозволили чітко відокремити їх від роду Lactococcus, який також належить до 

родини Streptococcaceae [206, 312]. 

На сьогодні встановлено, що рід Enterococcus належить до родини 

Enterococcaceae, ряду Lactobacillales, класу Bacilli, типу Firmicutes, до домену 

Bacteria [313]. Наразі описано близько 60 видів цього роду [93], які поділяють на 

п'ять основних філогенетичних груп: E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. 

gallinarum та E. cecorum [45]. Поза офіційною номенклатурою ентерококи 

належать до молочнокислих бактерій (LAB) з вмістом G+C нижче 50% [285]. 

Таким чином, сучасне уявлення про рід Enterococcus сформувалося на основі 
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поєднання класичних мікробіологічних спостережень і молекулярно-

біологічних даних, що підтверджують їхнє місце серед молочнокислих бактерій. 

 

1.1.2. Морфологія та фізіологія ентерококів 

Ентерококи – це грампозитивні коки, з вмістом GC-основ менше 40%, які 

виробляють молочну кислоту як основний кінцевий продукт ферментації 

глюкози. Клітини ентерококів зазвичай овальної форми, зустрічаються поодинці, 

парами, або утворюють ланцюжки різної довжини [14, 59]. Вони не утворюють 

спор і капсул, хоча деякі види, наприклад Enterococcus casseliflavus та 

Enterococcus gallinarum, мають джгутик. Колонії ентерококів на стандартних 

агаризованих середовищах зазвичай молочно-білого кольору, проте деякі види 

(E. sulfureus, E. casseliflavus та E. mundtii) продукують каротиноїдні пігменти, що 

надають колоніям жовте забарвлення [82, 131, 193]. 

Більшість представників роду Enterococcus характеризуються 

пептидогліканом клітинної стінки типу лізин–D-аспарагін, що є типовою 

особливістю для більшості молочнокислих бактерій. Водночас E. faecalis 

становить виняток, оскільки містить пептидоглікан типу лізин–аланін. Ці 

відмінності в структурі пептидоглікану мають таксономічне значення та 

відображають еволюційні розбіжності всередині роду, а також можуть впливати 

на чутливість до певних ферментів, механіку клітинної стінки та особливості 

взаємодії бактерій з довкіллям [59, 66-69, 108, 313]. Клітинна стінка ентерококів 

не містить ліпідів чи білків, інтегрованих у її структуру, однак характеризується 

наявністю тейхоєвих кислот, які виступають основними поверхневими 

антигенами. Ці полімери, ковалентно пов’язані з пептидогліканом, відіграють 

важливу роль у підтриманні структурної цілісності клітинної стінки, регуляції 

іонного гомеостазу та взаємодії бактерії з імунною системою господаря [13]. 

Ентерококи є факультативними анаеробами: вони здатні рости як за 

анаеробних, так і за аеробних умов [82, 317]. Толерантність до кисню 

забезпечується активністю ферменту супероксиддисмутази, яка каталізує 

перетворення токсичного супероксид-аніону на менш шкідливий пероксид; 
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синтез цього ферменту посилюється при контакті клітини з молекулярним 

киснем [120].  

Ентерококи не здатні синтезувати порфірин, і, відповідно, позбавлені 

цитохромних пігментів, які відповідають за фотосинтез. Водночас окремі види 

продукують флавінвмісні NADH-пероксидази, які беруть участь у 

ферментативному метаболізмі, сприяють захисту клітини від окисного стресу та 

потенційно підсилюють вірулентність [28]. 

За типом живлення ентерококи є хемоорганотрофами та 

каталазонегативними мікроорганізмами; деякі види проявляють гемолітичну 

активність [304]. Метаболізм ентерококів належить до гомоферментативного 

типу. Основний шлях розщеплення глюкози – гліколіз (шлях Ембдена-

Мейєргофа-Парнаса). На виході гліколізу утворюється піруват і його подальша 

метаболізація залежить від умов: в анаеробному або слабокислому середовищі 

(рН 5–6) піруват переважно відновлюється до лактату, а в аеробному або 

нейтрально-лужному середовищі глюкоза може частково перетворюватися на 

оцтову кислоту, ацетоїн і CO₂, а піруват далі розщеплюється до форміату, 

етанолу, ацетату у співвідношенні 2 : 1 : 1 [304]. Піруват перетворюється на 

етанол і ацетат переважно тоді, коли в середовищі відчувається дефіцит 

поживних речовин [90]. 

Ентерококи здатні витримувати широкий температурний діапазон - від 10 

до 45 °C, з оптимумом росту при 35 - 37°C [45]. Вони також переносять до 6,5% 

NaCl в середовищі, 22% етанолу, високі концентрації жовчних кислот або 

додецилсульфату натрію. Ентерококи характеризуються значною 

резистентністю до висихання, що сприяє їх виживанню в несприятливих умовах, 

зокрема в лікарняному середовищі [59, 157]. 

 

1.1.3. Поширеність ентерококів у природних середовищах та харчових 

продуктах  

Ентерококи здатні виживати в різноманітних середовищах завдяки високій 

адаптивності. Їхня здатність колонізувати широкий спектр екологічних ніш 
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пов’язана з еволюційною історією, що, за гіпотезою, розпочалася близько 500 

млн років тому внаслідок террестризації тварин-господарів, які містили предків 

ентерококів [193]. На основі аналізу 16S рРНК вважається, що ентерококи 

походять від бактерій, близьких до роду Vagococcus, який належить до родини 

Carnobacteriaceae. Представники Carnobacteria та Vagococcus залишалися 

переважно асоційованими з морськими організмами [193], тоді як більшість 

ентерококів з часом адаптувалися до кишечника наземних тварин, зокрема, 

ссавців, птахів, рептилій і комах [193, 211, 242]. В результаті еволюції, 

представники цього роду окрім кишечника тварин заселили ґрунти [32, 325], 

поверхневі та стічні води (E. moraviensis та E. haemoperoxidus) [235], рослини [32, 

241], лікарняні середовища [123], харчові продукти [30, 143] та корми [56, 264]. 

Вони також можуть бути присутніми у ферментованих молочних та м’ясних 

продуктах [193, 204]. Деякі види здатні існувати як епіфіти на рослинах – зокрема 

E. mundtii, E. casseliflavus, E. faecalis та E. faecium [211].  

Новими відкриттям є вид E. aquimarinus, що мешкає в солоній воді [193] і 

його виживання у таких умовах є наочним прикладом адаптації ентерококів до 

середовища. Дослідження показали, що деякі види ентерококів можуть 

перебувати на зоопланктоні, який поширений як у прісних, так і в солоних 

водоймах. При цьому збільшення чисельності планктону в літні місяці 

супроводжується зростанням кількості ентерококів [323]. Крім того ентерококи 

були виявлені на березі прісноводного озера Мічиган (США) у висушених 

водоростях роду Cladophora, де вони виживали протягом шести місяців при 

температурі 4 °C разом з Escherichia coli [355]. 

Ентерококи є одними з найперших бактерій, які колонізують кишково-

шлунковий тракт людей в перші дні життя. Зв’язок між цими бактеріями та 

кишковою мікрофлорою людини був встановлений ще у ранніх працях 

Тьєрселіна і Жуо [336]. Подальші дослідження Лебретона та ін. [193] 

підтвердили, що ентерококи є типовими та стабільними представниками 

кишкової мікробіоти. Найпоширенішими видами в шлунково-кишковому тракті 

є E. faecalis та E. faecium, які одночасно є й основними патогенами серед бактерій 
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роду Enterococcus [193]. Ці види, а також E. durans та E. hirae досить часто 

зустрічаються у поверхневих та стічних водах, куди вони, ймовірно, 

потрапляють із фекаліями людей та тварин [193]. Тому кишкові бактерії, 

включаючи ентерококи, використовуються як фекальні індикатори для оцінки 

чистоти води [323].  

Таким чином, ентерококи демонструють високу екологічну пластичність, 

здатність виживати в різноманітних водних середовищах та адаптуватися до 

несприятливих умов довкілля. 

 

1.2. Ентерококи як опортуністичні патогени 

1.2.1. Епідеміологія інфекцій, спричинених ентерококами 

До того часу, як Тьєрселін і Жуо [336] застосували назву «ентерокок» до 

коків-коменсалів кишково-шлункового тракту, вже було задокументовано 

перший випадок інфекції людини, пов’язаної з цим родом. Проте ентерококів як 

проблемних та опортуністичних патогенів почали розглядати лише наприкінці 

1970-х років [124].  

Нозокоміальні інфекції – це інфекції, що розвиваються у пацієнтів під час 

перебування в медичному закладі. Становлення ентерококів як одних із 

провідних нозокоміальних патогенів пов’язане з їхньою тривалою еволюцією. 

[306]. Під час спільної еволюції з тваринами-господарям та адаптації до 

наземного існування, ентерококи набули здатності до обміну генетичною 

інформацією з іншими бактеріями, що мешкають у тих самих екологічних нішах, 

і сформували спрощені, пластичні геноми, які дозволяють їм адаптуватися навіть 

до дії антибіотиків у сучасних медичних закладах [193].  

Манді та ін. [243] визначили 12 видів ентерококів, що найчастіше 

спричиняють інфекції у людини: E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. faecalis, 

E. faecium, E. gallinarum, E. hirae, E. malodoratus, E. mundtii, E. pseudoavium, E. 

raffinosus та E. solitarius. При цьому E. faecalis та E. faecium становлять 

приблизно 75 % від клінічних ізолятів [177] і належать до так званих патогенів 

ESKAPE-групи (E. faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
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baumannii, Pseudomonas aeruginosa та Enterobacter spp.) - групи вірулентних, 

мультирезистентних мікроорганізмів, які є причиною більшості нозокоміальних 

інфекцій у людей [55, 57, 239]. Раніше E. faecalis займав перше місце серед 

клінічних ізолятів, проте сьогодні його роль дедалі частіше переймає E. faecium, 

зокрема через зростаючу резистентність до антибіотиків [14, 193] Водночас все 

частіше повідомляється про інфекції, спричинені іншими видами ентерококів 

[124]. Проблеми з мультирезистентними ентерококами спершу фіксувалися 

переважно в лікарнях США, проте в останні десятиліття їхня поширеність значно 

зросла і в європейських медичних закладах, і тенденція до збільшення 

залишається актуальною [14]. 

Ентерококи, незважаючи на зростаюче значення як нозокоміальних 

опортуністів, не вважаються високовірулентними і зазвичай спричиняють 

захворювання лише у імунокомпрометованих господарів [124]. Вони переважно 

викликають інфекції м’яких тканин, сечовивідних шляхів, нозокоміальну 

бактеріємію та внутрішньочеревні інфекції; рідко – менінгіт або респіраторні 

інфекції [177]. При абсцесах ентерококи діють переважно разом з анаеробними 

мікроорганізмами, що робить такі інфекції відносно легко контрольованими 

антибіотиками [167].  

Поширення ентерококів у лікарняному середовищі посилюється 

застосуванням антибіотиків проти грамнегативних бактерій, що знижує 

конкуренцію в мікробіоті господаря та сприяє росту грампозитивних видів. 

Додаткові фактори, що сприяють розвитку та поширенню, включають тривалу 

госпіталізацію, контакт із інфікованими пацієнтами та проведення 

трансплантацій органів або кісткового мозку. 

 

1.2.2. Фактори патогенності та вірулентності 

Патогенність визначається як здатність мікроорганізму викликати 

захворювання у різних видів господарів і зумовлюється такими факторами, як 

трансмісивність, токсичність та інвазивність. Кількісною мірою патогенності є 

вірулентність, яка залежить від генів, локалізованих у хромосомі або на 
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плазмідах. Саме наявність таких генів на плазмідах забезпечує можливість 

горизонтального перенесення факторів патогенності між штамами і навіть 

різними видами бактерій, що призводить до появи більш вірулентних 

мікроорганізмів [107]. 

Види ентерококів, що мешкають у навколишньому середовищі, зазвичай 

характеризуються низьким рівнем вірулентності, однак набуття генів 

резистентності чи адгезивних та токсичних детермінант може перетворювати 

такі штами на клінічно значущі. До ключових чинників патогенності ентерококів 

належать природна резистентність до низки антибіотиків (кліндаміцину, 

цефалоспоринів, аміноглікозидів), здатність до акумуляції й передачі плазмід, 

що містять гени резистентності (зокрема до ванкоміцину), а також геномна 

пластичність, яка полегшує адаптацію до різних екологічних ніш [14, 193]. 

За класифікацією Чаєцької-Вєржовської та співавт. [55] фактори 

вірулентності ентерококів поділяють на дві групи: поверхневі адгезивні білки, 

що забезпечують колонізацію, та секретовані ферменти й токсини, які 

пошкоджують тканини господаря. До першої групи належать агрегаційна 

речовина AS, колагензв’язувальні білки ACE (E. faecalis) та Acm (E. faecium), 

адгезин EfaA та поверхневий білок Esp. До секретованих факторів відносять 

цитолізин (Cyl), желатиназу (GelE) та гіалуронідазу (Hyl) [55].  

Агрегаційна речовина (AS) належить до групи високо гомологічних 

адгезинів, що кодуються великими плазмідами і забезпечують ефективну 

адгезію між бактеріями, сприяючи обміну плазмідами в межах феромонової 

системи ентерококів [311]. Це також полегшує поширення генів 

антибіотикорезистентності та інших факторів вірулентності, таких як цитолізин 

(сyl) [59]. Синергія AS і цитолізину підсилює вірулентність штамів AS⁺/Cyl⁺ [118, 

167]. Генетичні детермінанти AS виявлені у ізолятах E. faecalis і E. faecium, 

причому клінічні штами E. faecalis демонструють їх частіше [13, 96, 103]. 

Наявність гена asa1 була зафіксована також в штамах E. gallinarum харчового 

походження [8].  
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Типовим прикладом дії агрегаційної речовини (AS) є передача плазміди 

pCF10 у E. faecalis, яка містить гени стійкості до антибіотиків, зокрема tetM, 

локалізований на транспозоні TN925. Плазміда також несе гени, що 

забезпечують феромонну відповідь, агрегацію, реплікацію, обробку ДНК та 

формування пар для кон’югації [94, 95, 360]. Патогенний процес розпочинається 

з адгезії клітин до тканин господаря, після чого активуються гени, що сприяють 

адаптації до окислювально-відновного стресу, дефіциту поживних речовин, 

впливу фагів та імунних механізмів. Ключову роль відіграє феромон — короткий 

гідрофобний пептид, який надходить від клітини-реципієнта та індукує 

агрегацію у клітини-донора, що несе конкретну плазміду. Це спричиняє 

перебудову поверхні клітини-донора, формування клітинних кластерів і 

подальшу передачу плазміди [42].  

Окрім участі в кон’югації, AS забезпечує адгезію до епітеліальних клітин 

кишечника, ниркових канальців та білків позаклітинного матриксу (ECM), а 

також сприяє формуванню біоплівки [59, 153]. Він підсилює захист проти 

імунних механізмів господаря: у E. faecalis - AS полегшує опсонін-незалежне 

зв’язування з нейтрофілами та підвищує виживання всередині макрофагів [168]. 

Водночас адгезія не є виключно ознакою вірулентності, адже як коменсали 

ентерококи повинні прикріплюватися до клітин кишечника, щоб уникати 

вимивання перистальтикою [55.] 

ACE широко представлений у клінічних штамах E. faecalis [179]. Він 

належить до групи поверхневих білків Microbial Surface Component Recognizing 

Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMM) і містить мотив LPXTG (лізин-пролін-

будь-яка амінокислота-треонін-гліцин) [311, 55]. Основна функція АСЕ полягає 

в сприянні колонізації хазяїна шляхом зв'язування з колагеном I і IV типу та 

ламініном й розвитку таким чином інфекцій сечовивідних шляхів та 

ендокардиту. [179, 311]. АСЕ кодується геном ace; делеція якого знижує 

вірулентність E. faecalis і погіршує виживання бактерії всередині макрофагів. E. 

faecium має подібний білок ACm, який також зв’язується з колагеном, але на 
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відміну від ACE не взаємодіє з ламініном і проявляє більшу афінність до 

колагену I типу порівняно з колагеном IV типу [179]. 

EfaA вважається потенційним детермінантом вірулентності, який, 

ймовірно, сприяє адгезії ентерококів до клітин господаря [250] та може 

відігравати важливу роль при розвитку ендокардиту [116]. EfaA кодується геном 

efaAfs у штамах E. faecalis та геном efaAfm у штамах E. faecium [97]. 

Esp є найбільшим із відомих ентерококових поверхневих білків, 

асоційований з формуванням біоплівок [55], у межах яких бактерії виявляють 

підвищену антибіотикорезистентність, а також демонструють ефективніший 

обмін генетичним матеріалом [59,119]. Його структура подібна до білків інших 

грампозитивних бактерій, зокрема C-α та β-протеїнів Streptococcus agalactiae, 

R28 Streptococcus pyogenes і Bap Staphylococcus aureus. Ген esp локалізований на 

островах патогенності [354]. і його наявність корелює з резистентністю до 

ванкоміцину, особливо в штамах E. faecium [266]. Механізми передачі esp 

різняться між видами: у E. faecalis він переноситься шляхом хромосомної 

кон’югації, тоді як у E. faecium інтегрується в кон’югативні плазміди [265]. 

Cyl є одним із найкраще вивчених факторів вірулентності ентерококів. Це 

цитотоксичний екзотоксин, який виявляє бактерицидну активність проти 

грамнегативних бактерій та руйнує еритроцити, лейкоцити й макрофаги. 

Генетичні детермінанти cyl знаходяться на феромонозалежних плазмідах або 

островах патогенності. Cyl поширений у багатьох видах ентерококів (E. faecalis, 

E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E. durans, E. gallinarum, E. 

malodoratus та E. raffinosus) клінічного, тваринного та харчового походження 

[75, 129, 135, 236]. 

GelЕ — позаклітинна цинкозалежна металоендопептидаза, що кодується 

геном gelE, розташованим у хромосомі ентерококів. Вона гідролізує білки 

позаклітиннного матриксу та сприяє формуванню біоплівок [55]. Ген gelE бере 

участь у казеїнолізі під час росту ентерококів у молочних субстратах, що впливає 

на смак і текстуру сиру та забезпечує накопичення біоактивних пептидів з 

потенційною користю для здоров’я [135]. GelE переважно зустрічається в 
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клінічних і харчових штамах E. faecalis, тоді як у E. faecium він виявляється рідко, 

що відповідає більш високій протеолітичній активності E. faecalis [97]. 

Hyl-фактор специфічно розпізнає мукополісахариди сполучної тканини та 

хрящів, що сприяє поширенню ентерококів у тканинах хазяїна [55]. У клінічних 

ізолятах він переважно зустрічається в E. faecium і рідко — у деяких штамах E. 

faecalis [180]. Крім того, Hyl був виявлений у штамах інших видів ентерококів 

(E. casseliflavus, E. mundtii, E. durans), виділених з харчових продуктів [55]. 

Більшість досліджень підтверджують, що E. faecalis загалом несе ширший 

спектр детермінант вірулентності, ніж E. faecium, у тому числі серед харчових 

ізолятів [49, 59, 97, 103, 121, 142, 163, 250, 319]. У багатьох дослідженнях гени, 

що кодують фактори адгезії (наприклад, asa1/agg, esp та efaA), були дуже 

поширені серед сирних ізолятів E. faecalis [47, 48, 52, 122, 142, 162, 237, 296], але 

також могли бути виявлені і в E. faecium [122, 237, 274, 275, 287, 319]. Висока 

мінливість факторів вірулентності на рівні штамів унеможливлює оцінку 

безпеки роду Enterococcus загалом. Саме тому Європейське агентство з безпеки 

харчових продуктів не надало ентерококам статусу QPS (Qualified – 

кваліфіковане Presumption - припущення of Safety - безпечності) [143], а 

Адміністрація з контролю за харчовими продуктами та лікарськими препаратами 

(FDA) — статусу GRAS (Generally Recognized As Safe (загальновизнаний як 

безпечний) [22, 143], що обмежує їх широке використання у харчовій 

промисловості та підкреслює необхідність індивідуальної оцінки кожного 

штаму. 

 

1.2.3. Антибіотикорезистентність ентерококів 

Здатність ентерококів протистояти антибіотикам, сформована в ході 

еволюції роду, є ключовим чинником їхнього успіху як нозокоміальних 

патогенів. Вроджена резистентність, зумовлена хромосомними генами, виникла 

під селективним тиском середовища кишківника, де бактерії повинні були 

витримувати дію природних антимікробних факторів господаря (лізоциму, 

антимікробних пептидів, жовчних детергентів) та фізіологічних стресів [193]. 
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Набута резистентність, в свою чергу пов’язана, з мобільними генетичними 

елементами – плазмідами й транспозонами, або з мутаціями, що забезпечує 

швидку адаптацію до сучасних лікарняних умов.  

Трансмісивні елементи родини Tn3, зокрема Tn917 (стійкість до 

макролідів, лінкозамідів, стрептогранінів B), Tn1546 (глікопептидів) та 

кон’югативний Tn916 (стійкість до тетрациклінів), відіграють провідну роль у 

поширенні детермінант резистентності [282]. Плазміди, особливо феромон-

залежні (характерні для E. faecalis) та плазміди типу Inc18, забезпечують 

ефективний горизонтальний перенос як усередині роду, так і між різними 

бактеріями, включно з передаванням ванкоміцин-резистентності до метицилін-

резистентних S. aureus [279]. Клінічні ізоляти часто містять кілька плазмід та 

транспозонів, що збільшує їхню генетичну пластичність [152].  

Хоча мутації також сприяють формуванню резистентності, ключовим 

механізмом її поширення залишається горизонтальний перенос генів (HGT) 

передусім кон’югація [332], яка відбувається, переважно у великих 

бактеріальних популяціях під селективним тиском [111, 314]. Ентерококи 

розвинули HGT, що пояснює, принаймні частково, поширення генів 

антибіотикорезистентності в цьому роді [54]. В цих бактеріях не виявлено 

природної трансформації, а роль трансдукції залишається обмеженою [169]. 

Високій частоті HGT сприяє відсутність функціональних систем CRISPR та 

ефективна феромон-залежна передача плазмід [38, 278]. Завдяки цьому 

ентерококи активно обмінюються генетичними детермінантами як між собою, 

так і з іншими представниками кишкової мікробіоти (лактококи, біфідобактерії, 

стрептококи, стафілококи, лістерії тощо) [1, 182]. 

Історично E. faecalis був основним етіологічним агентом, однак за останні 

два десятиліття провідну роль у мультирезистентних інфекціях почав відігравати 

E. faecium [26]. Одним із можливих пояснень цієї зміни є поява ванкоміцин-

резистентних ентерококів (VRE), більшість із яких у перших клінічних 

повідомленнях належали до E. faecium. Фактори, що сприяли цьому також 

включають клональне поширення певних штамів, селективний тиск тривалих 
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курсів антибіотиків та обмежену ефективність стандартних стратегій контролю 

інфекцій [243]. Геномні дослідження показують, що клінічна клада E. faecium 

сформувалася приблизно 80 років тому, на початку ери антибіотиків, і 

відзначається надзвичайно високою пластичністю, зумовленою накопиченням 

мобільних елементів та гіпермутабельністю [193, 227]. 

Види Enterococcus мають внутрішню резистентність до цефалоспоринів, 

низьких рівнів більшості інших β-лактамів, низьких концентрацій 

аміноглікозидів, пеніцилінів, сульфаметоксазолу, триметоприму, сульфонамідів, 

кліндаміцину, а також хінупристину та далфопристину. Така резистентність 

вважається типовою для ентерококів. Крім того, E. casseliflavus та E. gallinarum 

демонструють внутрішню резистентність до низьких рівнів ванкоміцину [152].  

Вроджена резистентність ентерококів до β-лактамів, включно з 

цефалоспоринами, обумовлена наявністю білків, що зв’язують пеніцилін (PBPs) 

з низькою афінністю, які слабо взаємодіють із цими антибіотиками. Оскільки 

ентерококи не синтезують фолати, вони конститутивно резистентні до 

сульфонамідів. Внутрішня резистентність до лінкозамідів, стрептограміну А та 

комбінації хінупристину–далфопристину в E. faecalis, ймовірно, обумовлена 

активним виведенням ліків, що кодується хромосомним геном lsa. У E. faecalis 

внутрішня резистентність до клінічно досяжних концентрацій аміноглікозидів 

пояснюється низькою проникністю клітинної стінки для молекул цього класу. 

Цю форму резистентності можна подолати, поєднуючи аміноглікозид з 

пеніциліном [98]. Набута резистентність у Enterococcus включає стійкість до 

хлорамфеніколу, еритроміцину, тетрацикліну, фторхінолонів, глікопептидів, а 

також високих рівнів кліндаміцину, аміноглікозидів та β-лактамів [124]. Серед 

цих антибіотиків хлорамфенікол та ванкоміцин входять до Модельного переліку 

основних лікарських засобів ВООЗ, тому запобігання поширенню 

резистентності до цих препаратів є надзвичайно важливим [356]. 

Ентерококи можуть підвищувати резистентність до пеніцилінів шляхом 

набуття плазмідних генів bla, що кодують β-лактамази [152], або через мутації у 
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PBP4 (E. faecalis) та PB5 (E. faecium) [124]. Продукція β-лактамаз зустрічається 

рідко і переважно в E. faecalis [152]. 

Розвиток високого рівня резистентності до аміноглікозидів у E. faecalis та 

E. faecium зазвичай зумовлений набуттям мобільних генетичних елементів, що 

кодують антибіотик-модифікуючі ферменти. Головним детермінантом такої 

резистентності є біфункціональний ген aph(2”)-Ia-aac(6’)-Ie, який забезпечує 

стійкість до всіх клінічно значущих аміноглікозидів, крім стрептоміцину [152]. 

Резистентність до стрептоміцину зазвичай визначається наявністю гену ant-6 

[124]. 

З медичної точки зору тривожним є поширення набутої резистентності до 

глікопептидів, таких як ванкоміцин та тейкопланін (ванкоміцин-резистентні 

ентерококи, VRE), оскільки ванкоміцин та тейкопланін є терапевтичними 

засобами останньої лінії. Мішенню ванкоміцину є клітинна стінка, де він 

перешкоджає формуванню пептидних зшивок, що критично для стабільності 

бактеріальної структури. 

До теперішнього часу описано дев’ять оперонів, що забезпечують 

резистентність до ванкоміцину у штамів ентерококів. Чотири з них — vanA, 

vanB, vanC та vanM — кодують заміну кінцевого D-аланіну у пентапептидних 

попередниках на D-лактат, забезпечуючи стійкість як до ванкоміцину, так і до 

тейкопланіну. Решта оперонів (vanC, vanE, vanG, vanL та vanN) призводять до 

утворення попередників з кінцевим D-серином. Штами з цими детермінантами 

демонструють низький рівень резистентності до ванкоміцину, але залишаються 

чутливими до тейкопланіну. [1, 124]. Генотипи ванкоміцин-резистентності vanA 

та vanB є найпоширенішими в Європі, при цьому E. faecium типу VanA становить 

найбільшу клінічну проблему для людей. На відміну від E. faecium, 

резистентність до ампіциліну та ванкоміцину у E. faecalis зустрічається рідко 

[182]. 

Незважаючи на значний обсяг досліджень, присвячених 

антибіотикорезистентності та її генетичним детермінантам у клінічних 

ентерококів, глибокий аналіз цих характеристик у ентерококів, ізольованих із 
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сирів ручної роботи, представлений лише в небагатьох роботах. Тому наявні дані 

наразі не дозволяють провести повноцінну оцінку ризиків, пов’язаних із 

присутністю антибіотикорезистентних штамів та мобільних генетичних 

детермінант резистентності [47, 48, 113, 121, 164, 209, 236]. 

Водночас виявлення передавальних детермінант резистентності до 

клінічно важливих антибіотиків, зокрема аміноглікозидів і ванкоміцину, 

широкий спектр фенотипічної резистентності у штамів E. faecalis, а також 

наявність мультирезистентних ентерококів викликають обґрунтоване 

занепокоєння. Подальше дослідження цього питання є нагальним не лише для 

стримування поширення антибіотикорезистентності, але й для формування 

повнішого уявлення про безпеку штамів, що через свої технологічні властивості 

та пробіотичні, можуть стати цінним ресурсом для підвищення якості та 

інноваційності харчових продуктів. 

 

1.3. Бактеріоцини: характеристика, потенціал та застосування в медицині 

та агропродовольчій промисловості 

Бактеріоцини – це широко поширені, структурно та функціонально 

гетерогенні рибосомно синтезовані антимікробні пептиди бактерій і архей, які 

можуть зазнавати ферментативних посттрансляційних модифікацій або 

залишатися немодифікованими [72, 110, 150, 170, 298]. За оцінками, від 30% до 

99% прокаріотів продукують один або кілька бактеріоцинів [331]. Переважно 

вони характеризуються вузьким спектром бактерицидної чи бактеріостатичної 

активності проти філогенетично споріднених мікроорганізмів, хоча інколи 

проявляють широкий спектр дії [71, 77  230, 324]. Їхні біосинтетичні кластери 

зазвичай мають просту організацію та часто локалізовані на мобільних 

генетичних елементах, зокрема плазмідах і транспозонах [110]. Бактеріоцини 

спочатку синтезуються у вигляді біологічно неактивних прекурсорів із N-

кінцевим лідерним пептидом, який видаляється під час процесингу та 

транспортуванню. Захист бактеріоциногенних штамів забезпечується системами 
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аутоімунітету, що включають специфічні білки-інгібітори та/або ефлюксні 

насоси [27, 31, 39, 232, 298, 303, 330, 331].  

До найпоширеніших бактеріоциногенних родів, асоційованих із мікробіотою 

людини, належать Enterococcus, Escherichia, Lactobacillus, Lactococcus, 

Pediococcus, Staphylococcus і Streptococcus. Вони не лише конкурують із 

потенційними патогенами, але й сприяють підтриманню резистентності та 

імунної рівноваги через продукцію бактеріоцинів [34, 65, 77, 187, 191, 176, 365]. 

Функціональна активність бактеріоцинів визначається їхньою здатністю 

розпізнавати специфічні рецептори на поверхні клітин-мішеней та взаємодіяти з 

гідрофобними компонентами мембран [339]. Таке розпізнавання ґрунтується на 

іонних та фізико-хімічних контактах та є початковим етапом їхнього 

антимікробного механізму дії. Для подальшого проникнення через мембрану та 

її дестабілізацію бактеріоцин має ефективно зв’язуватися з відповідними 

рецепторами. Наприклад, немодифіковані бактеріоцини класу II (педіоцин PA-1, 

ентероцин CRL35) переважно взаємодіють із манозофосфотрансферазою, тоді як 

посттрансляційно модифіковані бактеріоцини класу I (RiPP), такі як нізин і 

мутацин 1140, з ліпідом II [137, 233, 353, 369].  

Взаємодія бактеріоцинів із клітинною поверхнею є чутливою до зовнішніх 

фізико-хімічних чинників, включно з температурою, pH та складом середовища, 

які впливають на структуру мембрани та доступність рецепторів [339]. Залежно 

від їхньої структури, бактеріоцини реалізують антимікробну дію через різні 

механізми: індукцію лізису шляхом порушення синтезу клітинної стінки або 

формування пор у мембрані, а також через внутрішньоклітинні ефекти, зокрема 

інгібування синтезу протеїнів та регуляції експресії генів [77, 89]. 

Від моменту відкриття бактеріоцинів майже століття тому, кількість 

охарактеризованих представників цього класу антимікробних пептидів невпинно 

зростає. Бактеріоцини відзначаються високою структурною та функціональною 

різноманітністю, охоплюючи широкий спектр розмірів, конфігурацій, 

механізмів дії та специфічності щодо клітин-мішеней. Для систематизації цієї 

різнорідності створено низку інтегрованих баз даних та інструментів з відкритим 
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доступом, таких як antiSMASH 2.0, BAGEL3, ADAM, BACTIBASE, NucleBact, 

LABiocin та Syngulon [295]. 

Спираючись на попередню класифікацію [72] та сучасні досягнення у 

вивченні рибосомно синтезованих і посттрансляційно модифікованих пептидів 

(RiPP), Солтані та ін. [330] запропонували оновлену систему класифікації, яка 

поділяє бактеріоцини на два основні класи. Клас I (RiPP) характеризується 

молекулярною масою <5 кДа і наявністю посттрансляційних модифікацій. До 

нього належать 12 підкласів, зокрема лантипептиди, сактипептиди, лінійні 

азол(ин)вмісні пептиди (LAP), кільцеві пептиди, глікоцини, нуклеотидні 

пептиди, ласопептиди, сидерофорні пептиди та боттроміцини, а також 

тіопептиди й лінаридини актинобактерій та ціанобактини, що продукуються 

ціанобактеріями [62, 72, 215, 216, 229, 263, 331]. Клас II охоплює немодифіковані 

бактеріоцини з молекулярною масою <10 кДа. Він включає три підкласи: 

педіоциноподібні бактеріоцини (однопептидні молекули з консенсусною 

послідовністю YGNGV), двопептидні бактеріоцини (два або більше 

немодифікованих пептидів), непедіоциноподібні бактеріоцини (лінійні 

однопептидні молекули без мотиву YGNGV). Посттрансляційні модифікації 

надають бактеріоцинам класу I більшої стійкості до екстремальних значень pH, 

високих температур і протеолітичного розщеплення порівняно з бактеріоцинами 

класу II. Водночас наявність дисульфідних містків у деяких представників класу 

II також сприяє підвищенню їхньої стабільності [229, 330]. 

Продукція бактеріоцинів давно розглядається як ключова властивість 

пробіотичних та захисних культур. Більшість бактерій, що продукують 

бактеріоцини, зокрема молочнокислі бактерії та кишкові коменсали, широко 

застосовуються як пробіотики або захисні культури в харчовому виробництві, а 

також як додатки для тварин і людей [70, 72, 89, 2013]. Хоча екологічна роль 

бактеріоцинів досі повністю не з’ясована, вважається, що вони суттєво 

впливають на функціональність пробіотиків в організмі. Виконуючи роль 

колонізуючих пептидів, бактеріоцини сприяють закріпленню та домінуванню 

штаму-продуцента у сформованій мікробній ніші [11, 298].  
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Бактеріоцини здатні безпосередньо пригнічувати патогенні або конкурентні 

мікроорганізми [326] або ж опосередковано модулювати мікробні спільноти та 

імунну систему господаря через сигнальні механізми [58, 133]. Наприклад, штам 

P. acidilactici MM33, що продукує педіоцин PA-1, ефективно контролював VRE 

ентерококи, тоді як його непродукуючий аналог не мав ефекту [228]. Нові 

бактеріоцини – зокрема цереїн B4080, цереїн 7B, бактеріоцин AS-48, гарвіцин 

KS і мікрококцин P1 – розглядаються як перспективні альтернативи для 

лікування інфекцій, спричинених полірезистентним S. aureus [165, 273, 350].  

Біофункціональні властивості бактеріоцинів у поєднанні з їхньою значною 

структурною різноманітністю зумовлюють високий потенціал цих молекул у 

біомедицині та агрохарчовій галузі. Бактеріоцини вирізняються широким 

спектром структурних і функціональних характеристик та часто перевершують 

життєздатні клітини-продуценти за безпекою, біодоступністю, абсорбцією, 

розподілом і метаболічною стабільністю, зберігаючи при цьому високу 

біологічну активність [196, 339 ].  

Сучасні дослідження зосереджуються на вивченні антимікробних 

властивостей бактеріоцинів для розроблення нових пробіотичних та 

терапевтичних стратегій [161]. Подібно до пробіотиків, бактеріоцини 

демонструють патоген-специфічну антимікробну дію. Зокрема, у дослідженні 

Кора та ін. [70] пероральне введення бактеріоцину ABP118, синтезованого L. 

salivarius UCC118, забезпечувало ефективніший контроль інфекції Listeria 

monocytogenes порівняно з непродукуючим варіантом штаму [148].  

Бактеріоцини, отримані від пробіотичних штамів, досліджуються як у 

очищеному вигляді, так і в комбінації зі штамами-продуцентами [2, 156, 224, 343, 

363]. Тому комплексна оцінка їхніх антимікробних профілів за різних 

експериментальних умов є необхідною для подальшого використання 

бактеріоцинів у боротьбі проти антибіотикорезистентних патогенів у фармації та 

харчовій промисловості. 
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1.3. Технологічна роль та пробіотичний потенціал ентерококів, 

виділених з молочних продуктів 

1.3.1. Поширеність представників роду Enterococcus в молочних та 

ферментованих продуктах 

Ентерококи можуть бути присутніми у значних кількостях у молочних 

продуктах, досягаючи концентрації до 10⁸ КУО/г [132]. Вони належать до однієї 

з найпоширеніших груп молочнокислих бактерій у сирому молоці [123] та 

потрапляють до нього переважно з виробничого середовища [90, 128, 132,174] та 

обладнання, а не внаслідок фекального забруднення, попри їхню асоціацію з 

кишковою мікробіотою людини й тварин [173]. Дослідження Джезольміно  та ін. 

продемонструвало, що доїльні машини та резервуари для зберігання молока є 

ключовими точками внесення ентерококів у виробничий ланцюг [128]. Подальші 

роботи підтвердили, що саме середовище доїння, а не тварини, є основним 

джерелом VRE ентерококів [269], тоді як мастит може додатково сприяти появі 

мультирезистентних штамів. 

На різноманітність ентерококів у сирому молоці також впливає сезонність, 

що показано у дослідженні McAuley та ін. [219, 342]. У сирому молоці корів, кіз 

та овець найчастіше виявляють E. faecalis, E. faecium, E. durans та E. hirae, рідше 

— E. saccharominimum і E. italicus [40, 126, 174, 219, 220, 284, 285, 310, 342]. У 

коров’ячому та овечому молоці також описано E. dispar, E. malodoratus, E. 

pseudoavium та E. gallinarum. Натомість E. casseliflavus, E. mundtii, E. 

aquamarinus, E. asini, E. saccharolyticus, E. sulfureus та E. raffinosus виявляли 

лише у коров’ячому молоці, а E. vikkensis – виключно в овечому. Менша 

різноманітність видів, описана для козячого та овечого молока, імовірно, 

відображає обмежену кількість досліджень цих продуктів. 

Сире молоко залишається джерелом ентерококів і для пастеризованих 

продуктів, оскільки окремі види здатні витримувати температури пастеризації 

[54]. При цьому рівень термостійкості суттєво варіює залежно від виду та фази 

росту клітин [212]. Унаслідок цього мікробіота пастеризованого молока 

відрізняється від сирого: E. durans зазвичай домінує після пастеризації, тоді як у 
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сирому молоці найчастіше виявляють E. faecalis [219]. Окрім термостійкості, 

присутність ентерококів у пастеризованих продуктах може бути зумовлена 

повторним забрудненням після теплової обробки, зокрема через контакт із 

молочним обладнанням. Біоплівки на його поверхнях слугують важливим 

резервуаром бактерій, що має особливе значення для виробництва сиру. [86, 132, 

164].  

У традиційних сирах ідентифіковано близько 19 видів ентерококів, 

зокрема E. avium, E. casseliflavus, E. devriesei, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. 

gallinarum, E. gilvus, E. hirae, E. italicus, E. lactis, E. malodoratus, E. mundtii, E. 

pallens, E. pseudoavium, E. ratti, E. saccharominimus, E. sulfureus та E. villorum , що 

становить приблизно третину від усіх відомих видів роду [81, 85, 92, 134, 138, 

269, 286, 338, 348, 372]. Найпоширенішими у більшості сирів є E. faecalis та E. 

faecium, рідше – E. durans [132]. Водночас реальна різноманітність може бути 

значно вищою, оскільки у багатьох дослідженнях використовувалися 

культуральні або низьковартісні молекулярні методи ідентифікації, що могло 

призвести до недооцінки видового складу сирних екосистем.  

У багатьох традиційних сирах ентерококи входять до складу нестартових 

сирних молочнокислих бактерій (NSLAB), а в окремих випадках застосовуються 

як компоненти експериментальних стартових культур [50, 132, 260, 361]. Як 

представники NSLAB, вони беруть участь у формуванні характеристичних 

сенсорних властивостей низки ремісничих сирів, зокрема Армада, Капріно, 

Качокавалло Палермітано, Себрейро, Комте, Фета, Фонтіна, Маджореро, 

Манчего, Моцарелла, Монте Веронезе, Піко, Серра, Венако, а також Ras і 

Domiati (Єгипет) та Izmir Tulum (Туреччина) [91, 132, 139, 210, 260, 361].  

 

1.3.2. Метаболіти ентеркоків та їх вплив на сенсорні властивості 

молочних продуктів 

Через порівняно слабку здатність до підкислення та обмежену 

протеолітичну активність, ентерококи зазвичай не розглядають як ключові 

компоненти первинних заквасок у сироварінні. Водночас вони можуть бути 
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перспективними для використання або як допоміжні [113, 125, 132, 146, 293], або 

як захисні культури [10, 132]. Допоміжні культури навмисно вводять у сир для 

підсилення інтенсивності та формування збалансованого смакового профілю. Їх 

зазвичай добирають серед NSLAB, тому під час скринінгу особливу увагу 

приділяють метаболічним властивостям штамів, що визначають аромат і 

текстуру продукту, зокрема здатності до ліполізу, протеолізу, деградації 

амінокислот, естеразної активності та метаболізму цитрату [140].  

Окремі штами ентерококів, виділені із сирого молока, демонструють 

важливі технологічні властивості, що впливають на органолептичні 

характеристики продуктів, включно з виробленням діацетилу, автолітичною, 

протеолітичною [114, 284] та ліполітичною активністю [341], а також 

пробіотичним потенціалом [21]. Ентерококи є ауксотрофами щодо кількох 

амінокислот [347], тому їхній ріст у молочних середовищах залежить від 

амінопептидаз, які вивільняють незамінні амінокислоти з казеїну, утворених 

унаслідок первинного протеолізу [178]. Гідроліз казеїну здійснюється 

позаклітинним протеолітичним комплексом Clp, після чого олігопептиди 

транспортуються до клітини та додатково розщеплюються амінопептидазами, 

слугуючи джерелом азоту та попередниками смакоутворювальних метаболітів. 

Вільні амінокислоти можуть декарбоксилюватися до біогенних амінів; 

відповідні декарбоксилазні системи ентерококів активуються в кислому 

середовищі та сприяють підтриманню pH-гомеостазу за умов обмеження 

поживних речовин [268]. Ентерококи часто є основними продуцентами 

біогенних амінів у сирі, зокрема гістаміну, тираміну, 2-фенілетиламіну, 

кадаверину та путресцину [25]. Водночас амінопептидазна активність 

вважається бажаною властивістю для сирних культур, оскільки вона сприяє 

вивільненню смакоутворювальних сполук – малих пептидів і вільних 

амінокислот – та може запобігати появі небажаних присмаків [222]. Зокрема, 

амінопептидаза P зменшує гіркоту шляхом гідролізу проліновмісних 

олігопептидів, що утворюються після протеолізу казеїну [217]. Активність 
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амінопептидаз ентерококів у ремісничих сирах значною мірою є штам-

специфічною [46, 210, 260, 341]. 

Цитратний метаболізм ентерококів також впливає на формування смаку 

сиру, приводячи до утворення летких C4-сполук, таких як діацетил, ацетоїн і 

бутандіол. CO₂, що утворюється внаслідок метаболізму цитрату, бере участь у 

формуванні «очок» у сирах типу Гауда та Данбо. [214]. Вироблення діацетилу та, 

меншою мірою, ацетоїну було зафіксовано в ентерококів, ізольованих із сирів; 

[53, 91, 260, 309, 341] чиї геномні дані також підтверджують наявність у них 

генів, що кодують ферменти для синтезу ацетальдегіду, діацетилу та ацетоїну [ 

214, 268].  

Крім того, припускають, що здатність ентерококів продукувати 

екзополісахариди (EPS) може бути цінною технологічною характеристикою, 

особливо для сирів із низьким вмістом жиру, де EPS сприяють покращенню 

текстури та водоутримувальної здатності продукту [207]. 

Проте, незважаючи на підтверджений внесок ентерококів у формування 

смаку ферментованих сирів, їхній потенціал як стартових культур залишається 

дискусійним і потребує подальшого обґрунтування. 

 

1.3.3. Вплив біоактивних сполук Enterococus на здоров’я людини 

Окрім впливу на сенсорні характеристики ремісничих сирів, протеолітична 

активність ентерококів щодо білкової фракції молока та сиру на різних етапах 

визрівання може сприяти утворенню біоактивних пептидів, що потенційно 

корисні для споживачів. Такі пептиди, що складаються з 2–20 амінокислотних 

залишків, можуть проявляти антигіпертензивні, гіпохолестеринемічні, 

антигіперглікемічні, імуномодулювальні, антимікробні та антиоксидантні 

властивості [124, 184]. Вироблення антигіпертензивних пептидів ентерококами 

під час ферментації молока продемонстровано in vitro [135, 141, 294], та на 

тваринних моделях [238, 291]. Торрес-Лланес та ін. [340] показали, що свіжий 

сир із E. faecium характеризується високою АПФ-інгібуючою активністю in vitro, 

тоді як інше дослідження засвідчило зниження артеріального тиску у дорослих 
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споживачів традиційного норвезького сиру Gamalost [261]. В огляді Баптісти та 

ін. [24] повідомлено про наявність АПФ-інгібуючих пептидів у сирах Вальдеон, 

Грана Падано, Маасдам, Горгонзола, Чеддер і Парміджано-Реджано; більшість 

таких пептидів (3-7 амінокислотних залишків) походять із β-казеїну. Показано, 

що процес визрівання сиру інтенсифікує вивільнення біоактивних пептидів, а 

додаткове травлення in vitro підтверджує можливість їх ефективної доставки у 

складі харчової матриці сиру [205, 213]. 

Альбано та ін. [4] продемонстрували, що штам E. lactis здатний знижувати 

концентрацію холестерину як у поживному середовищі, так і у складі 

допоміжної культури для сиру. Крім того, пероральне введення окремих штамів 

E. faecalis або E. faecium спричиняло значне зниження рівня холестерину в 

сироватці крові у тваринних моделях гіперхолестеринемії [17, 102, 154]. Для E. 

faecium було показано підвищену екскрецію холестерину та диференційовану 

експресію генів, пов’язаних із його деградацією, транспортом і синтезом [17]. 

Транслокації перорально введених бактерій, яка могла б свідчити про інвазивний 

потенціал, не спостерігали, тоді як рівень ліпопротеїнів низької щільності 

знижувався на моделі лабораторних мишей [4].  

Ферментовані E. faecalis молочні продукти продемонстрували інгібування 

β-глюкозидази in vitro, що вказує на потенціал у контролі гіперглікемії [135]. 

Дані експериментів на мишах також вказують, що пробіотичні штами E. faecium 

можуть чинити in vivo антигіперглікемічну дію та знижувати 

інсулінорезистентність при введенні разом із їжею [4]. Штам E. faecalis, 

ізольований із традиційної туніської рігути, підвищував секрецію інтерлейкіну-

10 у клітинах Caco-2/TC7 на 28%, що підтверджує його імуномодулювальний 

потенціал [22]. У огляді Грема та ін. [135] зазначено, що молоко, ферментоване 

штамами E. faecalis із сирів, характеризувалося високим вмістом фенольних 

сполук і вираженою радикал-поглинальною активністю. 

Наразі встановлено, що кишковий мікробіом відіграє ключову роль у 

функціонуванні осі «кишечник-мозок» і впливає на психічне здоров’я людини 

через низку механізмів, зокрема шляхом синтезу нейромедіаторів [83]. Штами 
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Enterococcus spp. здатні продукувати серотонін у кишечнику, що сприяє 

взаємодії між кишечником і центральною нервовою системою [194]. Крім того, 

ентерококи можуть синтезувати γ-аміномасляну кислоту (ГАМК) – 

нейромедіатор, який бере участь у регуляції нейрональної збудливості та 

асоціюється з потенційним зниженням тривожності, покращенням якості сну й 

психоемоційної рівноваги [114, 308].  

Ентерококи також належать до небагатьох харчово-асоційованих бактерій, 

здатних синтезувати кон’юговану лінолеву кислоту (CLA) – групу ізомерів 

омега-6 поліненасиченої жирної кислоти, що привертає значну увагу завдяки 

потенційному біологічному впливу на організм людини. У літературі 

повідомляється, що CLA може впливати на регуляцію ліпідного обміну, склад 

тіла та енергетичний метаболізм, проявляти антиоксидантні й 

імуномодулювальні властивості, а також мати потенційні протипухлинні та 

кардіопротекторні ефекти [254]. Кішіно та ін. [181] продемонстрували, що 

окремі штами ентерококів можуть продукувати високі концентрації CLA в 

лабораторних умовах, тоді як Росс та колеги [301] запропонували застосовувати 

LAB-продуценти CLA для створення нових сирів із доданою функціональною 

цінністю. 

Деякі види ентерококів, виявлені в сирому молоці, зокрема E. faecalis, E. 

faecium та E. mundtii, здатні продукувати бактеріоцини. Завдяки цьому 

ентерококи можуть модулювати мікробіоту молока та мікробні спільноти 

молочних продуктів, сприяючи мікробіологічній безпеці продукції та 

покращенню її сенсорних властивостей [285].  

1.3.4. Ентероцини як фактори модуляції мікробіоти ентерококами 

Багато штамів ентерококів, асоційованих із сиром, синтезують широкий 

спектр бактеріоцинів (ентероцинів), які проявляють антимікробну активність 

проти численних грампозитивних харчових патогенів і мікроорганізмів 

псування, зокрема Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

ендоспор клостридій, вегетативних клітин, а також проти інших молочнокислих 

бактерій [16, 63, 117, 132, 297, 324, 349, 362]. Різноманітність ентероцинів 
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пов’язують зі здатністю ентерококів до горизонтального перенесення 

генетичного матеріалу. Зокрема, гени ентероцинів EJ97 та AS-48 локалізовані на 

кон’югативних феромон-чутливих плазмідах, що забезпечує їх швидке та 

ефективне поширення між бактеріальними клітинами [117]. 

У сирі бактеріоцин-продукуючі ентерококи можуть модулювати 

мікробіоту під час процесу дозрівання [64], сприяти автолізу та підвищенню 

проникності клітин заквасок і NSLAB із супутнім вивільненням 

внутрішньоклітинних ферментів, що впливає на формування органолептичних 

властивостей продукту [19, 203, 272]. У низці досліджень описано 

експериментальне використання бактеріоциногенних штамів E. durans, E. 

faecalis, E. faecium та E. mundtii як захисних культур у виробництві сиру [16, 63, 

244, 297, 349]. Виробництво ентероцинів частково пояснює успішну колонізацію 

сирної матриці ентерококами та досягнення ними високої чисельності [117].  

Крім того, потенціал окремих штамів ентерококів до модуляції мікробіоти 

шлунково-кишкового тракту при пероральному введенні було 

продемонстровано в експериментальних моделях на тваринах [17, 371]. Отже, 

здатність до синтезу ентероцинів є важливою функціональною характеристикою 

допоміжних культур із захисними властивостями  

 

1.3.5. Ентерококи як потенційні пробіотики 

Численні потенційні переваги для здоров’я, пов’язані з ентерококами, у 

поєднанні з їхньою здатністю виживати під час проходження через проксимальні 

відділи шлунково-кишкового тракту та колонізувати кишечник господаря, 

роблять цей рід перспективним кандидатом для розробки пробіотичних культур. 

Важливим чинником їхньої пробіотичної активності є здатність до синтезу 

ентероцинів, які можуть надавати штамам-продуцентам конкурентну перевагу у 

шлунково-кишковому тракті завдяки вираженій антимікробній дії. Таким чином, 

ентерококові штами, що продукують ці антимікробні пептиди, здатні 

ефективніше закріплюватися в кишечнику господаря, безпосередньо 
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пригнічувати патогенні мікроорганізми та модулювати склад і функціональну 

активність кишкової мікробіоти [271].  

Незважаючи на це, ентерококові пробіотики досі мали обмежений 

комерційний успіх і переважно доступні у формі харчових добавок [353], тоді як 

традиційні ремісничі сири можуть слугувати джерелом потенційних 

пробіотичних штамів [22, 51, 153, 234, 252, 305, 362]. Основні обмеження 

комерційного використання ентерококів у пробіотичних препаратах і харчових 

продуктах для споживання людиною пов’язані з проблемами безпеки, 

недостатністю інформації щодо властивостей, які визначають безпеку та 

потенційні переваги для здоров’я, а також із несприятливим регуляторним 

середовищем [143].  

Хоча ентерококи історично були складовою мікробіоти сирів із доведеною 

безпекою споживання, за останні 80 років ситуація істотно змінилася. Відкриття 

та широке застосування антибіотиків створили новий селективний тиск, який, 

імовірно, впливає на еволюцію ентерококів і може мати значення для здоров’я 

людини [76]. Зокрема, занепокоєння викликають фактори адгезії, здатність 

ентерококів виступати резервуарами генів вірулентності та 

антибіотикорезистентності, схильність до горизонтального переносу генів (як у 

межах роду, так і між різними бактеріями), а також відсутність достатніх доказів 

користі для здоров’я і статусу QPS/GRAS. 

Наявних даних про безпеку та переваги ентерококів як пробіотиків 

недостатньо для проведення повноцінного аналізу ризиків. Якщо штами 

ентерококів, виділені з сиру чи інших джерел, планується використовувати як 

пробіотики, цю прогалину в знаннях необхідно подолати. Тому ретельне 

вивчення фенотипових характеристик, пов’язаних із безпекою, та генетичних 

детермінант є обов’язковим для кожного штаму перед його застосуванням у 

харчових продуктах (рис.1.1.).  
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Рис 1.1. Рекомендована схема оцінки безпечності пробіотичних штамів 

Enterococcus для використання їх в харчових продуктах/кормах. Адаптовано за 

матеріалами EFSA Panel on Biological Hazards [147], EFSA [100] та Laulund et al. 

[190]. 

 

З огляду на ці потенційні ризики, у деяких випадках доцільніше 

використовувати очищені або напівочищені ентероцини як антимікробні харчові 

добавки, ніж продукувати їх безпосередньо в продукті (in situ) [74, 292].  
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1. Матеріали досліджень 

 

2.1.1. Штами мікроорганізмів 

Штам Enterococcus sp. SB12 виділяли з бринзи, традиційного карпатського 

сиру, шляхом прямого посіву гомогенату зразків сиру на стерильний 

фізіологічний розчин на середовище Де Ман-Рогоза-Шарпа (MRS) (BTL, 

Польща) та інкубували при 45°С протягом 48-72 годин [328]. Бактеріальні 

клітини зберігали в ліофілізованому вигляді при 4°С в ампулах. 

 

2.1.2. Середовища та умови культивування 

Склад усіх середовищ, використаних у роботі, наведено в Додатку Б. Для 

виділення хромосомної ДНК штам культивували в рідкому середовищі MRS 

(HiMedia, Індія).  

Для дослідження мікробіологічних особливостей та 

антибіотикорезстентності, SB12 вирощували на агаризованому MRS середовищі. 

Для вивчення антагоністичних властивостей використовували агаризоване 

TSB середовище (HiMedia, Індія).  

Штами тест-культур бактерій вирощували на середовищі LB, штами тест-

культур грибів вирощували на середовищі Сабуро (Сondlab, Іспанія). 

Для виявлення продукції біогенних амінів штам SB12 та контроль – E.coli 

ATTC, вирощували на середовищі DAB. 

Для отримання екстрактів вторинних метаболітів SB12 культивували в 

рідких середовищах TSB, BHI (HiMedia, Індія) та MRS. 

Штам Enterococcus sp. SB12 та тест-культури бактерій вирощували при 

37°С, тест-культури грибів вирощували при температурі 28-30°С.  
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2.1.3. Реактиви 

Компоненти поживних середовищ, які використовували в роботі 

перелічені в додатку Б. 

У роботі використовували диски з антибіотиками: стрептаміцин, 

еритроміцин, ванкоміцин, ампіцилін, пенціилін, канаміцин, рифампіцин, 

гентаміцин, левіміцитин (хлорамфенікол), тетрациклін (HiMedia Labarotories, 

Індія) у стандартних концентраціях. 

Рочини амінокислот були використані для ідентифікації продукції 

біогенних амінів: L-гістидин (Carl Roth, Німеччина), L-орнітин (Carl Roth, 

Німеччина), L-тирозин (Carl Roth, Німеччина). 

Для виділення та аналізу ДНК використовували набір NucleoSpin Microbial 

DNA Kit (Macherey-Nagel, Німеччина). 

Для екстракції та очистки вторинних метаболітів використовували: 

метанол (Fisher Scientific, США), етилацетат (Fisher Scientific, США), бутанол 

(Fisher Scientific, США), хлороформ (Fisher Scientific, США). 

Для аналізу на MALDI-TOF використовували ціано-4-гідроксикоричну 

кислоту (CHCA) (MilliporeSigma / Supelco®, США) в суміші ацетонітрил : вода : 

трифтороцтова кислота та 2,5-дигідроксибензойну кислоту (DHB) 

(MilliporeSigma / Supelco®, США) у тій самій суміші.  

Для визначення біохімічних показників мишей використовували: 

комерційні набори для аналізу рівнів холестеролу, загального білка та глюкози 

(Filisit, Україна): CHOLESTEROL-HDL F (53391), CHOLESTEROL-LDL F 

(HP026.05), GLUCOSE F (53301) та Total Protein (61900); трихлороцтову кислоту 

(Fisher Scientific, США), тіобарбітурову кислоту (СфераСім, Україна), перекис 

водню (ТОВ «ДКП «Фармацевтична фабрика», Україна), молібдат амонію 

(Fisher Scientific, США), динітрофенілгідразин (Sigma-Aldrich, США), хлоридну 

кислоту (Сфера Сім, Україна), сечовину (СфераСім, Україна), етанол (Fisher 

Scientific, США), сіль Мора (СфераСім, Україна), тіоціанат амонію (Klebrih, 

Німеччина). 
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2.2.1. Експериментальні тварини 

Усі експериментальні процедури з тваринами in vivo були схвалені 

Комітетом з біоетики Інституту біології тварин Національної академії наук 

України (Протокол №162 від 02.12.2024) відповідно до чинного законодавства 

України та Європейського Союзу.  

Для експерименту in vivo було взято двомісячних безпородних білих самок 

мишей з віварію Львівського національного університету імені Івана Франка. 

Перед початком експерименту вони пройшли тижневу акліматизацію у віварії 

Інституту біології тварин Національної академії аграрних наук України. 

Протягом усього експериментального періоду миші мали необмежений доступ 

до води та стандартного гранульованого корму, утримувалися в приміщенні з 

контрольованим кліматом із заданою температурою, вологістю та циклом 

світло/темрява (температура: 22-24 °C, вологість: 50-65% та 12-годинний цикл 

світло/темрява). Мишей було випадково розділено на 4 групи: М1 й М2 – 

контрольна група та М3 й М4 – дослідна група. Всього було залучено 20 мишей. 

Контрольна група мишей (n = 10) отримувала стандартний лабораторний раціон. 

Тваринам другої (експериментальної) групи (n=10),які перебували на 

стандартному лабораторному раціоні, додатково перорально вводили суспензію 

пробіотичного штаму Enterococcus sp. SB12 у дозі 1×108КУО/г маси тіла. 

Моніторинг середньодобового споживання води лабораторними мишами 

здійснювали для кількісної оцінки добового надходження бактеріальних клітин 

на одну мишу. 

На 29-й день експерименту мишей вивели з експерименту шляхом 

швидкого зміщення шийних хребців. Для генетичних та біохімічних досліджень 

були зібрані зразки крові, тканин та органів експериментальних та контрольних 

тварин. Зразки печінки, серця, нирок та кишечника гомогенізували в 1М Tris-

HCl, pH=7,4 та зберігали при температурі -20°C до аналізу. 
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2.3. Методи досліджень 

2.3.1. Виділення сумарної ДНК з Enterococcus sp. SB12 та повногеномне 

секвенування. 

Геномну ДНК виділяли за допомогою набору NucleoSpin Microbial DNA 

Kit (Macherey-Nagel, Німеччина) відповідно до протоколу виробника. Для 

виділення тотальної ДНК Enterococcus sp. SB12 висівали в 20 мл середовища 

MRS та інкубували при 37 °С протягом 12 годин. Для вимірювання концентрації 

та якості виділеної геномної ДНК використовували спектрофотометр DS-11 

(DeNovix Inc., США) при співвідношенні А260/280. Отриману ДНК секвенували 

у ТОВ «Експлоген» (Львів, Україна) з використанням бібліотеки парних секвенів 

Illumina (TruSeq Sample Preparation Kit, Illumina, США), як рекомендовано 

виробником. Повногеномне секвенування проводили з використанням 

гібридного підходу, який поєднує секвенування з коротким зчитуванням Illumina 

та секвенування з довгим зчитуванням Oxford Nanopore. Геномні дробові 

бібліотеки Illumina були підготовлені з використанням протоколу без ПЛР, 

згідно з інструкціями виробника (Illumina, Inc.). Секвенування проводили на 

системі Illumina Novaseq 6000 в режимі зчитування 2 × 250 bps. Збірку даних 

Illumina проводили за допомогою програми Newbler v3.0 [226]. Для секвенування 

довгих зчитувань використовували технологію Oxford Nanopore (Оксфорд, 

Великобританія). 

Геномні бібліотеки готували з високомолекулярної ДНК з використанням 

наборів SQK-LSK110 (Оксфорд, Великобританія). Для зшивання зчитувань для 

підготовки бібліотеки лігування нанопорами використовували набір NucleoSpin 

Genomic DNA Prep Kit (Macherey-Nagel, Німеччина). Бібліотеку секвенували на 

одній проточній комірці Flongle (R10.4.1) з 24-годинним циклом. Виклик основ 

здійснювали за допомогою програми Guppy v5.0.11 з моделлю 

dna_r9.4.1_450bps_sup [357]. Збірка даних Oxford Nanopore Technologies (ONT) 

була виконана за допомогою Flye v.2.9 b1774 [183]. Якість зчитування як для 

Nanopore, так і для Illumina перевіряли за допомогою інструменту контролю 
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якості FASTQC версії 0.11.9 [43], а видалення адаптерів проводили за допомогою 

AdapterRemoval v2 [315], використовуючи налаштування за замовчуванням. 

Послідовності повного геному Enterococcus sp. SB12 були депоновані під 

номерами доступу CP175675-CP175677 (PRJNA1006558 для BioProject і 

SAMN37043343 для BioSample) в базу даних GenBank. 

 

2.3.2. Біонформатичні інструменти для аналізу геному 

Сервер Proksee [136] було використано для створення геномної карти та 

ідентифікації мобільних генетичних елементів у геномі. Для прогнозування 

функцій білків у геномі використовували базу даних Clusters of Orthologous 

Groups of proteins (COGs) [334]. Послідовності профагів були передбачені та 

анотовані за допомогою програми PHASTEST [358]. Кластеризовані регулярно 

розташовані ділянки коротких паліндромних повторів (CRISPR) прогнозували за 

допомогою CRISPRCasFinder [73]. Кластери біосинтезу бактеріоцину та 

вторинних метаболітів ідентифікували за допомогою BAGEL4 [346] та 

antiSMASH версії 7.0 [37]. Кластери генів первинного метаболізму виявляли за 

допомогою програми gutSMASH [370]. Для прогнозування тривимірної 

структури бактеріоцинів використовували програму Phyre 2.2 [288]. 

Для визначення наявності факторів вірулентності в геномі 

використовували Virulence Factor Database v6.0 [200], гени 

антибіотикорезистентності прогнозували за допомогою Comprehensive Antibiotic 

Resistance Database (CARD) з використанням суворих і досконалих критеріїв 

[218], а для визначення патогенних генів використовували Pathogen-Host 

Interactions Database (PHI-base) v4.14 [344]. Одночасний і швидкий доступ до всіх 

біоінформатичних додатків забезпечувався платформою ProbioMin Server, яка 

також використовувалася для узагальнення даних, отриманих з геному 

Enterococcus sp. SB12 [202]. 

Пошук подібних геномів та геномну філогенію проводили в Ресурсному 

центрі бактеріальної та вірусної біоінформатики (BV-BRC) з використанням 

сервісу Bacterial Genome Tree Service. Для геномного філогенезу було 
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використано 1000 однокопійних ортологічних генів. Недупліковані гени, 

знайдені в усіх проаналізованих геномах, використовували для побудови 

філогенетичного дерева методом кодонового дерева [267]. Для порівняльного 

геномного аналізу використовували дані геномів типового штаму E. faecium 

DSM 20477, штамів, близьких до штаму SB12, E. faecium INF12, E. faecium 

YM46-4 та E. faecium CICC 20430, пробіотичного штаму E. faecium T110 та 

клінічного ізоляту E. faecium ATCC 700221. Геноми всіх штамів, включених в 

аналіз, доступні в Національному центрі біотехнологічної інформації. 

 

2.3.3. Конструювання, секвенування та аналіз метагеномних даних 

Зразки кишківників контрольної та експериментальної груп мишей були 

зібрані на 29-й день після евтаназії. Для екстракції ДНК використовували набори 

DNeasy PowerSoil Pro Kits (Qiagen, Німеччина). Ділянку V3-V4 16S рРНК 

ампліфікували за допомогою праймерів 341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') 

та 806R (5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3'). Ділянку внутрішнього 

транскрибованого спейсера 2 (ITS2) ампліфікували за допомогою праймерів 

ITS3-2024F (5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3) та ITS4-2409R (5-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). ПЛР-продукти очищали за допомогою набору 

для екстракції гелем QIAquick (Qiagen, Німеччина) та секвенували на платформі 

Illumina Novo-Seq6000 з бібліотекою парних кінців 2 × 250 та глибиною 

секвенування понад 100 000 зчитувань (Novogene (UK) Company Limited, Велика 

Британія). Парні кінці зчитувань об’єднували за допомогою FLASH (версія 

1.2.11) [208]. Аналіз послідовностей проводили за допомогою UPARSE (версія 

7.0.1001) [99]. Усі послідовності з ≥ 97% подібності відносили до тих самих 

операційних таксономічних одиниць (OTU). Репрезентативну послідовність для 

кожної OTU перевіряли для подальшої анотації. Подальшу анотацію OTU було 

виконано за допомогою програмного забезпечення Mothur у базі даних SSU 

rRNA SILVA для анотації видів бактерій [290] та базі даних Unite [151] на основі 

алгоритму blast для анотації видів грибів. Множинне вирівнювання 

послідовностей було виконано за допомогою алгоритму MUSCLE (версія 3.8.31). 
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Необроблені послідовності були депоновані в Архіві зчитування послідовностей 

(SRA) Національного центру біотехнологічної інформації (NCBI) під номером 

доступу SRR37451812-SRR37451819, номером доступу біопроекту 

PRJNA1431476 та номерами біозразків SAMN56311790-SAMN56311797. 

 

2.3.4. Визначення антимікробної активності  

Для визначення антимікробної активності Enterococcus sp. SB12 

використовували типові культури опортуністичних патогенів (Колекція культур 

мікроорганізмів-продуцентів антибіотиків, Україна). Enterococcus sp. SB12 

висівався смужкою в центрі чашки з агаризованим середовищем MRS, і 

залишали чашку в термостаті на 24 години при температурі 37 °C. Потім по 10 

мкл тестових культур у третьому розведенні висівалося смужками на чашку, 

перпендикулярними до штаму SB12, і інкубували при 37 °C впродовж 24-ох 

годин. Після цього виміряли зону пригнічення росту патогенів по відношенню 

до SB12. Експеримент проводили тричі.  

 

2.3.5. Визначення антибіотикорезистентності 

 Для визначення стійкості Enterococcus sp. SB12 до антибіотиків обрали 

найчастіше використовувані антибіотики у фармакології, а також приналежні до 

всіх наявних груп антибіотиків. Для експерименту ентерокок висівали газоном 

на чашку з агаризованим MRS та інкубували 24 години при 37 °С. Опісля на 

чашку виставляли диски з антибіотиками та залишали чашки ще раз на добу при 

37 °С. Стійкість визначали за відсутністю зони росту SB12 навколо антибіотика. 

 

2.3.6. Визначення термостійкості 

Термотолерантність Enterococcus sp. SB12 визначали за Páez et al. [277], з 

деякими модифікаціями. Iнокулят Enterococcus sp. SB12 розводили в 1 мл 

фізіологічного розчину в концентрації 1% (v/v) та інкубували на водяній бані 

протягом 15 хв при 37 °С (як контроль), 50 °С, 60 °С, 70 °С та 80 °С відповідно. 

Потім готували десятикратні серійні розведення зразків (через 10-7) і пересівали 
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їх на агаризоване MRS. Чашки інкубували впродовж 24-ох годин при 37 °С, після 

чого підраховували колонієутворюючі одиниці (КУО) для визначення 

виживання Enterococcus sp. SB12. Для отримання статистично достовірних 

результатів експерименти повторювали тричі. 

 

2.3.7. Визначення солестійкості 

Для визначення солестійкості штаму SB12 готували десятикратні серійні 

розведення (через 10-7) клітинної суспензії Enterococcus sp. SB12 (приблизно 

1×108 КУО). Після цього 100 мкл кожного розведення висівали на агар MRS, до 

якого додавали NaCl у концентраціях 2,5%, 5,0%, 7,5% та 10%. Ріст Enterococcus 

sp. SB12 оцінювали через 24 години інкубації при 37 °С шляхом підрахунку КУО 

та визначення відсотка виживання. Для отримання статистично достовірних 

результатів досліди повторювали тричі. 

 

2.3.8. Визначенння стійкості до лізоциму 

Для визначення резистентність до лізоциму клітини Enterococcus sp. SB12 

розводили в 1 мл фізіологічного розчину і додавали 100 мкл (приблизно 1×10⁸ 

КУО) до 0,1 мг/мл, 0,5 мг/мл, 1,0 мг/мл, 5,0 мг/мл, 10 мг/мл і 20 мг/мл розчину 

лізоциму в фізіологічному розчині. Як контроль використовували суспензію 

Enterococcus sp. SB12, розчинену у фізіологічному розчині. Контрольну та 

лізоцимну групи бактерій інкубували впродовж 10 хвилин при 37°C. Після цього 

клітини бактерій відмивали у фізіологічному розчині, розводили в 10 разів (через 

10-7) і висівали на агаризоване середовище MRS. Кількість КУО підраховували і 

визначали виживання бактерій після інкубації впродовж 24-ох годин при 37 °С. 

Для отримання статистично достовірних результатів експеримент повторювали 

тричі. 
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2.3.9. Визначення стійкості до різних значень рН середовища 

Для оцінки кислотостійкості штаму використовували метод, описаний 

Feng et al. [109], з незначними модифікаціями. Enterococcus sp. SB12 висівали у 

стерильний фізіологічний розчин з рН 1,0, 2,0, 3,0 і 4,0 та інкубували впродовж 

3 годин при 37 °С. Як контроль використовували стерильний фізіологічний 

розчин з рН 7,0. Рівень рН регулювали за допомогою 0,1 М розчину HCl. Потім 

клітини всіх експериментальних груп двічі відмивали фізіологічним розчином. 

Відмиті клітини ресуспендували в 1 мл фізіологічного розчину, робили 

десятикратні серійні розведення (через 10-7) і кожне розведення висівали на 

агаризоване MRS. Кількість КУО підраховували і визначали виживання бактерій 

після інкубації впродовж 24-ох годин при 37°С. Експеримент проводили тричі. 

 

2.3.10. Виявлення здатності до продукування біогенних амінів 

Здатність Enterococcus sp. SB12 продукувати біогенні аміни (БА), такі як 

гістамін, тирамін та путресцин, оцінювали in vitro за допомогою скринінгового 

методу Bover-Cid та Holzapfel [41] без попередньої активації. Для цього 15 мкл 

свіжої (24-ох годинної) культури штаму SB12 в MRS висівали на чашку з 

середовищем DAB з 0,5% L-гістидину (Roth), 0,5% L-орнітину (Roth) або 0,5% 

L-тирозину (Roth), доведеного до рН 5,5 перед автоклавуванням. Як контроль 

використовували чашки з середовищем DAB без відповідних амінокислот. Усі 

чашки інкубували за 37 °С впродовж 48-ми годин. 

 

2.3.11. Визначення оптимального рівня рН для культивування  

Для експерименту штам SB12 інокулювали в рідке середовище MRS з pH= 

6,0, 7,0 та 9,0 та вирощували протягом 24-ох годин при 37 °C. Кількість 

колонієутворюючих одиниць (КУО) штаму SB12 визначали в 10-кратних 

розведеннях на агаровому середовищі MRS. Процедуру проводили через 2, 4, 8, 

16 та 24 години після інокуляції. Зразки, висіяні одразу після дня культивування 

перед експериментом, брали як контроль. Після інкубації протягом 24-ох годин 
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при 37°C підраховували кількість КУО. Одночасно вимірювали значення pH у 

кожній з колб через однаковий інтервал часу. Експеримент проводили тричі. 

 

2.3.12. Визначення рівня холестерину ЛПВЩ, холестерину ЛПНЩ, 

глюкози, вмісту білка 

Рівні холестерину ліпопротеїдів високої щільності (ЛПВЩ), холестерину 

ліпопротеїдів низької щільності (ЛПНЩ), глюкози та загального білка визначали 

за допомогою комерційних наборів для аналізу (Filisit, Україна): 

CHOLESTEROL-HDL F (53391), CHOLESTEROL-LDL F (HP026.05), GLUCOSE 

F (53301) та Total Protein (61900) відповідно до інструкцій виробника. 

 

2.3.13. Визначення рівня гідропероксидів ліпідів  

Визначення вмісту гідропероксидів ліпідів проводило з тіоціанатом 

амонію згідно методики [351]. До дослідних і контрольних зразків додавали 560 

мкл етанолу і 50 мкл 50% розчину трихлороцтової кислоти; до дослідних 

пробірок також додавали 40 мкл гомогенізованих зразків, а до контрольних 

пробірок – 40 мкл води. Потім пробірки струшували протягом 5-6 хвилин і 

центрифугували впродовж 10 хвилин при 3000 об/хв. Далі з контрольних і 

дослідних зразків відбирали 500 мкл супернатанту, до якого додавали 40 мкл 

етанолу, 3 мкл концентрованої HCI і 50 мкл 1% солі Мора; зразки струшували і 

додавали 67 мкл 20% розчину тіоціанату амонію. Екстинкцію вимірювали 

спектрофотометрично при 480 нм. Розрахунок проводили за формулою: 

[𝐶] = (𝐸проба −  𝐸контроль) *Cбілок 

 

2.3.14. Визначення окислювальної модифікації білків  

Ступінь окисної модифікації білків (ОМБ) у сироватці крові та гомогенатах 

тканин оцінювали за методом, що базується на взаємодії карбонільних груп 

(альдегідних і кетонних) окиснених амінокислотних залишків із 2,4-

динітрофенілгідразином (2,4-ДФГ). У результаті реакції утворюються 2,4-

динітрофенілгідразони, інтенсивність забарвлення яких прямо пропорційна 
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рівню пошкодження білкових молекул [351]. До проб і контрольних зразків 

додавали 0,1 мл гомогенату зразка і 900 мкл 20% трихлороцтової кислоти. 

Окремо до проби додавали 1 мл 0,1 М розчину 2,4-динітрофенілгідразину, а до 

контрольного зразка – 1 мл 2 М розчину HCl. Пробірки інкубували впродовж 1 

години при температурі 37 градусів і центрифугували протягом 45 хвилин при 

3000 об/хв. Осад тричі промивали сумішшю етанолу та етилацетату у 

співвідношенні 1 : 1, після до всіх пробірок додавали 2,5 мл 8 М сечовини. Зразки 

кип’ятили впродовж 5-ти хвилин на водяній бані до повного розчинення осаду. 

Екстинкцію вимірювали спектрофотометрично при 274, 370 та 430 нм протягом 

10 хвилин. Розрахунок проводили за формулою та виражали в одиницях ОМБ на 

1 мг білка (або г тканини): 

[С] =
𝐸проба ∙ 𝑉заг.

22 ∙ 𝐶білок ∙ 𝑉проба
 

 

2.3.15. Визначення вмісту ТБК-активних продуктів  

Інтенсивність процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) у сироватці 

крові та гомогенаті тканин оцінювали за вмістом ТБК-активних продуктів. 

Змішували 0,01 мл гомогенізованої проби (тест) і 2 мл розчину води (контроль) 

та інкубували впродовж години при температурі 37 градусів. Потім додавали 1 

мл трихлороцтової кислоти і 1 мл 0,8% тіобарбітурової кислоти. Зразки 

кип’ятили на водяній бані протягом 10 хвилин центрифугували при 3000 об/хв 

ще 10 хвилин для отримання надосадової рідини. Екстинкцію зразків 

вимірювали спектрофотометрично при 535 нм відносно контролю. Вміст 

продуктів ТБК визначали за формулою: 

  

[𝐶] =
𝐸проба ∙ 𝑉заг ∙ 1000000

1,56 ∙ 𝑉проба ∙ 100000
 

 

2.3.16. Визначення активності каталази  
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До зразків проб і контролів додавали по 100 мкл гомогенату і по 2 мл 0,03% 

розчину перекису водню. Через 10 хвилин додавали 1 мл 4% розчину молібдату 

амонію, а через 5 хвилин – розчин 30% трихлороцтової кислоти. Після цього 

зразок центрифугували протягом 10 хвилин при 3000 об/хв і вимірювали 

екстинкцію спектрофотометрично при 410 нм. Розрахунок проводили за 

формулою: 

[А] =
(Δ𝐸контроль − Δ𝐸дослід) ∗ 22.2

𝑡
 

 

2.3.17. Екстракція та аналіз вторинних метаболітів 

Для екстрагування вторинних метаболітів SB12 культивували у трьох 

різних середовищах – в TSB, BHI, MRS. Ентерокок інокулювали в 1 мл 

стерильної води і потім в кількості 100 мкл переносили в колби з 50 мл 

відповідного середовища. Культуру ентерокока вирощували протягом 24 та 48-

ми годин при 37 °C в термостаті для порівняння рівня продукції метаболітів. 

Вторинні метаболіти екстрагували окремо з культуральної рідини із рівним 

об’ємом етилацетату, бутанолу та хлороформу, та метанолом – з біомаси. 

Отримані екстракти випарювали на роторному випарювачі IKA RV-8 (IKA, 

Німеччина) при 40 °C і перерозчиняли в метанолі. Екстракти аналізували на 

системі Dionex Ultimate 3000 UPLC (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 

США) з’єднаній з детектором PDA, використовуючи 100 мм колонку ACQUITY 

UPLC BEH C18 1,7 мкм (Waters Corporation, Milford, MA, США). Воду з 0,1% 

(об./об.) мурашиної кислоти (розчинник А) і ацетонітрил з 0,1% (об./об.) 

мурашиної кислоти (розчинник Б) використовували як рухому фазу. Розділення 

екстрактів здійснювали в лінійному градієнті від 5 до 95% розчинника Б при 

швидкості потоку 0,6 мл/хв протягом 18 хв за температури 40 °С. Мас-аналіз 

проводили на мас-спектрометрі Bruker Amazon Speed (Bruker, Billerica, MA, 

USA) з використанням позитивного режиму іонізації та діапазону виявлення m/z 

150–2000 Да. Дані аналізували за допомогою Compass Data Analysis v. 6.1 

(Bruker, Billerica, MA, США). 
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2.3.18. Мас-спектрометричний аналіз методом MALDI-TOF 

Мас-спектрометричний аналіз проводили методом матрично-асистованої 

лазерної десорбції/іонізації з часово-прольотною детекцією (MALDI-TOF MS) у 

двох масових діапазонах: 4-10 кДа (ля низькомолекулярних білків/пептидів) та 

20–40 кДа (для білків вищої молекулярної маси). Для іонізації аналітів 

використовували: розчин 10 мг/мл α-ціано-4-гідроксикоричної кислоти (CHCA) 

в суміші ацетонітрил : вода : трифтороцтова кислота (ACN:H₂O:TFA) у 

співвідношенні 50:49.9:0.1; та розчин 20 мг/мл 2,5-дигідроксибензойної кислоти 

(DHB) у тій самій ACN:H₂O:TFA суміші, які є стандартними матрицями для 

аналізу пептидів і білків відповідно. Матриці фільтрували через 0.22 мкм 

мембранний фільтр перед використанням [29, 175]. Підготовку зразків 

здійснювали методом dried-droplet. На MALDI-планшет (цільовий металевий 

диск) наносили суміш аналіту та матриці у співвідношенні 1:1, після чого зразок 

висушували при кімнатній температурі до утворення однорідного кристалічного 

шару. 

Спектри отримували в лінійному режимі детекції позитивних іонів з 

використанням MALDI-TOF-MS мас-спектрометра UltrafleXtreme (Bruker 

Daltonics, Бремен, Німеччина) в Інституті фармацевтичних досліджень імені 

Гельмгольца Саарландт (Helmholtz Institute for Pharmaceutical Research Saarland, 

HIPS, Саарбрюккен, Німеччина). Кожний спектр будувався шляхом накопичення 

>1500 лазерних імпульсів (laser shots) для покращення співвідношення 

сигнал/шум. 

Зовнішню калібровку проводили з використанням стандартних білкових і 

пептидних калібрувальних сумішей відповідно до рекомендацій виробника 

приладу.   

2.3.19. Визначення продукції вітамінів та амінокислот штамом 

Enterococcus sp. SB12 

Для отримання достатньої кількості біомаси штам Enterococcus sp. SB12 

культивували на середовищі MRS протягом 18 годин при температурі 37 °C. 
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Біомасу збирали шляхом центрифугування при 4000 об/хв протягом 10 хвилин, 

промивали стерильною дистильованою водою та ресуспендували. Кількість 

життєздатних клітин визначали методом послідовного десятикратного 

розведення та висівання на агар MRS з подальшим підрахунком колоній. Вихід 

біомаси визначали гравіметричним аналізом сухої маси клітин. 

Для аналізу метаболітів бактеріальну біомасу, кондиціоноване середовище 

та нативне середовище MRS (контроль) піддавали екстракції з подальшою 

високоефективною рідинною хроматографією (ВЕРХ). Водорозчинні вітаміни, 

включаючи тіамін гідрохлорид, рибофлавін-5-фосфат, нікотинамід, нікотинова 

кислота, піридоксин, аскорбінова кислота та пантотенат кальцію, були 

ідентифіковані та кількісно визначені за допомогою системи ВЕРХ, оснащеної 

колонкою з оберненою фазою C18 (250 × 4,6 мм, Luna® Omega, розмір частинок 

5 мкм) та УФ-детекцією в діапазоні 200–265 нм. Розділення проводили за 

допомогою системи градієнтної елюції з ацетонітрилом та фосфатним буфером 

(pH 3,0). Кількісне визначення проводили з використанням сертифікованих 

стандартів вітамінів HPLC-класу. Зразки готували шляхом екстракції приблизно 

1 г бактеріальної біомаси в буферному розчині, після чого перед аналізом 

проводили центрифугування та мембранну фільтрацію.  

Амінокислотний склад визначали методом ВЕРХ після кислотного 

гідролізу бактеріальної біомаси (15% HCl, 140 °C, 7 год). Гідролізати 

нейтралізували та дериватизували за допомогою 2,4-динітрофторбензолу, а 

потім розділяли на колонці з оберненою фазою (250 × 3,0 мм). Детекцію 

проводили при 350 нм. Ідентифікацію та кількісне визначення здійснювали 

шляхом порівняння з сертифікованими стандартами амінокислот. 

Усі аналізи проводили у трьох повторах, а результати обчислювали на 

основі стандартних калібрувальних кривих.  

 

2.3.20. Дереплікація вторинних метаболітів 

Для дереплікації вторинних метаболітів в екстрактах ізолятів 

використовували базу даних словника природних сполук (англ. Dictionary of 
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Natural Products (DNP)) версії 10.0 [44] за такими параметрами: точна 

молекулярна маса, спектри поглинання, аналіз фрагментації та біологічне 

джерело [302]. Сполуки вважали подібними, якщо різниця в точних масах була 

менша, ніж 5 ppm, а спектри поглинання, фрагментація та джерело виділення 

були ідентичними. 

 

2.3.21. Визначення активності екстрактів вторинних метаболітів 

Метаболітні екстракти штаму Enterococcus sp. SB12 тестували з 

використанням тест-культур диско-дифузійним методом. На паперовий 

стерильний диск (d = 4 mm) наносили 25 мкл кожного екстракту, висушували і 

викладали на чашки з тест-культурами. Як негативний контроль використали 

паперовий диск з метанолом. Після 24 годин інкубування при 37 °С вимірювали 

зони пригнічення росту. 

 

2.3.22. Статистичний аналіз 

Статистичну обробку експериментальних даних проводили з 

використанням програми Microsoft Excel. Усі дослідження виконували 

щонайменше у трьох незалежних повторностях. Отримані результати 

представлені у вигляді середнього арифметичного значення та стандартної 

похибки середнього (M ± SEM). 

Відповідність розподілу кількісних показників нормальному закону 

перевіряли за критерієм Шапіро-Вілка. Для порівняння середніх значень між 

незалежними групами застосовували двосторонній t-критерій Стьюдента. 

Відмінності між досліджуваними показниками вважали вірогідними  при p 

< 0,05. На рисунках статистичні відмінності позначали символами: * – p < 0,05; 

** – p < 0,01; *** – p < 0,001. 
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

3.1. Характеристика геному штаму Enterococcus sp. SB12  

3.1.1. Загальна та функціональна характеристика геному Enterococcus 

sp. SB12. 

Дослідження генетичної структури штаму є першочерговим етапом у 

вивченні будь-якого мікроорганізму, оскільки дозволяє отримати інформацію 

про структурну та функціональну організацію геному та потенційні метаболічні 

можливості. За допомогою комплексного біоінформатичного аналізу стає 

можливим ідентифікація генів, пов’язаних з основними метаболічними 

процесами, адаптацією до умов середовища проживання та іншими 

особливостями мікроорганізму. Ця інформація визначає можливість та напрямок 

подальшої роботи з будь-яким штамом бактерій. 

За результатами біоінформатичного аналізу, було встановлено, що геном 

Enterococcus sp. SB12 репрезентований однією кільцевою хромосомою та двома 

кільцевими плазмідами із загальним розміром 2,69 Мб (рис. 3.1.).  

 

Рис. 3.1. Геном Enterococcus sp. SB12. (а) Хромосома (б) Плазміда 1. (в) Плазміда 

2. https://proksee.ca/ 

б) 
в) 

https://proksee.ca/
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 Хромосома має вміст ГЦ 38,2% і містить 2 544 356 п.н. з 3 038 

потенційними білково-кодуючими відкритими рамками зчитування (ORF), 69 

тРНК, 1 тмРНК, 18 генів рРНК (розташовані в 6 оперонах) і 3 інші некодуючі 

РНК (табл.3.1.). Плазміда 1 має розмір 238 123 п.н. з вмістом ГЦ 36,6%, тоді як 

плазміда 2 має розмір 33 961 п.н. і вміст ГЦ 34,0%. Вони кодують загалом 258 та 

40 ORFs відповідно. Плазміда 1 містить один ген тРНК (тРНК-Leu). 

Таблиця 3.1.   

Особливості геному штаму Enterococcus sp. SB12 

Характеристики Хромосома Плазміда 1 Плазміда 2 

Розмір (bp) 2 544 356 238 123 33 961 

Г + Ц % 38.2 36.6 34.0 

CDS (кодуючі послідовності) 2414 251 40 

Відкриті рамки зчитування (ORF) 3038 258 40 

Оперони 6 0 0 

рРНК 18 0 0 

тРНК 69 1 0 

тмРНК 1 0 0 

нкРНК 3 0 0 

Мобільні генетичні елементи 289 84 10 

CRISPR 0 1 0 

Профагові гени 100 40 0 

Гени стійкості до антибіотиків 4 0 0 

Фактори вірулентності 18 0 0 

Гени патогенності 14 0 0 

Кластери генів вторинного 

метаболізму 

2 3 1 

 

Вміст мобільних генетичних елементів є важливою характеристикою 

будови та функціональності геному, тому що вони значно впливають на 

еволюцію, адаптацію, і генетичну пластичність мікроорганізмів [169]. Виявлено, 

що геном SB12 містить 383 мобільні генетичні елементи, серед яких гени 

інтеграції та ексцизії (198 генів), гени, що відповідають за рекомбінацію, 
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реплікацію та репарацію геномів (70 генів), трансферні гени (32) та гени, 

залучені до процесу захисту стабільності генів (23 гени) (рис. 3.2.). 

 

Рис. 3.2. Мобільні генетичні елементи в геномі Enterococcus sp. SB12. IE - 

інтеграція/екзцизія, RRR - реплікація/рекомбінація/репарація, P - фаг, STD - 

стабільність/перенесення/захист, T - трансфер. https://proksee.ca/ 

 

 У хромосомі штаму SB12 також було виявлено три фагові ділянки (2 

інтактні ділянки та 1 сумнівна ділянка) (рис. 3.3.). У першій інтактній фаговій 

ділянці хромосоми (1 161 222-1 198 213 п.н.) знаходяться гени, що кодують 

капсид (9 генів), хвіст (5 генів), пластинку (1 ген), терміназу (2 гени), інтегразу 

(1 ген), репресори (2 гени), ендонуклеазу (1 ген), фагоподібний білок (9 генів) та 

білок холін (1 ген). У другій інтактній фаговій області (2 102 088-2 153 237 п.н.) 

виявлено 1 ген капсиду, 6 генів хвоста, 2 гени репресорного білка, 11 генів 

фагоподібного білка, 2 гени термінази, 3 гени транспозази і по одному гену 

антирепресора, лізису, регуляторного білка, портального білка, ендонуклеази, 

холіну, реплікації та інтегрази; інші гени мають невідомі функції. З сумнівних 

ділянок (950 п.н., 121-981 п.н. і 952 п.н.) було ідентифікувано по 1 гену 

термінази, інтегрази, хвостового і регуляторного білка, 2 гени фагоподібних 

білків і 3 гени капсидів.

https://proksee.ca/
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Рис. 3.3. Профагові ділянки, ідентифіковані в хромосомі Enterococcus sp. SB12. https://phastest.ca/ 

https://phastest.ca/
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У плазміді 1 було виявлено три профагові ділянки (2 інтактні ділянки та 1 

сумнівна ділянка) та ділянку CRISPR (165 825-165 953 п.н.) (рис. 3.4.). Наявність 

CRISPR-сайту визначає стійкість до інфікування чужорідною ДНК і, згідно з 

останніми дослідженнями, може також вказувати на чутливість ентерокока до 

антибіотиків [5]. У першій інтактній фаговій ділянці плазміди 1 (31 983-66 704 

п.н.) було ідентифікувано інтегразу (3 гени), транспозазу (9 генів), протеазу (1 

ген), регуляторний білок (1 ген) і фагоподібний білок (1 ген). У другій інтактній 

фаговій ділянці (170 967-203 022 п.н.) були присутні 6 генів інтегрази, 2 гени 

транспозази та 1 ген фагоподібного білка. У сумнівній ділянці плазміди 1 

(72,832-106,992 п.н.) було виявлено 2 гени інтегрази, 3 гени транспозази та 7 

генів фагоподібних білків. Функції інших генів з цих ділянок невідомі.  



73 
 

 

Рис. 3.4. Профагові ділянки, ідентифіковані в плазміді 1 Enterococcus sp. SB12. https://phastest.ca/ 

https://phastest.ca/
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Також було здйснено функціональну анотацію геному SB12, 

використовуючи базу даних кластерів ортологічних груп білків (COGs). Загалом 

2,677 генів, що кодують білки, були віднесені до COG з передбачуваною 

функцією. Функціональні гени, пов'язані з реплікацією, репарацією та 

рекомбінацією (313 ORFs), транскрипційними білками (242 ORFs), транспортом 

та метаболізмом вуглеводів (235 ORFs) та трансляцією, рибосомною структурою 

та біогенезом (164 ORFs), були віднесені до найбільш поширених 

функціональних категорій COG (рис. 3.5.). 

 

 

Рис. 3.5. Результати функціональної анотації геному Enterococcus sp. SB12: (а) 

Загальні функціональні категорії генів, (б) Ферменти, які беруть участь у синтезі, 

а) 

б) 
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метаболізмі та розпізнаванні складних вуглеводів (дисахаридів, олігосахаридів, 

полісахаридів і глікокон’югатів). https://probiomindb.imst.nsysu.edu.tw/ 

 

Підсумки до підрозділу 3.1.1. 

1.  Згідно біоінформатичного аналізу встановлено, що геном Enterococcus sp. 

SB12 складається з однієї кільцевої плазміди та двох кільцевих плазмід із 

загальним розміром 2.69 Мб. 

2.  Виявлено інтактні ділянки профага на хромосомі та плазміді 1 із 

транспозазами та фаговими генами, що свідчить про мобільність геному 

Enterococcus sp. SB12 і про високу ймовірність горизонтального переносу 

генетичного матеріалу. На плазміді 2 не ідентифіковано фагових 

елементів. 

3.  Функціональна анотація геному Enterococcus sp. SB12 показала, що 

більшість білків у метаболізмі штаму залучені в процесах підтримки 

стабільності та відтворюваності ДНК, а також в транспорті та метаболізмі 

вуглеводів. 

Результати досліджень наведені вище опубліковано у статтях [248, 249] та 

матеріалах конференції [376]. 

 

 

https://probiomindb.imst.nsysu.edu.tw/
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3.1.2 Скринінг генів антибіотикорезистентності, патогенних генів та 

факторів вірулентності  

Відомо, що основним обмеженням для використання ентерококів в якості 

пробіотиків є ризик, пов’язаний із наявністю у деяких штамів генів патогенності 

та антибіотикорезистентності, а також можливістю передачі цих генів іншим 

бактеріям [159]. Тому було проведено аналіз геному Enterococcus sp. SB12 на 

наявність таких генів. 

Біоінформатичний аналіз геному Enterococcus sp. SB12 виявив декілька 

генів, відповідальних за стійкість до різних класів антибіотиків. Зокрема, 

ідентифіковано ген vanY з кластеру vanB (вказує на стійкість до глікопептидних 

антибіотиків). Крім того, було виявлено ген аміноглікозидної 6′-N-

ацетилтрансферази (стійкість до аміноглікозидних антибіотиків), що є 

невід’ємною характеристикою усіх ентерококів, і не є індикатором його 

потенційної шкідливості [328]. Також були ідентифіковані такі гени стійкості як, 

ген efrA (стійкість до макролідних антибіотиків) і ген eatAv (стійкість до 

антибіотиків плевромутилінового ряду) (табл. 3.2.). Всі ці гени розташовані на 

хромосомі штаму.  

Таблиця 3.2.  

Гени резистентності виявлені в геномі Enterococcus sp. SB12 за допомогою 

The Comprehensive Antibiotic Resistance Database 

Ген Продукт Клас 

антибіотиків 

Механізм 

стійкості 

Ідентич-

ність, %  

AAC(6’)-Ii аміноглікозид N-

ацетилтрансферази 

AAC(6′)-Ii 

аміноглікозиди Інактивація 

антибіотика 

99.45 

vanY D-аланіл-D-аланін 

карбоксипептидаза 

глікопептиди Зміна мішені дії 

антибіотика; 

34.9 

efrA ABC транспортер макроліди; 

фторхінолон 

ефлюкс 82.81 

eatAv ABC транспортер EatAv плевромутилін Захист мішені дії 

антибіотика 

98.8 

https://card.mcmaster.ca/ 

https://card.mcmaster.ca/
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Використання бази даних PHI-base дозволило ідентифікувати в геномі 

Enterococcus sp. SB12 14 асоційованих з патогенністю генів (табл. 3.3.), кожен з 

яких відіграє певну роль у різних біологічних процесах.  

 

Таблиця 3.3.  

Гени, асоційовані з патогенністю, виявлені у Enterococcus sp. SB12 за допомогою 

Pathogen-Host Interactions Database 

Ген Ідентичність, 

% 

Функція Ген ID 

CcpA 99.40 глобальний транскрипційний 

регулятор репресії вуглецевих 

катаболітів 

AFK59626 

tufA 86.26 фактор елонгації Tu AHM69299 

ldh-1 86.11 Окислювально-відновний 

баланс 

AAO80120 

IMPDH 82.35 інозин-5'-

монофосфатдегідрогеназа 

ADE32434 

rnjB 82.11 РНКаза J2 AAO80984 

WalR 95.73 транскрипційний 

регуляторний білок 

EPH95667 

ClpP 81.05 Частина протеолітичного 

комплексу 

BAB94595 

CspR 93.85 Білок холодового шоку AAO82613 

CspA 86.36 Білок холодового шоку CAA62903 

HMPREF0351_1011

8 (WxL locusC) 

89.80 Задіяний у жовчно-сольовому 

стресі та патогенезі 

ендокардиту 

HMPREF0351_1011

8 

rnc (EF3097) 80.37 РНКаза III AAO82778 

cshA (EF0846) 83.95 DEAD-box геліказа AAO80658 

cshB (EF1377) 82.33 DEAD-box геліказа AAO81168 

rny (EF3170) 88.22 РНКаза Y AAO82844 

http://www.phi-base.org/ 

 

http://www.phi-base.org/
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Фактори вірулентності в геномі Enterococcus sp. SB12 були анотовані 

базою даних факторів вірулентності (VFDB) (табл. 3.4.). Загалом в геномі SB12 

було анотовано 16 генів, асоційованих з вірулентністю, які беруть участь в 

процесах адгезії, утворення біоплівки та модуляції імунної відповіді. Усі 

ідентифіковані фактори були локалізовані на хромосомі.  

Таблиця 3.4.  

Фактори вірулентності, виявлені у Enterococcus sp. SB12 за допомогою Virulence 

Factor Database 

Ген Продукт VF 

назва/категорі

я 

Ідентичніст

ь (%) 

VF ген 

ID 

Ідентифікацій-

ний номер 

cpsA/uppS ундекапренилдиф

осфатсинтаза 

Капсула / Імунна 

модуляція 

100.00 VFG0456

88 

WP_002294134 

ACI49670 потенційна пілі-

асоційована 

сортаза 

 

пілі PGS1 типу 

PilA / Адгезія 

99.87 VFG0429

87 

ACI49670 

ACI49673 асоційований з 

клітинною 

стінкою LPXTG-

подібний білок 

 

пілі PGS1 типу 

PilA / Адгезія 

99.87 VFG0429

86 

ACI49673 

efaA специфічний 

ендокардитний 

антиген  

Bee підсилювач 

утворення 

біоплівки в 

ентерококах/ 

Адгезія 

99.79 VFG0456

14 
WP_002286843 

ACI49668 мінорна 

субодиниця піліну 

Bee підсилювач 

утворення 

біоплівки в 

ентерококах / 

Адгезія 

99.71 VFG0429

84 
ACI49668 

cpsB/cdsA Фосфатидатцити-

дилтрансфераза 

Bee підсилювач 

утворення 

біоплівки в 

ентерококах / 

Адгезія 

99.62 VFG0456

82 
WP_002296531 

pilA PilA Bee підсилювач 

утворення 

біоплівки в 

ентерококах / 

Адгезія 

99.29 VFG0429

88 

ACI49671 

ACI49672 Потенційна 

сортаза генів 

домашнього 

господарства 

 

 

BopD/ біоплівка 

99.26 VFG0429

89 

ACI49672 

srt1 Srt1  Рецетор 

стрептококового 

плазміну/ 

99.17 VFG0429

97 
AAZ68040 

bee2 Bee2 Адгезія 98.91 VFG0429

95 
AAZ68038 
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bee3 Bee3 пілі PGS1 типу 

PilA / Адгезія 

98.86 VFG0429

96 

AAZ68039 

srt2 Srt2 Фібронектин- 

зв’язуючий 

білок / 

98.75 VFG0429

98 

AAZ68041 

bopD цукрозв'язуючий 

транскрипційний 

регулятор, родина 

LacI 

 

 

Адгезія 

94.80 VFG0456

70 

WP_002286379 

plr/gapA гліцеральдегід-3-

фосфатдегідроген

аза I типу 

пілі PGS1 типу 

PilA / Адгезія 

80.72 VFG0190

77 
WP_000260685 

ACI49669 гіпотетичний 

гідрофобний 

пептид 

Bee підсилювач 

утворення 

біоплівки в 

ентерококах / 

Адгезія 

98.85 VFG0429

85 

ACI49669 

EFMU0317

_RS16950 

Пептидаза 

сімейства C40 

Bee підсилювач 

утворення 

біоплівки в 

ентерококах / 

Адгезія 

98.80 VFG0434

41 

WP_002287386 

https://www.mgc.ac.cn/VFs/ 

 

Водночас серед ідентифікованих генів не було виявлено таких важливих 

факторів вірулентності, як IS16, esp (ентерококовий поверхневий білок), gylE 

(желатиназа), asa1 (фактор агрегації), Cyl (цитолізин) і hyl 

(гемолізин/гіалорунідаза), які зазвичай беруть участь у прикріпленні, колонізації 

та пошкодженні клітин і тканин хазяїна. Згідно з даними Європейського 

агентства з безпеки харчових продуктів (EFSA), наявність генів IS16, esp, gylE, 

asa1, cyl і hyl в геномі ентерокока вважається небажаною, і штами, що містять 

такі гени, не можуть розглядатися як безпечні [15]. У геномі Enterococcus sp. 

SB12 ці гени не були виявлені, незважаючи на наявність гена acm (фактор 

колаген-зв'язуючої адгезії), який часто зустрічається разом з генами esp і hyl [25].  

Підсумки до підрозділу 3.1.2.  

1. Ідентифіковано гени стійкості до аміноглікозидних, глікопептидних, 

макролідних та плевромутилінових антибіотиків: AAC(6’)-Ii, vanY, efrA, 

eatAv.  

2. Виявлено 14 генів, асоційованих з патогенністю та 16 генів 

асоційованих з вірулентністю. 

https://www.mgc.ac.cn/VFs/
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3. Незважаючи на відсутність у геномі ключових факторів вірулентності, 

наявність генів, пов’язаних з патогенністю потребує подальших 

досліджень для оцінки безпечності Enterococcus sp. SB12.  

 

Результати досліджень наведені вище опубліковано у статті [249] та матеріалах 

конференції [376]. 
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3.1.3. Дослідження біосинтетичного потенціалу штаму Enterococcus sp. 

SB12 

Ентерококи характеризуються синтезом бактеріоцинів, які розглядаються 

як можлива альтернатива антибіотикам для вирішення проблеми 

антибіотикорезистентності, а також визначають їх здатність бути пробіотиками 

[6, 135]. Тому одним із ключових завдань цієї роботи було виявити кластери генів 

первинного та вторинного метаболізму в геномі Enterococcus sp. SB12 за 

допомогою біоінформаційних інструментів BAGEL4, antiSMASH та gutSMASH, 

а також експериментально довести його антимікробний потенціал. 

Відомо, що кишкові бактерії відповідають за синтез і трансформацію 

різних молекул, що беруть участь у взаємодії між хазяїном і мікробами. У 

процесі еволюції багато з них почали спеціалізуватися на певних метаболічних 

трансформаціях, формуючи спеціалізовані генні кластери (MGS). За допомогою 

програми gutSMASH у геномі штаму SB12 було виявлено кластер генів, що 

кодують білки, пов’язані з метаболізмом галової кислоти (100,0% ідентичність з 

октапреніл-4-гідроксибензоаткарбоксилазою E.coli, 3,4- 

дигідроксибензоатдекарбоксилазою K. michiganensis). Крім того, ідентифіковано  

кластери генів та ферментів: шлях аргініндеімінази (66,0% ідентичність з 

орнітинкарбамоїлтрансферазою P.aeruginosa), 

піруватфередоксиноксидоредуктази (100,0% ідентичність з MGS 

B.thetaiotaomicron) та піруватформіатліази (100,0% ідентичність з MGS E. coli). 

(рис.3.6.) 

 

 

Рис. 3.6. Кластери генів первинного метаболізму, ідентифковані в геномі 

Enterococcus sp. SB12. https://gutsmash.bioinformatics.nl/ 

 

https://gutsmash.bioinformatics.nl/
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Метаболічні можливості бактерій також можуть визначати їхню 

конкурентну здатність у мікробіомі та сприяти синтезу антимікробних сполук, 

зокрема бактеріоцинів. За результатами біоінформаційного аналізу у геномі 

штаму SB12 було виявлено декілька кластерів генів синтезу бактеріоцинів, які 

належать до різних функціональних класів, а також кластер генів ПКС ІІІ типу 

(1,628,521-1,669,675 п.н.), а саме кластер генів циклічних лактонових 

аутоіндукторних пептидів (рис. 3.7.). Цей кластер розташовується на хромосомі 

штаму і його роль може полягати в забезпеченні бактеріальної комунікації [240].  

 

 

Рис. 3.7. Кластер генів циклічних лактонових аутоіндукторних пептидів, 

ідентифіеований в геномі штаму SB12. 

https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start 

 

Також на хромосомі штаму SB12 виявлено кластер генів синтезу 

ентероцину А (81,2% ідентичності). На плазміді 1 в свою чергу було виявлено 

гени синтезу ентероцину SE-K4 (95,2% ідентичності), ентероцину Р (91,2% 

ідентичності) та ентеролізину А (62,3% ідентичності), а на плазміді 2 - кластер 

генів ентероцину L50a (86,2% ідентичності) (рис. 3.8.). Ентероцин А, ентероцин 

L50a, ентероцин Р та ентероцин SE-K4 належать до бактеріоцинів ІІ класу – 

малих термостабільних пептидів, які характеризуються високою термостійкістю 

та антимікробною активністю переважно проти грампозитивних бактерій. 

Ентеролізин А відноситься до ІІІ класу бактеріоцинів, які являють собою великі 

білкові молекули.  

 

https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start
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Рис. 3.8. Кластери генів бактеріоцинів у геномі Enterococcus sp. SB12, 

передбачені за допомогою веб-сервера BAGEL4: a) ентероцин A; б) ентероцин 

SE-K4; в) ентероцин P; г) ентеролізин A; д) ентероцин L50а. 

 

Було проведено моделювання просторової структури пептидів на основі 

амінокислотної послідовності ідентифікованих бактеріоцинів за допомогою 

сервера Phyre 2.2 (рис. 3.9.). Встановлено, що структура ентероцину А, 

ентероцину L50a, ентероцину Р та ентероцину SE-K4 подібні до педіоцину РА-

1, ентероцину 7А та курвацину А. Така подібність пояснюється високою 

консервативністю просторової структури бактеріоцинів класу ІІ, які часто 

демонструють гомологію до інших представників групи педіоцин-подібних 

пептидів. Для ентеролізину А не вдалося отримати достовірної моделі структури, 

а) 

б) 

в) 

г) 

д) 
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що може бути пов’язаним із відсутністю відповідних шаблонів у структурних 

базах даних для цього типу білків. 

 

 

Рис. 3.9. Імовірна структура ідентифікованих бактеріоцинів, змодельована 

за допомогою програми Phyre 2.2: (а) ентероцин L50a, (б) ентероцин SЕ-К4, (в) 

ентероцин А, (г) ентероцин Р.  

https://www. sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index 

 

Підсумки до підрозділу 3.1.3. 

1.  У геномі SB12 виявлено кластери метаболізму галової кислоти, а також 

ферментів залучених в метаболізмі пірувату та аргініндеіміназного 

шляху, що свідчить про метаболічний потенціал штаму і здатність до 

адаптації в умовах кишкового середовища. 

2. Ідентифікофано кластери генів синтезу бактеріоцинів та антибіотиків 

класу ІІІ PKS. На хромосомі було виявлено кластер генів ентероцину А 

б 

https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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та ІІІ PKS, тоді як на плазмідах - ентероцину L50a, ентероцину Р та 

ентероцину SE-K4. Більшість ідентифікованих бактеріоцинів 

відносяться до ІІ класу і лише ентеролізин А до ІІІ класу. 

3. Моделювання просторової структури ідентифікованих бактеріоцинів за 

допомогою сервера Phyre2.2 показало їх структурну подібність до 

педіоцин-подібних пептидів. Для ентеролізину А достовірну модель 

отримати не вдалося. 

 

Результати досліджень наведені вище опубліковано у статті [249] матеріалах 

конференції [374, 376]. 
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3.2. Порівняння та філогенетичний аналіз геному Enterococcus sp. 

SB12 з геномами інших штамів Enterococcus faecium 

Філогенетичний аналіз Enterococcus sp. SB12 був проведений для оцінки 

філогенетичного положення цього штаму в межах роду Enterococcus. На основі 

аналізу 779 однокопійних ортологічних генів встановлено, що штам Enterococcus 

sp. SB12 формує кладу зі штамами, які зазвичай використовуються як 

пробіотичні культури (CICC 20430), а також зі штамами, виділеними з різних 

джерел, таких як сир з Чорногорії (INF9, INF12, INF39), ферментоване козяче 

(YM46-4) і верблюже молоко (XJ49307), йогурт (XJ24308) і пилкові гранули з 

бджолиних вуликів (EFD 1) (рис. 3.10).  

  

Рис. 3.10. Філогенетичне дерево Enterococcus spp. на основі 779 

однокопійних ортологічних генів. Немарковані штами представляють типові 

штами виду. Символи вказують на джерело або функцію кожного штаму: 
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трикутник - штами, виділені з сиру; квадрат - штами, виділені з молока; коло - 

штами, виділені з йогурту; п'ятикутник - штами, що використовуються як 

пробіотики; зірка - штам, виділений з бджолиного вулика; хрест - потенційно 

патогенний штам. Штам Tetragenococcus halophilus MJ 4 використовували як 

аутгрупу. Смуга, 0,08 замін на нуклеотидну позицію. 

 

Сестринська група до клади Enterococcus sp. SB12 включає штами, 

виділені з сиру фета (DRD-22, DRD-62, DRD-146, DRD-151), аргентинського 

сиру (GM70), традиційного сербського сиру (IM1439), ферментованого молока 

Яка (Tb36302), кобилячого молока (XM27-2) та традиційного турецького 

йогурту (TSGB4243, TSGB4244). Ці штами відіграють ключову роль у 

ферментації різних молочних продуктів і мають значний пробіотичний 

потенціал.  

Для порівняльного геномного аналізу штаму SB12 було використано три 

штами ентерококів (E. faecium INF12, E. faecium YM46-4 та E. faecium CICC 

20430), які за результатами філогенетичного аналізу геному є близькими до 

штаму SB12 та утворюють спільну кладу. Ці штами були виділені з 

молочнокислих продуктів. Додатково для порівняння було включено типовий 

штам E. faecium DSM20477, загальновизнаний пробіотичний штам, що входить 

до складу пробіотика BIO-THREE®, штам E. faecium T110 [255], патогенний 

штам E. faecium ATCC 700221, vanA-позитивний фекальний ванкоміцин-

резистентний ентерококовий ізолят з високим рівнем резистентності до кількох 

антибіотиків [221] (табл. 3.5.).
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Таблиця 3.5. 

Порівняння Enterococcus sp. SB12 з іншими штамами Enterococcus faecium. 

Властивості Enterococcus 

sp. SB12 

Enterococcus 

faecium DSM 

20477 

 

Enterococcus 

faecium INF12 

Enterococcus 

faecium YM46-

4 

Enterococcus 

faecium CICC 

20430 

Enterococcus 

faecium T110 

Enterococcus faecium 

ATCC 700221 

Джерело походження Сир Типовий штам (є 

в кишечнику 

людини і тварин) 

Розсольні сири Ферментоване 

козине молоко 

Кефір 

 

Пробіотик  

 

Клінічний ізолят 

Реєстраційний номер 

(Хромосома/плазміда(

и)) 

CP175675/CP17

5676, CP175677 

CP118955/ 

CP118956 

 

NZ_JAAHCE00

0000000 

 

NZ_PGRI00000

000 

 

NZ_WOTU00000

000 

 

CP006030/ 

CP006031 

CP014449/ CP014450, 

CP014451, CP014452 

Розмір геному (Mb) 2,69 2,67 2,65 2,59 2,56 2,74 2,9 

Кількість плазмід 2 1 Не визначалось Не визначалось Не визначалось 1 3 

Кількість мобільних 

генетичних елементів 

383 220 263 211 214 175 484 

Кількість факторів 

вірулентності 

16 18 18 11 11 13 20 

Гени 

антибіотикорезистентн

ості 

AAC(6’)-Ii, 

vanY у vanB-

кластері, efrA, 

eatAv 

AAC(6’)-Ii, vanY 

у vanB-кластері, 

efrA, efmA 

AAC(6’)-Ii, 

vanY у vanB-

кластері, efrA, 

eatAv 

AAC(6’)-Ii, 

vanY у vanB-

кластері, efrA, 

eatAv 

AAC(6’)-Ii, vanY 

у vanB-кластері, 

efrA, eatAv 

AAC(6’)-Ii, 

vanY у vanB-

кластері, efrA, 

msrC 

AAC(6’)-Ii, vanY у 

vanB-кластері; 

vanHA, vanY у vanA-

кластері; vanZ у 

vanA-кластері; vanS у 

vanA efrA, efmA, dfrG, 

APH(3')-IIIa, aad(6), 

SAT-4, Erm-B  

Кластери генів 

бактеріоцинів 

Ентероцин A, 

Ентероцин SE-

K4, Ентероцин 

P, Ентеролізин 

A, Ентероцин 

L50a 

Ентеролізин A, 

Ентеролізин B, 

Ентеролізин P, 

Бактеріоцин 

UviB,  

Ентеролізин A 

Ентеролізин A Ентерноцин P Ентероцин P Ентероцин A, 

Ентероцин P, 

Ентеролізин A 

Ентероцин A, 

Бактеріоцин T8, 

Ентероцин SE-K4, 

Ентеролізин A 
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Порівняльний геномний аналіз показав, що розмір геному досліджуваних 

штамів суттєво не відрізнявся, коливаючись від 2,56 Мб (E. faecium CICC 20430) 

до 2,9 Мб (E. faecium ATCC 700221). Примітно, що штам з найбільшим розміром 

геному (E. faecium ATCC 700221) містив три плазміди, на відміну від штамів з 

меншими геномами, які мали меншу кількість плазмід або взагалі не мали 

плазмід. Патогенний штам E. faecium ATCC 700221 не тільки мав найбільший 

розмір геному, але й містив найбільшу кількість мобільних генетичних елементів 

(484), порівняно зі значно меншою кількістю у пробіотичних та потенційно 

пробіотичних штамів (від 175 до 383). 

Аналогічна тенденція спостерігалася і для факторів вірулентності: E. 

faecium ATCC 700221 кодує 20 таких факторів, що є найбільшою кількістю серед 

проаналізованих штамів. Що стосується генів антибіотикорезистентності, то 

біоінформаційний аналіз підтвердив їх наявність у всіх штамів, 

найпоширенішими з яких виявилися AAC(6')-Ii, vanY у складі кластеру vanB та 

efrA. Крім того, на відміну від типових і патогенних штамів, SB12 і жоден з 

потенційних пробіотичних штамів не містить ген efmA, який кодує 

мультифункціональний ефлюксний насос. Однак патогенний штам 

продемонстрував розширений набір генів резистентності, включаючи 

детермінанти стійкості до ванкоміцину (vanHAX, vanY та vanZ). Детальний 

аналіз факторів вірулентності у Enterococcus sp. SB12 виявив наявність 12 генів, 

які також були виявлені у E. faecium T110, добре охарактеризованого штаму, що 

використовується в BIO-TRI®. Важливо, що жоден з детермінант вірулентності 

високого ризику, які зазвичай асоціюються з патогенністю, таких як IS16, esp 

(ентерококовий поверхневий білок), gylE (желатиназа), asa1 (агент агрегації), cyl 

(цитолізин) і hyl (гіалуронідаза/гемолізин), не були виявлені ні в SB12, ні в T110. 

Ця відсутність підтверджує генетичну безпеку штаму SB12 і додатково відрізняє 

його від клінічно значущих високовірулентних E. faecium. 

Гени, що кодують бактеріоцини, були ідентифіковані як у потенційних 

пробіотичних (E. faecium T110), так і патогенних (E. faecium ATCC 700221) 

штамів. У штамів Entrococcus sp. SB12 та E. faecium T110 наявність генів 
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ентероцину А, ентероцину Р та ентеролізину А підкреслює їхні корисні 

антимікробні властивості, які можуть бути використані для пригнічення 

патогенних мікроорганізмів. Примітно, що Enterococcus sp. SB12 мав найбільшу 

кількість кластерів генів біосинтезу бактеріоцинів, що підкреслює його 

потенціал як пробіотика з сильною антимікробною активністю. У той же час, у 

патогенних штамів, таких як E. faecium ATCC 700221, гени бактеріоцинів також 

присутні, проте їх роль може бути неоднозначною, сприяючи як конкуренції за 

екологічні ніші, так і підвищенню патогенності. 

 

Підсумки до розділу 3.2.      

1. За допомогою філогенетичного аналізу з’ясовано, що штам 

Enterococcus sp. SB12 утворює спільну кладу пробіотичними 

ентерококами та з ентерококами, виділених з молочнокислих продуктів. 

2. Порівняльний геномний аналіз показав, що штам SB12 генетично 

близький із потенційно пробіотичними штамами, не містить найбільш 

небезпечних генів вірулентності та має кластери генів бактеріоцинів, 

що підкреслює його безпеку та потенціал для застосування як 

пробіотика. 

 

Результати досліджень наведені вище опубліковано у статті [249]. 
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3.3 Мікробіологічна характеристика штаму Enterococcus sp. SB12 

3.3.1. Оцінка виживання штаму SB12 у несприятливих умовах 

навколишнього середовища та підбір оптимальних параметрів його 

промислового застосування. 

Як зазначалося раніше, штам Enterococcus sp. SB12 було виділено з сиру 

бринза, традиційного продукту харчування Карпатського регіону. Враховуючи 

його походження та ідею використання в якості пробіотика, було важливо 

оцінити здатність досліджуваного штаму витримувати потенційні умови 

виробництва, які включають використання високих температур при пакуванні 

препаратів та умови кишково-шлункового тракту при безпосередньому 

потраплянні бактерії в організм. Крім того, коли йдеться про виробництво 

продукту з високим вмістом солі, такого як сири (що містять 1,5–7% NaCl), 

важливо, щоб штам був солестійким. Щоб оцінити його стійкість, ми 

змоделювали ці умови за допомогою різних температур, солоності, ферменту 

лізоциму та кислого рН середовища.  

Щоб оцінити термостійкість SB12, штам піддавали впливу температур 50 

°C, 60 °C, 70 °C і 80 °C. За температури 50 °C виживання штаму SB12 становило 

70,6 ± 5% порівняно з контролем (37 °C). Однак підвищення температури 

експозиції до 60 °С різко знижувало виживання досліджуваних мікроорганізмів, 

кількість яких становило лише 0,1 ± 0,05%. При температурах 70 °С та 80 °С 

виживання штаму SB12 становило 0% (рис. 3.11а). 

Для оцінки стійкості до засолення були обрані концентрації NaCl 2,5%, 

5,0%, 7,5% і 10%. Оптимальний ріст Enterococcus sp. SB12 спостерігався при 

2,5% і 5% NaCl (рис. 3.11б), тоді як при 7,5% і 10% NaCl не було виявлено 

життєздатних бактерій порівняно з контролем. 

Здатність SB12 виживати за дії лізоциму і низького рівня рН показано на 

рисунках 3.11в і 3.11г. За концентрації лізоциму 0,1 мг/мл, 0,5 мг/мл та 1,0 мг/мл 

виживання штаму SB12 становило 45,45%, 40,34% та 29,55% відповідно. 

Збільшення концентрації лізоциму до 10 мг/мл та 20 мг/мл різко знижувало 

виживання штаму до 4,07% та 2,09%, відповідно, порівняно з контролем.  
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Рис. 3.11. Вплив на виживання штаму Enterococcus sp. SB12: а) 

температури; б) різних концентрацій NaCl; в) лізоциму; г) низьких значень рН. 

Усі дані наведено як середнє значення М± SEM з трьох повторень. * - P < 0,05; 

** - P < 0,01; *** - P < 0,001; «ns» - значення p вище 0,05. 

 

Щодо виживання штаму SB12 в умовах низьких значень рН, які 

моделюють умови шлунку, виявлено, що значення рН 3,0 і 4,0 суттєво не 

впливали на його виживання – 103,0 ± 3% і 94,1 ± 4%, відповідно. Однак вплив 

рН 2,0 помітно знижував виживання Enterococcus sp. SB12 до 0,12 ± 0,1% 

порівняно з контролем, тоді як за рН 1,0 виживання не спостерігалося.  

Також було досліджено вплив різних значень рН на накопичення біомаси 

SB12 з метою визначення оптимальних умов культивування (табл. 3.6.). 

Таблиця 3.6. 

Вплив рН на приріст біомаси Enterococcus sp. SB12 

Лізоцим, мг/мл 

а) б) 

в) г) 

рН 

NaCl, % Температура, ◦С 
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и
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я
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%
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и
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Початковий рН 0 

годин 

2 

години 

4 

години 

8 

годин 

16 

годин 

24 

годин

и 

6 + ± +++ +++ +++ + 

7 + + ++ +++ ++++ ++ 

9 ± ± + ++ +++ ++++ 

 

± - дуже слабкий ріст; + - слабкий ріст; ++ - помірний ріст; +++ - інтенсивний ріст; ++++ 

- дуже інтенсивний ріст. Інтенсивність росту оцінювали візуально за щільністю газону на агарі 

через встановлені часові проміжки. 

 

Встановлено, що ріст штаму спостерігався при всіх досліджених значеннях 

pH=6,0, 7,0 та 9,0, однак проягом перших 4 годин найгірший ріст спостерігався 

при pH=9,0. Значне зниження кислотності у середовищах відбулося з 8 до 24 

годин культивування до 4,2, 4,4 та 6,0, відповідно. Зниження рівня рН під час 

культивування можна пояснити накопиченням органічних кислот, зокрема 

молочної та оцтової у процесі метаболізму Enterococcus sp. SB12, що є типовим 

для молочнокислих бактерій. Найкращий ріст продемонструвала культура в 

групі з pH=7,0 через 16 годин культивування, тоді як у групах з pH=6,0 та 9,0 

швидкість росту була майже однаковою. Слід зазначити, що через 24 години 

культивування найвищу швидкість росту біомаси штаму продемонструвало 

середовище зі значенням pH= 9,0, тоді як при pH=6,0 ця швидкість була 

найнижчою.  

 

Підсумки до підрозділу 3.3.1     . 

1. Штам Enterococcus sp. SB12 виживає за температури до 60 °С, 

концентрацій NaCl – до 5% та лізоциму – до 20 мг/мл , а  також значенні 

рН=2 у середовищі. 

2. Найбільш сприятливими умовами для росту штаму Enterococcus sp. 

SB12 є лужне середовище (pH=7,0-9,0) при якому через 16 годин 

культивування спостерігається найбільш інтенсивний ріст культури. 
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Результати досліджень наведені вище опубліковано у статті [249] матеріалах 

конференцій [245, 247]. 
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3.3.2. Оцінка безпеки та антагоністичних властивостей штаму SB12 

Відповідно до результатів біоінформатичного аналізу були виявлені деякі 

гени резистентності у геномі штаму Enterococcus sp. SB12 (див розділ 3.1.2). 

Фенотипову чутлвість до плевромутилінів у даній роботі не визначали , оскільки 

ця група антибіотиків застосовується переважно у ветеринарній медицині та не 

входить до стандартних панелей для оцінки безпеки харчових або пробіотичних 

штамів бактерій [106, 316, 345]. SB12 продемонстрував чутливість до усіх 

використаних у дослідженні антибіотиків: ванкоміцину (глікопептид) й 

ампіциліну (β-лактамний антибіотик), тетрацикліну (тетрацикліни), 

левіміцитину (фенікол), пеніциліну (β-лактамний антибіотик), еритроміцину 

(макролідний антибіотик), рифампіцину (рифаміцини) й аміноглікозидних 

антибіотиків (канаміцину, стрептоміцину, гентаміцину) (рис. 3.12.). 

        

Рис. 3.12. Визначення стійкості до антибіотиків Enterococcus sp. SB12 

диско-дифузійним методом: 1 – стрептоміцин, 2 – ампіцилін, 3 – канаміцин,4 – 

еритроміцин, 5 – рифампіцин, 6 – гентаміцин, 7 – левіміцитин, 8 – тетрациклін, 

9 – пеніцилін, 10 – ванкоміцин. 
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 Однією з найважливіших властивостей потенційних пробіотичних штамів 

є їхня здатність пригнічувати патогенні мікроорганізми шляхом синтезу речовин 

з антимікробною дією. З огляду на це, було досліджено здатність штаму 

Enterococcus sp. SB12 пригнічувати ріст низки тест-культур патогенних 

грампозитивних і грамнегативних бактерій та грибів. Штам SB12 виявив 

антимікробну активність щодо досліджуваних штамів B. subtilis ATCC 31324, M. 

smegmatis MC2155, S. аureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 та P. аeruginosa 

ATCC 9027 (рис. 3.13.); однак не був активним проти дріжджа C. аlbicans ATCC 

885-653. Ця активність може бути зумовлена продукуванням одного або 

декількох ідентифікованих у геномі штаму бактеріоцинів.  

 

Тест-культура Зона інгібування, мм 

Staphylococcus aureus 10 

Bacillus subtilis 15 

Mycobacterium smegmatis 16 

Pseudomonas aeruginosa 17 

Escherichia coli 16 

Candida albicans - 

 

Рис. 3.13. Антимікробна активність Enterococcus sp. SB12. Зони 

пригнічення показані внизу таблиці. 
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Одним із критеріїв оцінки безпечності штаму для використання, зокрема 

ентерококів, є відсутність синтезу токсичних сполук, таких як біогенні аміни. 

Штам Enterococcus sp. SB12 було перевірено на активність гістидинової, 

орнітинової та тирозинової декарбоксилаз за допомогою удосконаленого 

середовища DAB. На середовищах з гістидином та орнітином не було виявлено 

утворення кольорового ореолу (синього або фіолетово-пурпурного) навколо 

зони росту штаму SB12 (рис.3.14a). Це свідчить про відсутність підлужнення 

середовища, що є індикатором утворення БА. Однак було виявлено, що 

Entrtococcus sp. SB12 слабо декарбоксилює тирозин, що призводить до 

утворення обмеженої кількості тираміну. 

 

Рис. 3.14. Скринінг продукування біогенних амінів: 1 - Enterococcus sp. 

SB12 та 2 - Escherichia coli ATCC 25922: а) скринінг продукції біогенних амінів 

in vitro; б) кластер генів тирозиндекарбоксилази в геномі Enterococcus sp. SB12. 

DAB - середовище Decarboxylase Agar Base (Himedia, Індія). Enterococcus sp. 

SB12 

 

З огляду на це, ми додатково провели геномний аналіз з метою 

ідентифікації кластерів генів декарбоксилаз гістидину, орнітину та тирозину у 

штамі SB12. Кластерів генів, відповідальних за біосинтез гістаміну або 

путресцину, виявлено не було. 

а) 

б) 
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Однак було ідентифіковано генний кластер, залучений до біосинтезу 

тираміну, що узгоджується з результататми скринінгу БА на середовищі DAB. 

Цей кластер мав типову організацію та містив гени, що кодують 

тирозиндекарбоксилазу (tyrDC), тирозил-тРНК-синтетазу (tyrS), ймовірну 

тирозин/тирамін-пермеазу (tyrP) та Na+/H+-антипортер (nhaC) (рис. 3.14б) [186]. 

Підсумки до підрозділу 3.3.2.      

1.  Досліджуваний штам Enterococcus sp. SB12 чутливий до аміноглікозидів, 

β-лактамів, глікопептидів, феніколів та тетрациклінів. 

2. Enterococcus sp. SB12 володіє активністю проти грамнегативних 

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) та грампозитивних бактерій 

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis). 

3. Встановлено, що штам SB12, незважаючи на наявність у геномі кластера 

генів, відповідального за біосинтез тираміну, продукує тирамін лише у 

низьких концентраціях. 

Результати досліджень наведені вище опубліковано у статті [249] матеріалах 

конференцій [246, 376]. 
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3.4      Аналіз метаболічного потенціалу Enterococcus sp. SB12 

 3.4.1.Вітамінний та амінокислотний склад біомаси штаму SB12 

Для оцінки біотехнологічного потенціалу штаму Enterococcus sp. SB12 

було проведено дослідження його здатності до синтезу та накопичення вітамінів 

і амінокислот. Отримані ВЕРХ-хроматограми показали наявність у біомасі 

штаму таких вітамінів: тіамін (вітамін В1), рибофлавін-5-фосфат (вітамін В2), 

нікотинова кислота та нікотинамід (вітамін В3/РР), піридоксин (вітамін В6), 

кальцію пантотенат (вітамін В5) і аскорбінова кислота (вітамін С) (рис. 3.15). 

Найвищий вміст серед досліджених вітамінів було встановлено для кальцію 

пантотенату (1,90 мг/г біомаси), далі за концентрацією розташовувалися 

піридоксин (0,90 мг/г) та нікотинова кислота (0,59 мг/г). Найнижчий вміст 

спостерігався для рибофлавін-5-фосфату і становив лише 0,0063 мг/г біомаси.  

 

Vitamins Compound form Retention times (min) Biomass content (mg/g) 

B1 Thiamine hydrochloride 4.7 0.26 

B2 Riboflavin-5-phosphate 30.7 0.0063 

В3 Nicotinic acid 12.2 0.59 

В5 Calcium pantothenate 21.9 1.90 

В6 Pyridoxine 8.3 0.90 

РР Nicotinamide 6.2 0.22 

С Ascorbic acid 4.3 0.029 

Рис. 3.15. ВЕРХ-хроматограми вітамінного складу біомаси Enterococcus sp. SB12 

(довжина хвилі детектування 265 нм) та концентрації виявлених вітамінів. 
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Для поглибленої характеристики метаболічної активності штаму також 

було досліджено зміни амінокислотного складу поживного середовища та 

біомаси після 24 годин культивування. Встановлено, що Enterococcus sp. SB12 

активно трансформував амінокислотний склад середовища, що свідчить про 

інтенсивний перебіг процесів синтезу та споживання амінокислот(табл. 3.7). 

 

Таблиця 3.7.  

Концентрація амінокислот у культуральному середовищі та біомасі 

Enterococcus sp. SB12 після 24 годин культивування. 

Амінокислоти 

Концентрація 

середовищі до 

культивування (мг/мл) 

Концентрація в 

середовищі після 

культивування 

(мг/мл) 

Концентрація в 

біомасі 

 (мг/г) 

Taurine 0.03540 0.86632 2.815301 

Arginine 0.55212 0.06301 0.212351 

Asparagine 0.18674 0.19257 0.168963 

Glutamine  0.02632 0.01780 5.341869 

Citrulline  0.03554 0.03369 2.766219 

Aspartate  0.03420 0.02496 1.966090 

Proline  0.19940 0.23222 4.471798 

Alanine  0.45259 0.46917 0.329645 

Methionine  0.14655 0.14557 2.915741 

Valine  0.36486 0.39705 9.265470 

Tryptophan, 

Phenylalanine and 

Leucine 

 

 2.04302 

 

1.93423 

 

0.209350 

Cysteine  0.12401 0.56740 5.795330 

Ornithine  0.70080 0.64495 0.895896 

Lysine  0.10172 0.06284 2.815301 

 

Найбільш виражені зміни були характерні для таурину, концентрація якого 

в культуральному середовищі зросла з 0,03540 до 0,86632 мг/мл. Одночасно 

значна кількість цієї сполуки накопичувалася в біомасі (2,82 мг/г), що може 
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свідчити про активні процеси синтезу та обміну сірковмісних метаболітів. На 

відміну від таурину, концентрація аргініну в середовищі зменшилася майже у 

дев’ять разів (з 0,55212 до 0,06301 мг/мл), а лізину – з 0,10172 до 0,06284 мг/мл. 

Таке зниження вказує на ефективне використання цих амінокислот 

бактеріальними клітинами для забезпечення росту та біосинтетичних процесів. 

Аналіз амінокислотного складу біомаси показав, що найбільші 

концентрації були характерні для валіну (9,27 мг/г), цистеїну (5,80 мг/г), 

глутаміну (5,34 мг/г) та проліну (4,47 мг/г). Значні кількості також були виявлені 

для метіоніну (2,92 мг/г), таурину (2,82 мг/г), лізину (2,82 мг/г), цитруліну (2,77 

мг/г) та аспартату (1,97 мг/г). Накопичення валіну, який належить до незамінних 

амінокислот може відображати високу біосинтетичну активність штаму та 

потенційну поживну цінність його біомаси. 

Загалом отримані результати вказують на інтенсивний амінокислотний 

метаболізм Enterococcus sp. SB12, що характеризується одночасним 

споживанням окремих амінокислот із середовища та накопиченням інших у 

бактеріальній біомасі.  

 

3.4.2.     Аналіз метаболітів Enterococcus sp. SB12 

Для визначення сполук, відповідальних за антимікробну активність штаму 

SB12, було проведено аналіз отриманих екстрактів методами ВЕРХ-МС та 

MALDI-TOF. Аналіз ВЕРХ-МС був спрямований на ідентифікацію сполук, 

асоційованих із біосинтетичними кластерами потенційних антибіотиків, 

оскільки в геномі штаму було виявлено кластер PKS ІІІ типу. За результатами 

ВЕРХ-МС аналізу встановлено, що маси спостережуваних піків при анотації 

хроматограм не відповідали масам сполук, представлених у базі даних DNP 

(Додатог Г). MALDI-TOF мас-спектрометричний аналіз виявив два пептидні 

сигнали з масами 1705 та 1885 Да в двох бутанольних та одному метанольному 

екстрактах, одержаних при культивуванні в середовищах BHI та TSB, на 24 та 48 

годин відповідно (рис. 3.16.). Зазначені піки також детектувалися в інших 

екстрактах штаму, однак фіксувалися окремо – у більшості випадків без 
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одночасної присутності обох сигналів. В етилацетатних екстрактах із середовищ 

BHI та TSB після 24 годин культивування був виявлений лише один пік з масою 

1705 Да, тоді як після 48 годин цей сигнал не реєструвався. В екстрактах з 

середовища MRS не було виявлено чітких сигналів бактеріальних пептидів, що 

пов’язано з великою кількістю органічних компонентів, які формують фонові 

піки та ускладнюють аналіз MALDI-TОF. Загалом, отримані значення мас не 

відповідали теоретичним масам бактеріоцинів, ідентифікованих за результатами 

біоінформатичного аналізу геному. Ймовірно, ці піки відповідають коротким 

пептидам або фрагментам білків клітин. 

 

Рис. 3.16. MALDI-TOF-MS аналіз метаболітів з екстрактів штаму SB12: (а), 

бутанольний екстракт з культуральної рідини на середовищі BHI, 24 години 

культивування (б), метанольний екстракт з біомаси на середовищі TSB, 48 годин 

культивування, (в) бутанольний екстракт з культуральної рідини на середовищі 

BHI, 48 години культивування; 1– m/z 1705, 2 – m/z 1885. 

а) б) 

в) 

1 1 

1 

2 

2 

2 
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Додатково, отримані екстракти метаболітів штаму SB12 було протестовано 

на активність із використанням грамнегативної Escherichia coli GB 2005 та 

грампозитивної Bacillus subtilis. Проте, жодної активності не було виявлено (рис. 

3.17.). 

 

 

 

Рис. 3.17. Результати визначення активності екстрактів Enterococcus sp. 

SB12 проти патогенів: (а) B. subtilis, (б) E. coli GB 2005 (додаток Г) 

а) 

б) 
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Підсумки до розділу 3.4     . 

1. Встановлено здатність Enterococcus sp. SB12 синтезувати та 

накопичувати біологічно важливі вітаміни групи В (В₁, В₂, В₃, В₅, В₆) 

та аскорбінову кислоту, а також активно метаболізувати амінокислоти 

з їх подальшим накопиченням у біомасі, зокрема валіну, глутаміну, 

цистеїну та проліну. Отримані дані свідчать про виражений 

метаболічний потенціал штаму та підтверджують його 

перспективність як продуцента біологічно та функціонально цінних 

сполук. 

2. У екстрактах штаму Enterococcus sp. SB12 виявлено піки з масами 1705 

та 1885 m/z, які з’являлися нерегулярно та переважно окремо; у 

середовищі MRS сигнали не реєструвалися через високий фон 

органічних компонентів, а загальні значення m/z не відповідали 

теоретичним масам бактеріоцинів, імовірно відображаючи короткі 

пептиди або фрагменти білків клітин. 

3. Культуральні екстракти штаму на відміну від живої культури не 

проявляли антимікробної активності проти E. coli GB 2005 та B. 

subtilis, що може бути зумовленим необхідністю специфічними 

умовами екстракції та/або умов вирощування в рідкій культурі та 

потребує більш точного аналізу в майбутніх дослідженнях. 

4. Виявлена здатність до синтезу вітамінів і накопичення біологічно 

цінних амінокислот додатково підтверджує перспективність штаму 

Enterococcus sp. SB12 для використання у пробіотичних препаратах та 

технологіях виробництва функціональних харчових продуктів. 

Результати досліджень, наведені вище опубліковано у статті [Viktoriia 

Mushynska, Stepan Tistechok, Sofia Kukuian, Ivan Roman, Oleksandr Gromyko, 

Iryna Slyvka, Orysia Tsisaryk, Vira Hashchyshyn, Ivan Gevkan, Oksana Shtapenko 

and Vasyl Syrvatka. Impact of Enterococcus sp. SB12 strain on gut microbiome and 

some biochemical parameters of mice. Applied Microbiology].In press. 
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3.5. Експеримент in vivo: визначення впливу Enterococcus sp. SB12 на 

фізіологічні параметри мишей та здатність модулювати мікробіоту 

кишківника 

3.5.1. Маса тіла та внутрішніх органів мишей після завершення 

експерименту 

Наприкінці 29-добового експерименту встановлено статистично 

достовірне збільшення маси тіла мишей дослідної групи порівняно з 

контрольною групою. Середня маса тіла тварин, які отримували Enterococcus sp. 

SB12, становила 28,1±0,53 г, тоді як у контрольній групі цей показник 

дорівнював 27,2±0,41 г (P < 0,05) (рис. 3.18). 

Водночас аналіз маси внутрішніх органів не виявив статистично значущих 

відмінностей між контрольною та дослідною групами. Маса вісцерального жиру, 

печінки, серця та нирок у тварин, які отримували штам Enterococcus sp. SB12, не 

відрізнялася від відповідних показників контрольних мишей (P > 0,05). Отримані 

результати показують відсутність негативного впливу досліджуваного штаму на 

морфофункціональний стан внутрішніх органів та жировий обмін 

експериментальних тварин. 

 

Рисунок 3.18. Маса тіла та внутрішніх органів мишей після 29 діб введення 

Enterococcus sp. SB12. Дані наведені у вигляді середнього значення M±SEM (n = 

10). * - статистично достовірна різниця порівняно з контрольною групою (P < 

0,05). 
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3.5.2. Метагеномний аналіз кишківника мишей за впливу Enterococcus 

sp. SB12  

Для експерименту in vivo Enterococcus sp. SB12 вводили у формі суспензії 

в стерильній воді. Проте, перед цим було оцінено доцільність доставки бактерії 

в організм через питну воду через їх життєздатність впродовж 72-х годин. Аналіз 

виживання у питній воді, яка випоювалася групі дослідних мишей, виявив 

залежне від часу зниження кількості життєздатних клітин впродовж 96-ти годин 

інкубації при 20 °C (рис. 3.19.).  

 

 

Рис. 3.19. Виживання Enterococcus sp. SB12 у воді впродовж 96-ти годин 

культивування. 

 

Порівняно з початковою концентрацією (145,3 × 108 КУО), життєздатність 

бактерій знизилася до 125,7 × 108 КУО (≈86%) через 24 години і до 96,6 × 108 

КУО (≈66%) через 48 годин інкубації. Подальше зниження спостерігалося в 

пізніші терміни, причому кількість життєздатних клітин зменшилася до 47,1 × 

108 КУО (приблизно 32%) через 72 години і до 24,4 × 108 КУО (приблизно 17%) 

через 96 годин. Спостережуване залежне від часу зниження життєздатності 

Enterococcus sp. SB12 у питній воді узгоджується з попередніми 

повідомленнями, які демонструють, що ентерококи та інші молочнокислі 
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бактерії зберігають достатню короткочасну життєздатність у водних 

середовищах, незважаючи на поступову втрату здатності до культивування 

[115]. Однак впродовж перших 24-ох годин зберігання кількість життєздатних 

бактерій залишалася достатньою для підтримання ефективної мікробної дози для 

експерименту in vivo. 

За результатами метагеномного аналізу встановлено, що мікробіом 

кишечника мишей представлений переважно представниками типів Firmicutes, 

Bacteroidota, Desulfobacterota, Verrucomicrobiota, Actinobacterirota, 

Campylobacterota, Patescibacteria, Cyanobacteria та Spirochaetota. Найбільш 

чисельними виявилися представники типів Firmicutes і Bacteroidota, а також 

родин Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Prevotellaceae і Lachnospiraceae (рис. 

3.20.). 

 

Рис. 3.20. Метагеномний аналіз бактеріального різноманіття в кишечнику 

мишей. M1 та M2 – контрольні групи мишей, M3 та M4 – експериментальна 

група мишей. 

 

Тип Родина 

Рід Вид 
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Порівняльний аналіз мікробіоти експериментальної та контрольної груп 

показав, що у мишей, які отримували Enterococcus sp. SB12, спостерігалося 

збільшення частки представників типів Firmicutes, Actinobacterirota, 

Campylobacterota, Patescibacteria, Cyanobacteria та Spirochaetota. На рівні родин 

відзначено зростання кількості Streptococcaceae, Eggerthellaceae, Atopobiaceae, 

Ruminococcaceae, Saccharimonadaceae, Monoglobaceae, Enterococcaceae, 

Rikenellaceae, Prevotellaceae та Tannerellaceae, а серед родів – Enterococcus, 

Carnobacterium, Limosilactobacillus, Ligilactobacillus, Bacteroides, Parvibacter, 

Alistipes і Streptococcus. 

Водночас у мишей експериментальної групи відзначалося зменшення або 

відсутність представників типів Desulfobacterota, Proteobacteria, Chloroflexi та 

Deferribacterota, а також родин Desulfovibrionaceae, Peptococcaceae та 

Akkermansiaceae. На рівні родів зменшувалася представленість Blautia, 

Gordonibacter, Desulfovibrio, Akkermansia та Helicobacter (рис. 3.21.).  
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Рис. 3.21. Теплова карта бактеріального різноманіття в кишечнику мишей. 

M1 та M2 – контрольні групи мишей, M3 та M4 – експериментальна група 

мишей. 
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Крім бактеріальної складової мікробіому було досліджено вплив штаму 

Enterococcus sp. SB12 на популяцію представників царства Грибів (рис. 3.22.). 

Встановлено, що у мишей експериментальної групи, порівняно з контролем, 

представники типів Basidiomycota та Mucoromycota були відсутні або виявлялися 

у незначній кількості, зокрема родів Aspergillus, Pichia, Fusarium, Candida, 

Alternaria та Saccharomyces. Водночас спостерігалося збільшення 

представленості родів Lichtheimia і Psathyrella (рис.3.22. та 3.23.). 

 

 

 

Рис. 3.22. Метагеномний аналіз грибкового різноманіття в кишечнику 

мишей. 

 

Відділ Порядок 

Рід Вид 

Порядок Відділ 
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Рис. 3.23. Теплова карта грибкового різноманіття в кишечнику мишей. M1 

та M2 – контрольні групи мишей, M3 та M4 – експериментальна група мишей. 

 

     Підсумки до підрозділу 3.5.2     . 
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1. Штам Enterococcus sp. SB12 зберігає достатній рівень життєздатності у 

питній воді впродовж перших 24-ох годин, що забезпечує підтримання 

ефективної мікробної дози для поведення експерименту in vivo. 

2. Аналіз метагеному кишечника мишей показав наявність представників 

роду Enterococcus у дослідній групі мишей, що свідчить про виживання 

штаму у ШКТ.  

3. Дані, отримані в результаті метагеномного аналізу, вказують на 

збільшення кількості представників корисної мікрофлори у ШКТ та 

зменшення кількості умовно-патогенних мікроорганізмів. 

Результати досліджень наведені вище опубліковано у статті [375] та матеріалах 

конференції [373, 377]. 
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 3.5.3.Вплив Enterococcus sp. SB12 на біохімічні параметри мишей      

Однією з основних цілей даного дослідження було вивчення впливу нового 

штаму Enterococcus sp. SB12 на організм мишей шляхом вимірювання окремих 

біохімічних показників. Для цього обрали такі основні параметри: рівень 

глюкози, білка та холестерину в крові; показники пероксидації ліпідів (вміст 

гідроперекисів ліпідів та TBA-активних продуктів), окислювальної модифікації 

білків, та активність каталази. 

При статистичному аналізі показників крові мишей не було виявлено 

відмінностей між експериментальною та контрольною групами тварин за рівнем 

холестерину ЛПВЩ, холестерину ЛПНЩ, концентрацією глюкози та білка 

(табл. 3.8.). Отримані дані свідчать про відсутність порушень зазначених 

показників у мишей під впливом штаму Enterococcus sp. SB12, а також про 

відсутність його негативного впливу на організм тварин. 

 

Таблиця 3.8.  

Біохімічні показники крові мишей за впливу Enterococcus sp. SB12, (M±SEM, 

n=10) 

Показник Контpольна група Дослідна група 

ЛПВЩ-холестерол, ммоль/л 1.73±0.107 1.75±0.085 

ЛПНЩ-холестерол, ммоль/л 5.41±0.378 5.76±0.558 

Глюкоза, ммоль/л 9.341±0.194 8.32±0.517 

Загальний білок, г/л 57.3±1.60 53.4±2.61 

 

Важливим показником потенційного токсичного впливу мікробіологічного 

штаму на організм-господаря є індукція окисного стресу, який пов'язаний з 

надмірним утворенням активних форм кисню (АФК). Підвищений рівень АФК 

може призвести до пошкодження клітинних мембран, органел і нуклеїнових 

кислот [172], що в кінцевому підсумку призводить до порушення функцій клітин 

і їх загибелі. Крім того, продукти розпаду, що виділяються з некротичних клітин, 

можуть виступати тригерами запальних процесів і аутоімунних реакцій в 



114 
 

організмі [171]. Реактивні форми кисню, в свою чергу, викликають 

гідроперекисне окислення ліпідів (ГПЛ) та окислювальні модифікації білків 

(ОМБ). Під час реакцій перекисного окислення ліпідів накопичуються ендогенні 

альдегіди, що є тригером карбонільного стресу та подальшого розвитку 

патологічних станів [3, 112].  

Встановлено, що у тварин дослідної групи спостерігалася тенденція до 

зниження вмісту ГПЛ у тканинах печінки та кишківника порівняно з 

контрольною групою (1,345 проти 1,507 нмоль/мг білка та 0,989 проти 1,112 

нмоль/мг білка відповідно). Водночас у сироватці крові відзначено підвищення 

рівня ГПЛ (4,290 проти 3,532 нмоль/мг білка) (рис. 3.24.). 

 

 

Рис. 3.24. Вміст ГПЛ у крові та тканинах мишей за введення Enterococcus 

sp. SB12, нмоль/мг білка (M±SEM, n=10) 

 

Окислювальна модифікація білків генерує нові антигени та провокує 

імунну відповідь. Продукти такої модифікації можуть спричиняти вторинне 

пошкодження інших молекул і, відповідно, також сприяти подальшому розвитку 

оксидативному стресу в організмі [84]. 

Результати дослідження показують, що введення штаму Enterococcus sp. 

SB12 дослідним мишам не супроводжувалося статистично вірогідними змінами 
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інтенсивності окислювальної модифікації білків у порівнянні з контрольною 

групою (Р≥0,05) (табл.3.9.). У тканині печінки показники карбонільних похідних 

залишалися на рівні контролю, тоді як у тканині кишківника спостерігалася 

тенденція до зниження вмісту кетонопохідних приблизно на 25% (0,03 проти 

0,04 мкмоль/мг білка)  

Таблиця 3.9. 

 Рівень ОМБ за впливу штаму SB12, мкмоль/ мг (M±SEM, n=10) 

 

 

Важливим етапом оцінки впливу нового штаму є дослідження 

інтенсивності процесів пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ). Накопичення 

продуктів ПОЛ, зокрема ТБК-активних сполук, може призвести до порушення 

проникності та функціональної цілісності клітинних мембран. Тому стабільність 

цього показника при введенні потенційного пробіотика свідчить про відсутність 

цитотоксичної дії та здатність підтримувати гомеостаз клітини макроорганізму 

[225]. У цьому дослідженні, аналіз вмісту ТБК-активних продуктів у сироватці 

крові, а також у гомогенатах печінки та нирок не виявив статистично значущих 

відмінностей між контрольною та дослідною групою тварин (рис.3.25.).  
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Рис. 3.25. Вміст ТБК-активних продуктів у крові та тканинах мишей за 

введення Enterococcus sp. SB12, ммоль/мл (M±SEM, n=10)  

 

Ефективність застосування пробіотика значною мірою визначається 

здатністю штаму підтримувати або посилювати ферментативну ланку 

антиоксидантного захисту організму, не викликаючи при цьому виснаження 

його метаболічних ресурсів. Важливим показником стабільності 

антиоксидантного захисту є активність каталази - ферменту, що забезпечує 

швидку нейтралізацію пероксидних сполук у тканинах. Моніторинг її активності 

дозволяє оцінити наявність або відсутність системного напруження 

метаболічних шляхів у відповідь на введення екзогенного чинника. 

В результаті дослідження встановлено, що активність каталази у дослідних 

мишей після введення штаму SB12 не зазнавала вірогідних змін порівняно з 

контролем (Р≥0,05), хоча простежувалася незначна тенденція до її підвищення 

(рис.3. 26.). 
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Рис. 3.26. Активність каталази у крові мишей за введення Enterococcus sp. 

SB12, мкмоль/хв/мг (M±SEM, n=10)  

 

     Підсумки до підрозділу 3.5.3.      

1. Введення штаму Enterococcus sp. SB12 не спричиняло негативного 

впливу на фізіологічні показники мишей та не призводило до розвитку 

патологічних змін. Статистичний аналіз показників крові мишей 

засвідчив, що введення SB12 не спричиняло достовірних змін рівнів 

холестерину ЛПВЩ та ЛПНЩ, глюкози та білка. У тканинах та крові 

дослідних мишей не було виявлено інтенсифікації процесів ПОЛ й ОМБ 

та зростання активності каталази. 
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РОЗДІЛ 4. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

ДОСЛІДЖЕННЯ 

Серед кишкової мікробіоти молочнокислі бактерії (МБК) визнані 

провідними факторами позитивного впливу на здоров’я як людей, так і тварин, 

будучи постійними та функціонально важливими мешканцями шлунково-

кишкового тракту [12]. МБК не тільки тісно пов’язані з фізіологією своїх 

організмів-господарів, але й мають значне біотехнологічне значення. Вони 

відіграють вирішальну роль у виробництві ферментованих продуктів, 

пробіотичних препаратів та інших промислово цінних біопродуктів із широким 

застосуванням у харчовій, сільськогосподарській та оздоровчій біотехнологіях 

[18, 33]. 

Рід Enterococcus займає особливе місце серед МБК завдяки своєму 

подвійному значенню в харчовій та біотехнологічній промисловості. Окремі 

штами, зокрема штами Enterococcus faecium, беруть участь у ферментації різних 

традиційних продуктів харчування та все частіше досліджуються завдяки своєму 

пробіотичному потенціалу, виробництву бактеріоцинів та інших біоактивних 

сполук, що мають промислове значення [149]. Проте через здатність ентерококів 

спричиняти нозокоміальні інфекції, а також бути носіями детермінант 

вірулентності та патогенності, постає потреба в ретельному дослідженні та 

перевірці на безпечність потенційних штамів-кандидатів [159, 223]. Досягнення 

сучасної молекулярної біології, включаючи повногеномне секвенувння, 

порівняльну геноміку та біоінформатичний аналіз, тепер дозволяють глибоко 

досліджувати штами-кандидати на геномному рівні, сприяючи ідентифікації 

генів та шляхів, відповідальних за пробіотичні властивості, стійкість до стресу 

та виробництво цінних метаболітів [189].  

Сучасні дослідження акцентуються на вивченні біотехнологічного 

потенціалу молочнокислих бактерій та розширення можливостей до їх 

використання в тваринництві та харчовій промисловості. Тому частіше 

використовуются підходи спрямовані на ізоляцію нових штамів з 

малодосліджених або специфічних екологічних ніш, оскільки такі середовища 
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характеризуються унікальними фізико-хімічними умовами та складними 

мікробними взаємодіями внаслідок чого мікроорганізми можуть набувати 

відмінні метаболічні властивості і синтезувати нові сполуки. Тому метою даної 

роботи стало дослідження штаму Enterococcus sp. SB12, який було ізольовано з 

овечої бринзи регіону Українських Карпат. Традиційні ферментовані продукти, 

зокрема сири, є природним джерелом різноманітних молочнокислих бактерій, 

які можуть мати цінні властивості, а деякі активно застосовуються у харчовій 

промисловості та фармакології. Тому можна припустити, що цей штам є 

потенційно безпечним для організму хазяїна і його можна розглядати як об’єкт 

для подальших досліджень у напрямку створення пробіотичних препаратів. До 

того ж вивчення біологічних властивостей штаму Enterococcus sp. SB12 може 

посприяти розширенню уявлень про різноманіття молочнокислих бактерій 

природного походження Карпатського регіону і перспективи їхнього 

використання. 

На першому етапі дослідження, ми провели секвенування та 

біоінформатичний аналіз геному штаму SB12 для отримання загальної 

іноформації про організацію його генетичного апарату та скринінг генів, 

пов’язаних з стійкістю до антибіотиків, патогенністю та факторами 

вірулентності. Наявність таких генів можуть сприяти поширенню цих 

властивостей серед інших мікроорганізмів шляхом горизонтального переносу 

генів тому їх наявність є важливою оцінкою безпечності штаму для подальшого 

використання. Організація геному SB12 є досить типовою для ентерококів: 

невеликого розміру і представлена кільцевою хромосомою та двома кільцевими 

плазмідами. Характерним є наявність великої кількості мобільних генетичних 

елементів, які визначають генетичну мінливість, адаптивність ентерококів і 

поширеність в різноманітних екологічних нішах. У хромосомі та плазміді 1 

штаму SB12 виявлено по 3 ділянки фага. У хромосомі, дві ділянки інтактних 

профагів містили повний набір структурних регуляторних та лізисних генів, що 

вказує на їх можливість переходити у літичний цикл та формувати активних 

фагів; сумнівна ділянка хромосоми, у свою чергу, може бути дефектною, 
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оскільки включає лише окремі структурні та регуляторні гени. У плазміді 1 

виявлено теж 3 профагові ділянки, але в двох з них відсутні ключові структурні 

білки, що утруднює формування повноцінних фагів, а в третій наявні лише 

окремі гени, що може свідчити про її не функціональність. Виявлена ділянка 

CRISPR у плазміді 1 може обмежувати інфікування чужорідною ДНК, але не 

нівелює можливості геному залишатися мобільним у межах бактерії чи між 

клітинами. Таким чином, можна сказати, що Enterococcus sp. SB12 має досить 

динамічний геном та потенціал до горизонтального переносу генів. 

Згідно функціональної анотації геному, виявлено, що більшість білків, які 

синтезує штам, задіяні в процесах реплікації, репарації та транскрипції ДНК, а 

також трансляції білків і забезпечують таким чином високу генетичну 

стабільність SB12 і підтримку базових функцій у клітині. Наступну по 

чисельності групу складають білки транспорту та метаболізму вуглеводів, що 

може засвідчувати метаболічну гнучкість штаму, його здатність 

використовувати різні джерела вуглеводів і таким чином можливість 

адаптовуватись до різних середовищ проживання, зокрема до молочних 

продуктів. 

За допомогою біоінформатичних застосунків виявлено присутність у 

геномі даного ізоляту детермінант антибіотикорезистентності та вірулентності. 

Зокрема, штам SB12 містив гени стійкості до аміноглікозидних, глікопептидних, 

макролідних та плевромутилінових антибіотиків. Проте, SB12 продемонстрував 

високу чутливість до антибіотиків усіх цих груп, в першу чергу до ключових для 

для підтвердження його безпеки – ампіциліну та ванкоміцину, що засвідчує про 

нефункціональність цих генів, ідентифікованих у геномі; та невисоку чутливість 

до аміноглікозидів (гентаміцин, стрептоміцин і канаміцин) [328], що є загальною 

особливістю ентерококів.  

Ідентифікація 14 генів, пов’язаних з патогенністю у Enterococcus sp. SB12 

ставить під сумнів потенційну безпеку штаму. Однак самої наявності цих генів 

недостатньо для підтвердження патогенності штаму . Зокрема, було встановлено, 

що CcpA (99,4% ідентичності) функціонує як глобальний транскрипційний 
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регулятор, що бере участь у репресії катаболізму вуглецевих сполук [231], тоді 

як WxL locusC (89,8%) - пов’язаний зі стресовою відповіддю на вплив солі жовчі 

та патогенезом ендокардиту. Крім того, ідентифікація генів, залучених до 

модифікації РНК (rnc, rnjB, rny), та геліказ DEAD-box (cshA, cshB) підкреслює 

потенційну участь штаму в процесингу РНК, у регуляції транскрипції та 

адаптації клітин до стресових умов, тобто у функціях, які є критично важливими 

для виживання бактерій у різних середовищах, і не обов’язково повязані з 

патогенністю [307].  

Також було ідентифіковано 16 генів, пов’язаних з факторами 

вірулентності, які беруть участь в адгезії, формуванні біоплівки та 

імуномодуляції. Багато генів, класифікованих як фактори вірулентності, згідно 

літературних даних, зустрічаються у коменсальних та пробіотичних штамів, і 

можуть зумовлювати їх адаптацію до навколишнього середовища, а не 

обов’язково сприяти патогенності [130]. Ген acm є найбільш часто 

ідентифікованим геном вірулентності серед ізолятів E. faecium (86,6%), і його 

точна роль у патогенезі інфекції E. faecium залишається невизначеною. Однак, 

деякі дослідження вказують на те, що продукт цього гену є компонентом 

мікробної поверхні, здатним розпізнавати молекули адгезивного матриксу [251]. 

Решта ідентифікованих факторів вірулентності, зокрема ACI49670, ACI49673, 

ACI49668, pilA, ACI49672, bopD, plr/gapA, ACI49669 та EFMU0317_RS16950 

кодують білки різних типів пілінів і, таким чином, беруть участь в процесах 

адгезії та колонізації ентерококів в організмі. Виявлений ген efaA також бере 

участь у процесі адгезії, але, як відомо, викликає ендокардит. Ген efaAfm (E. 

faecium antigen A), за даними Zhong et al. [368], забезпечує адгезію до клітинних 

стінок і кодує білки - рецептори марганцю, які необхідними для виживання та 

життєдіяльності мікроорганізмів [270]. Фактори вірулентності cpsA/uppS та 

cpsB/cdsA входять до складу оперону cps, який бере участь у біосинтезі 

капсульних полісахаридів, здатних модулювати імунну відповідь організму. 

Водночас ці гени не є критично необхідними для формування капсули та не 

забезпечують безпосередню експресію капсульних полісахаридів [144, 145, 337]. 
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Фактори вірулентності srt1, bee2 і bee3 пов’язані з процесом формування 

біоплівки. 

Загалом, більшість факторів вірулентності, ідентифікованих у геномі 

Enterococcus sp. SB12, не становлять значної загрози, але їх наявність поряд з 

генами, асоційованими з патогенністю вимагає ретельного вивчення безпечності 

використання цього штаму, що є ціллю даної роботи. 

Не менш важливою ознакою безпеки штаму є відсутність синтезу 

токсичних сполук, таких як біогенні аміни. Основним шляхом утворення 

біогенних амінів у харчових продуктах є мікробне декарбоксилювання вільних 

амінокислот. Гістамін, путресцин та тирамін, вважаються найбільш небажаними 

в харчових продуктах через їхні токсичні властивості [25]. Наше дослідження 

показало, що штам SB12 не здатний декарбоксилювати гістидин та орнітин і, 

отже, не може синтезувати гістамін або путресцин. Однак він слабо 

декарбоксилює тирозин, що призводить до утворення обмеженої кількості 

тираміну. Геномний аналіз додадково засвідчив присутність в штамі SB12 лише 

кластера генів тирозину. Тирамін здебільшого міститься у ферментованих 

продуктах, включаючи ковбаси та сир [25], і в незначних кількостях не сприяє 

псуванню продукту, а навпаки визначає певні специфічні смакові властивості. 

Тому відсутність синтезу гістаміну та путресцину, поряд з незначним 

виробництвом тираміну, вказує на нетоксичність штаму SB12 та його можливе 

використання, зокрема у виробництві молочнокислих продуктів. 

Метаболічна активність пробіотичних бактерій відіграє важливу роль у 

підтриманні кишкового гомеостазу, зокрема через участь у метаболізмі 

поживних речовин, синтезі біоактивних сполук і регуляції енергетичного обміну 

[33]. Наявність кластерів генів первинного метаболізму визначає здатність 

бактерії ефективно використовувати різні субстрати та продукувати метаболіти, 

що беруть участь у взаємодії з макроорганізмом і мікробіотою кишечника. Ми 

також виявили кластери первинного метаболізму в геномі нашого штаму. Серед 

них були присутні ключові гени метаболічних шляхів анаеробних бактерій, без 

яких їхнє існування неможливе, а також кластер генів, відповідальних за 
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деградацію галової кислоти. Цей кластер представляє значний інтерес, оскільки 

пірогалол, похідне галової кислоти, має значний антиоксидантний та 

протираковий потенціал [105]. Ідентифікація в геномі штаму Enterococcus sp. 

SB12 генів, залучених до основних шляхів первинного метаболізму, також 

свідчить про наявність у мікроорганізму повного набору метаболічних систем, 

необхідних для енергетичного обміну, росту та синтезу клітинних компонентів. 

Біоінформатичний аналіз також може ідентифікувати гени, відповідальні 

за корисні функції пробіотичного штаму, такі як синтез вторинних метаболітів, 

що допомагають пригнічувати патогени у шлунково-кишковому тракті [283]. 

Ентерококи характеризуються синтезом бактеріоцинів, які вважаються 

можливою альтернативою антибіотикам для вирішення проблеми 

антибіотикорезистентності [6, 77]. Ми виявили п’ять кластерів генів синтезу 

бактеріоцинів у геномі штаму SB12, а саме: ентероцин А, ентероцин SE-K4, 

ентероцин P, ентеролізин А та ентероцин L50, та кластер ІІІ типу 

полікетидсинтазних антибіотиків, що вказує на потенційну антибіотичну 

активність цього штаму та значний потенціал його для промислового та 

фармацевтичного використання [333]. Кластери генів PKS III типу є 

найпростішим з усіх класів PKS, які в останні роки привертають до себе все 

більшу увагу завдяки різноманітності сполук, що продукуються (халкони, 

пірони, акридони, флороглюциноли, стильбени та резорцинові ліпіди), їх 

широкому поширенню, відносно простій структурі та легкості генетичних 

маніпуляцій [201]. В геномі SB12 присутний кластер генів циклічних лактонових 

аутоіндукторів, який розглядається як перспективний об’єкт біотехнологічних 

досліджень завдяки його участі в регуляції утворенні біоплівок, регуляції 

експресії генів, пов’язаних з вірулентністю і взаємодії бактерії з клітинами 

хазяїна. Зокрема є ідеї щодо використання цих типів молекул у керуванні 

мікробними процесами, створення біосенсорних систем і розробки нових 

антимікробних стратегій для пригнічення патогенних мікроорганізмів без 

безпосереднього знищення клітини [352, 364].  
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Щодо ідентифкованих кластерів синтезу бактеріоцинів то потрібно 

зазаначити, що усі вони належали до класу ІІ окрім ентеролізину А. Даний 

бактеріоцин належить до III класу, який на сьогодні залишаються найменш 

дослідженою групою цих антимікробних пептидів. Він є білком, що складається 

з 316 амінокислотних залишків і продукується бактеріями штаму E. faecalis LMG 

2333. Порівняно з іншими ентероцинами, цей бактеріоцин характеризується 

відносно високою молекулярною масою, яка становить 34 501 Да. Його 

антимікробна активність поширюється на представників різних родів 

молочнокислих бактерій, зокрема Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus та 

Pediococcus [262]. Ентероцин SE-K4 синтезується бактеріями штаму E. faecalis 

K-4, ізольованого з тайського силосу, та виявляє інгібувальну активність щодо 

представників роду Enterococcus, а також L. monocytogenes, Clostridium 

beijerinckii і B. subtilis. Цей бактеріоцин має молекулярну масу близько 5,3 кДа 

та за амінокислотною послідовністю подібний до інших бактеріоцинів, що 

належать до підкласу IIa [101]. Ентероцин L50 - це бактеріоцин широкого 

спектру дії, складається з ентероцину L50A та ентероцину L50B [61, 257]. Ці 

пептиди мають 72% ідентичності послідовності і складаються з 44 і 43 

амінокислот відповідно. Обидва ентероцини проявляють антибактеріальну 

активність незалежно, причому L50A є більш активним. Ентероцин L50 зберігає 

свою активність при високих температурах, має молекулярну масу 5,250 Да та 

проявляє пригнічувальну активність проти L. monocytogenes та бактерій, що 

спричиняють псування їжі. Цікаво, що цей бактеріоцин не продукується у 

випадку, коли температура інкубації E. faecium L 50 складає 37°С, а натомість 

найбільший вихід цієї антимікробної сполуки відбувається при 16 -25°С. 

Ентероцин P продукується штамом E. faecium P13, а спектр його активності 

включає Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Propinobacterium spp. та 

Enterococcus spp., а також патогени L. monocytogenes, S. aureus, C. perfringens та 

Clostridium botulinum [60]. Ентероцин А вперше був ідентифікований у 1996 році 

та синтезується кількома штамами Enterococcus faecium. Він проявляє активність 
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проти Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Pediococcus spp. та L. monocytogenes 

[20].  

Наявність у геномі штаму одразу кількох генів бактеріоцинів може 

свідчити про його здатність ефективно конкурувати з іншими представниками 

мікробіоти та пригнічувати ріст потенційно патогенних бактерій. Проведений 

тест на визначення антагоністичної активності засвідчив здатність даного 

ізоляту пригнічувати ріст грампозитивних та грамнегативних бактерій. Таким 

чином, виявлений комплекс бактеріоцинів може бути одним із факторів, що 

забезпечує цю антагоністичну активність і засвідчує пробіотичний потенціал 

штаму Enterococcus sp. SB12. 

Філогенетичний аналіз штаму SB12 показав спорідненість даного штаму з  

ентерококовоми культурами, які також були виявлені як даний ізолят – в 

молочнокислих продуктах та зі штамами які уже використовуються в складі 

пробіотичних препаратів, і відповідно визнаними безпечними у використанні. 

Порівняльний геномний аналіз виявив подібність між штамом SB12 та 

потенційними пробіотичними штамами E. faecium, водночас підкреслюючи 

відмінності від патогенного штаму E. faecium ATCC 700221. Загальна 

архітектура геному SB12 більше схожа на архітектуру геному штамів, виділених 

з ферментованих продуктів. Водночас, геноми промислових пробіотичних 

штамів також хакрактеризувалися подібним набором генів патогенності та 

вірулентності як і у SB12. На відміну від патогенного штаму, SB12 демонстрував 

меншу кількість мобільних генетичних елементів, а також менше генів 

вірулентності та стійкості до антибіотиків. Крім того, наявність кластерів генів 

бактеріоцинів у SB12 підкреслює його потенційну корисність у пригніченні 

патогенних мікроорганізмів, тим самим, посилюючи пробіотичні властивості 

штаму [135]. 

Отож, отримані у ході біоінформатичного та філогенетичного аналізу дані 

в комплексі з мікробіологічними дослідженнями засвідчили потенційну безпеку 

використання штаму SB12.  
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На другому етапі дослідження було проведено визначення здатності штаму 

Enterococcus sp. SB12 витримувати умови, що виникають під час потрапляння в 

кишково-шлунковий тракт (ШКТ) для подальшого експерименту на тваринах, а 

також підбір оптимальних умов для його культивування в промисловості. Щоб 

оцінити його стійкість при потраплянні в макроорганізм, ми використали 

фермент лізоцим та середовища з кислим pH, бо це є два найголовніших фактори 

оцінки виживання в ШКТ. Оскільки лізоцим міститься в слині в найвищій 

концентрації (2,2–5,9 мкг/мл) [166] і характеризується антибактеріальною дією, 

він руйнує клітинні стінки бактерій і таким чином є першою лінією захисту від 

проникнення мікробів в організм. Рівень pH чистого шлункового соку становить 

2,0–3,0, що призводить до загибелі більшості мікроорганізмів, які потрапляють 

у шлунок [276]. Штам ентерококів SB12, використаний у цьому дослідженні, 

показав помірну чутливість до лізоциму при обробці ферментом протягом 10 

хвилин. Однак час перебування їжі або напоїв у ротовій порожнині значно 

коротший. Тому ми прогнозуємо, що штам SB12 буде незначно піддаватися 

впливу ферменту лізоциму. Щодо виживання в кислих умовах, які моделюють 

стан шлунку, штам SB12 продемонстрував рівень виживання 95% при pH=3,0. Зі 

збільшенням кислотності виживання тестованого штаму значно знижувалося. 

Однак слід також враховувати, що при вживанні певних продуктів pH шлунка 

може досягати 4,0 залежно від їжі [7]. Таким чином, додавання штаму SB12 до 

раціону сприятиме його виживанню в умовах високої кислотності. Тому штам 

SB12 у шлунково-кишковому тракті, при використанні в харчових системах, 

ймовірно, зможе протистояти впливу лізоциму та кислого pH.  

Термостійкість є вирішальним фактором для бактерій, що розглядаються 

для промислового застосування, оскільки забезпечує їх стабільність під час 

обробки [321]. Також важливо, щоб штам був солестійким, оскільки це свідчить 

про високу осмотичну стійкість та здатність до колонізації кишечника при 

потраплянні бактерії в організм у складі ферментованих продуктів, які часто 

містять у своєму складі велику кількість солі, зокрема, сири, м’ясні продукти. 

Одержані дані засвідчили те, що Enterococcus sp. SB12 здатний виживати за 
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температури до 50 °С та значеннях солоності 5%, що вказує на необхідність 

оптимізації температурних умов для обробки або пакування в умовах ймовірного 

промислового виробництва.  

Попередньо було встановлено, що оптимальним середовищем для 

культивування даного штаму було середовище для молочнокислих бактерій – 

MRS за рахунок комплексу поживних речовин та ростових факторів. Також було 

досліджено вплив різного pH середовища на приріст біомаси штаму Enterococcus 

sp. SB12, щоб обрати оптимальне значення кислотності середовища для 

використання в промислових умовах. В результаті дослідження, 

найінтенсивніший ріст культури через 16 годин культивування було зафіксовано 

у середовищі з pH=7,0. Водночас через 24 години культивування найвищу 

швидкість накопичення біомаси спостерігалася при pH=9,0, тоді як при pH=6,0 

вона була найнижчою. Таким чином, використання середовищ із лужним 

значенням pH може призвести до більшого накопичення біомаси штаму SB12. 

Третім етапом даної роботи стала ідентифікація метаболічного потенціалу 

штаму та сполук, що забезпечують його антимікробну активність, а також 

визначають пробіотичний потенціал із використанням MALDI-TОF та ВЕРХ-МС 

аналізів.  

Здатність пробіотичного штаму до біосинтезу вітамінів та амінокислот є 

важливою складовою його метаболічного потенціалу, оскільки ці сполуки 

забезпечуюють життєздатність штаму в середовищі та ефективну взаємодію з 

організмом господаря. Аналіз вітамінного складу біомаси Enterococcus sp. SB12 

показав наявність у клітинах комплексу водорозчинних вітамінів, зокрема 

тіаміну, рибофлавіну-5-фосфату, нікотинової кислоти, нікотинаміду, 

піридоксину, кальцію пантотенату та аскорбінової кислоти. Найбільші 

концентрації були встановлені для вітаміну В5 (кальцію пантотенату), вітаміну 

В6 (піридоксину) та вітаміну В3 (нікотинової кислоти). Відомо, що багато 

представників молочнокислих бактерій здатні синтезувати вітаміни групи В, які 

можуть покращувати харчову цінність ферментованих продуктів та позитивно 

впливати на метаболізм організму господаря. За даними LeBlanc та співавт. 
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[192], продукція вітамінів групи В є однією з важливих функціональних 

характеристик пробіотичних штамів, що визначає їхню біотехнологічну цінність. 

Отримані результати вказують на наявність у Enterococcus sp. SB12 активних 

метаболічних шляхів біосинтезу вітамінів та підтверджують перспективність 

його використання як функціональної культури у харчових технологіях. 

Дослідження амінокислотного складу продемонструвало інтенсивний 

метаболізм азотовмісних сполук у штаму Enterococcus sp. SB12. Найбільше 

накопичення в біомасі спостерігалося для валіну, глутаміну, цистеїну та проліну. 

Відомо, що підвищений внутрішньоклітинний вміст глутаміну та амінокислот з 

розгалуженим ланцюгом пов’язаний з активними процесами росту, синтезу 

протеїнів та адаптації бактерій до стресових умов. Водночас накопичення 

цистеїну може сприяти підвищенню антиоксидантного потенціалу клітин 

завдяки його участі у синтезі тіоловмісних сполук та підтриманні редокс-

гомеостазу [281]. 

Особливу увагу привертає значне підвищення концентрації таурину в 

культуральному середовищі після культивування штаму. Таурин виконує 

важливі функції в організмі тварин, включаючи регуляцію осмотичного тиску, 

стабілізацію клітинних мембран та участь у антиоксидантному захисті. 

Незважаючи на те, що метаболізм таурину у молочнокислих бактерій 

залишається недостатньо вивченим, отримані результати можуть вказувати на 

активну трансформацію сірковмісних сполук Enterococcus sp. SB12, що 

заслуговує на подальше детальне дослідження [23]. 

Використання методу MALDI-TОF забезпечує високу роздільну здатність, 

чутливість і можливість аналізувати складні біологічні зразки такі як білки та 

пептиди, які характеризуються відносно високою молекулярною масою в 

порівнянні з іншими типами молекул, і для яких застосування ВЕРХ-МС аналізу 

є обмеженим і здебільшого використовується для ідентифікації сполук з 

невеликою молекулярною масою [78]. Як уже зазначалося, біоінформатичний 

аналіз геному досліджуваного штаму показав наявність кількох кластерів генів 

бактеріоцинів та одного кластеру синтезу вторинних метаболітів класу PKS, які 
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можуть визначати його антимікробну активність . Проте, у базі даних DNP після 

проведеного ВЕРХ-МС аналізу не було ідентифіковано сполук, що відповідають 

передбаченим біоінформатично PKS-продуктам. Це може бути повязано із 

наявністю в екстрактах штаму SB12 сполук невідомої природи або недостатньо 

охарактеризованих вторинних метаболітів, які відсутні у наявних базах даних. 

MALDI-TOF мас-спектрометрія виявила лише два пептидні піки, маси яких не 

відповідали теоретично розрахованим масам ідентифікованих бактеріоцинів. 

Крім того, екстракти культури, отримані після 24 та 48 год культивування, не 

проявляли антимікробної активності проти тест-культур патогенів. Проте, як уже 

було показано раніше, сам штам SB12 демонстрував інгібувальну дію щодо тест-

патогенів при попередньому рості на агаризованому середовищі. Це можна 

пояснити тим, що ймовірно, антимікробна сполука синтезується безпосередньо 

під час росту бактерій, є фазозалежною, та накопичується локально у зоні 

колонії, тоді як у рідкому середовищі її концентрація може бути недостатньою 

для прояву інгібуючого ефекту. Також не виключено, що активний метаболіт є 

клітинозв’язаним або нестабільним у культуральному супернатанті через дію 

протеаз чи інактивування в процесі екстракції. Можливим є і те, що за 

використаних умов культивування може бути відсутня експресія генних 

кластерів бактеріоцинів, або для формування біологічно активної форми також є 

необхідними процеси посттрансляційної модифікації та процесингу пептидів. 

Переконавшись в здатності ізоляту SB12 до виживання в складних умовах 

середовища, а також оцінивши його перспективний пробіотичний метаболізм 

було перейдено до четвертого етапу роботи, а саме до експерименту in vivo, який 

проводився на лабораторних мишах. Для цього експерименту Enterococcus sp. 

SB12 вводився у формі суспензії в стерильній воді. Попередньо було проведено 

оцінку виживання бактерій за таких умов впродовж 96-ти годин. Встановлене 

поступове зниження кількості життєздатних клітин Enterococcus sp. SB12 у 

питній воді впродовж 96-ти годин. Отримані дані відповідають результатам 

інших досліджень, у яких показано, що ентерококи та інші представники 

молочнокислих бактерій здатні тривалий час зберігати життєздатність у водному 
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середовищі, хоча з часом спостерігається поступове зниження кількості 

колонієутворюючих одиниць. Важливим є те, що протягом перших 24 годин 

зберігання концентрація життєздатних клітин залишалася достатньою для 

забезпечення необхідної пробіотичної дози під час експерименту in vivo. Подібні 

результати були отримані й іншими авторами, які показали, що ентерококи 

можуть зберігати життєздатність у питній воді протягом часу, достатнього для 

ефективного перорального введення лабораторним тваринам, що підтверджує 

перспективність такого способу доставки пробіотичних культур [115, 168]. 

Введення Enterococcus sp. SB12 впродовж 29-ти діб супроводжувалося 

статистично достовірним збільшенням маси тіла мишей за відсутності змін маси 

внутрішніх органів та вісцерального жиру. Відсутність достовірних відмінностей 

у масі печінки, серця, нирок і жирової тканини свідчить про те, що застосування 

штаму не призводило до патологічних змін або гіпертрофії органів. Поєднання 

збільшення маси тіла зі стабільними показниками маси внутрішніх органів може 

вказувати на покращення засвоєння поживних речовин або певну модифікацію 

метаболічних процесів під впливом пробіотичної культури. Подібні результати 

були отримані в роботах інших авторів, де використання пробіотичних штамів 

Enterococcus призводило до покращення ростових показників тварин без 

негативного впливу на морфологію органів та біохімічні показники організму 

[104, 280]. 

Нами було оцінено потенційний пробіотичний вплив даного штаму 

безпосередньо на макроорганізм, зокрема, на зміну складу мікробіому 

кишечника мишей. Кишковий мікробіом є важливий для підтримки здоров’я 

людини та тварин, оскільки впливає на загальну якість та тривалість життя. Цей 

вплив значною мірою пояснюється його вирішальною роллю в регулюванні 

метаболізму, підтримці імунного гомеостазу та підвищенні стійкості до вікових 

фізіологічних змін [35]. В результаті аналізу метагеному було встановлено, що 

мікробна композиція дослідних мишей, які отримували водну суспензію штаму 

SB12 змінюється в порівнянні з контрольною групою в бік збільшення 
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представників виду Enterococcus faecium. Це в свою чергу підтверджує здатність 

даного штаму виживати в умовах ШКТ та колонізувати кишківник.  

Загалом, склад мікробіому кишечника мишей узгоджується з даними, що 

описують «базові» бактерії в кишечнику здорових лабораторних тварин, де 

Firmicutes і Bacteroidota зазвичай представляють найбільші фракції, а такі 

родини, як Lachnospiraceae і Lactobacillaceae, спостерігаються найчастіше. [322]. 

Зменшення чи відсутність Desulfobacterota, особливо представників родини 

Desulfovibrionaceae та роду Desulfovibrio, в експериментальній групі можна 

вважати позитивною зміною в мікробіоті кишечника мишей. Це пов’язано з тим, 

що сульфатредукуючі бактерії часто вважаються факторами, що сприяють 

запаленню кишечника через вироблення сірководню та посилюють DSS-

індукований коліт [155, 327]. 

У мишей колонізація Helicobacter spp. є поширеним явищем у 

лабораторних та диких колоніях і може відігравати важливу роль у підтримці 

гомеостазу мікробіому [367]. Зменшення або зникнення таксонів, пов’язаних з 

протеобактеріями, включаючи представників роду Helicobacter, часто 

інтерпретується як позитивна зміна в мікробіоті кишечника багатьох тварин і 

людей, оскільки збагачення протеобактеріями та Helicobacter spp. пов’язане з 

рядом шлунково-кишкових захворювань, таких як хронічний гастрит, пептична 

виразка та рак шлунка. До того ж, Helicobacter pylori є загальновизнаною 

причиною хронічного активного гастриту і класифікується як канцероген I-го 

класу через зв’язок із раком шлунка та іншими важкими гастродуоденальними 

патологіями [197]. 

У літературі, присвяченій мікробіому кишечника, підкреслюється, що 

спільноти грибів зазвичай складають меншу біомасу, є більш мінливими і сильно 

залежать від раціону харчування, генетики хазяїна та взаємодії між бактеріями і 

грибами [299, 318, 366]. У нашому дослідженні в експериментальній групі мишей 

спостерігалося суттєве зменшення різноманітності представників грибів у 

кишечнику в порівнянні з контрольною групою. У здоровому кишечнику 

бактерії домінують над грибами, тому зменшення грибкової складової може 
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вказувати на стабілізацію мікробіоти кишківника за рахунок пригнічення 

потенційних патогенів метаболітами кишкових бактерій або впливом 

пробіотичних мікроорганізмів [253]. Таким чином, введення SB12 сприяє 

зменшенню грибкової складової кишкової мікробіоти і може зумовлювати 

зміщення мікробного балансу на користь бактерій, пригнічення опортуністичних 

грибів та потенційну нормалізацію стану кишківника. 

Загалом, дані, отримані в результаті метагеномного аналізу, свідчать про 

збільшення кількості представників корисної мікрофлори шлунково-кишкового 

тракту та зменшення кількості опортуністичних патогенів. Таким чином, було 

виявлено значний позитивний вплив штаму Enterococcus sp. SB12 на мікробіом 

травного тракту мишей, що підтверджує його потенціал як можливого 

пробіотика. 

На п’ятому етапі дослідження проводилася оцінка біохімічних параметрів 

мишей для отримання достовірної інформації про вплив штаму SB12 на стан 

організму тварин.  

Рівні холестерину ЛПВЩ і ЛПНЩ широко використовуються як 

показники ліпідного обміну та загального метаболічного здоров’я, в тому числі 

в дослідженнях, що оцінюють пробіотичний вплив на тваринних і людських 

моделях. Крім того, штами ентерококів можна вважати потенційними засобами 

для зниження рівнів холестеролу, ефект яких, опосередковується їхньою 

активністю жовчної солі гідролази (BSH), що сприяє декон'югації жовчної солі 

та подальшому використанню холестеролу [115]. Аналогічно, концентрація 

глюкози в крові відображає стан вуглеводного обміну, а загальний білок 

(альбумін) служить маркером білкового обміну, транспортної здатності та 

загальної фізіологічної стабільності організму [329]. В нашому дослідженні ці 

показники не мали суттєвих відмінностей між тваринами експериментальної та 

контрольної групи, що свідчить про відсутність негативного впливу штаму SB12. 

Важливим критерієм безпеки та функціональної цінності нових 

пробіотичних штамів є їхня взаємодія з оксидантно-антиоксидантною системою 

організму господаря та здатність протидіяти оксидативному стресу. 
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Гідроперекиси ліпідів (ГПЛ) є первинними молекулярними продуктами 

пероксидації, поява яких свідчить про початкові етапи вільнорадикальної 

деструкції ліпідного бішару клітинних мембран. Оскільки надмірний рівень ГПЛ 

може призводити до фрагментації ліпідів і порушення бар’єрної функції 

мембран, стабільність цього показника є важливим індикатором збереження 

клітинного гомеостазу за дії екзогенних чинників. У нашій роботі встановлено, 

що вміст ГПЛ у тканинах печінки та кишківника тварин дослідної групи мав 

чітку тенденцію до зниження порівняно з контрольними значеннями (відповідно 

1,345 проти 1,507 нмоль/мг білка та 0,989 проти 1,112 нмоль/мг білка). Така 

динаміка вказує на зміцнення локальних систем захисту, які ефективно 

нівелюють ініціацію вільнорадикальних ланцюгів безпосередньо в зонах 

первинного контакту та активного метаболізму пробіотика. Водночас на тлі 

тканинної стабілізації спостерігалося помірне підвищення рівня ГПЛ у сироватці 

крові (4,290 проти 3,532 нмоль/мг у контролі). Зафіксовану динаміку доцільно 

розглядати як прояв адаптивної метаболічної активації або «ефект мобілізації» 

антиоксидантних ресурсів організму у відповідь на введення екзогенного 

біологічного чинника. Це зростання не супроводжувалося накопиченням 

вторинних токсичних продуктів (ТБК), що підтверджує контрольованість 

процесу та відсутність розвитку системного окисного стресу. Зменшення 

концентрації первинних продуктів ПОЛ у паренхімі печінки та епітелії 

кишківника свідчить про антиоксидантний потенціал штаму Enterococcus sp. 

SB12. 

Паралельно з ліпідами, значної деструкції під дією оксидантів зазнають 

протеїни. Окисна модифікація білків є раннім і чутливим маркером ушкодження 

тканин, що часто передує клінічним проявам інтоксикації. Моніторинг рівня 

карбонільних груп білків дає змогу оцінити «метаболічний комфорт» тварин за 

умов тривалого перорального навантаження пробіотиком для підтвердження 

його безпечності як кормової добавки чи фармакологічного засобу [104]. У нашій 

роботі детекцію рівня ОМБ проводили при трьох довжинах хвиль для 

диференціації стадій та характеру протеодеструкції: при λ = 274 нм реєстрували 
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рівень ранніх продуктів окиснення (модифікованих амінокислотних залишків); 

при  λ= 370 нм — альдегідо- та кетонопохідні нейтрального характеру (ОМБ370); 

при λ= 430 нм — карбонільні похідні основного характеру (ОМБ430), що свідчать 

про глибоку деструкцію білків. Отримані дані показали, що введення 

пробіотичного штаму Enterococcus sp. SB12 не призводило до статистично 

вірогідної інтенсифікації процесів окиснення білків порівняно з контрольною 

групою (P>0,05). У тканині печінки показники всіх фракцій карбонільних 

похідних залишалися на рівні значень контрольних тварин.  

Враховуючи, що кишківник є зоною безпосереднього контакту при 

пробіотичній корекції, виявлена нами позитивна тенденція до зниження вмісту 

кетонопохідних на 25% (0,03 проти 0,04 мкмоль/мг білка) може вказувати на 

локальний цитопротекторний ефект штаму SB12 та його здатність посилювати 

антиоксидантний ресурс тканин, запобігаючи інтенсивній окисній деградації 

протеїнів. Враховуючи важливу роль печінки у процесах детоксикації та 

чутливість її протеому до ксеногенного навантаження, стабільність показників 

ОМБ вказує на збереження структурно-функціональної цілісності гепатоцитів та 

відсутність прооксидантного впливу штаму SB12. 

Одним з основних маркерів окисного стресу також є рівень малонового 

діальдегіду, який підвищується у відповідь на збільшення АФК. Крім того, він є 

мутагеном і має виражену цитотоксичність, що призводить до змін у структурі 

клітинної мембрани і потенційно може спричинити її руйнування [80]. У нашому 

дослідженні аналіз вмісту ТБК-активних продуктів у сироватці крові, а також у 

гомогенатах печінки та нирок не виявив статистично значущих відмінностей між 

дослідною та контрольною групами тварин У сироватці крові стабільність рівня 

ТБК-активних продуктів також вказує на відсутність системної прооксидантної 

відповіді організму на введення штаму Enterococcus sp. SB12. У тканинах 

печінки та нирок, які є основними органами метаболізму та екскреції, відсутність 

накопичення продуктів ПОЛ підтверджує, що штам не ініціює локальне 

ураження паренхіматозних клітин. 
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У науковій літературі підкреслюється, що пробіотичні ентерококи часто 

діють як модулятори антиоксидантних систем, підтримуючи активність 

ферментів першої лінії захисту [259]. Внутрішньоклітинна система 

антиоксидантного захисту, яка включає ферменти супероксиддисмутазу, 

каталазу та глутатіонпероксидазу, відіграє центральну роль у захисті тканин та 

органів від шкідливого впливу активних форм кисню та їх побічних продуктів. 

Активність цих ферментів, зокрема каталази, широко використовується як 

показник антирадикальної захисної здатності організму, оскільки каталаза 

ефективно розкладає перекис водню на воду та молекулярний кисень, тим самим, 

запобігаючи окислювальному пошкодженню клітинних компонентів [158]. 

Водночас знижена активність каталази може відігравати важливу роль в етіології 

низки захворювань, таких як хвороба Паркінсона [256]. Каталаза широко 

поширена в тканинах ссавців, але особливо багато її в печінці, що відображає 

високий окислювальний стрес, пов'язаний з метаболічними процесами в цьому 

органі. Завдяки високій каталітичній ефективності та відносній стабільності, 

активність каталази оцінюється як надійний маркер антиоксидантного захисту та 

окисно-відновного гомеостазу, особливо в дослідженнях, що оцінюють 

оксидативний стрес у тканинах печінки [127]. Вивчення активності каталази у 

поєднанні з моніторингом продуктів пероксидації дозволяє сформувати цілісну 

картину адаптаційної відповіді організму на колонізацію кишечника новим 

мікроорганізмом [88]. 

Встановлено, що застосування штаму Enterococcus sp. SB12 не спричинило 

вірогідних змін активності досліджуваного ензиму у мишей порівняно з 

контролем і зберігалася на рівні значень контрольної групи. Виявлена тенденція 

до незначного зростання даного показника може вказувати на формування 

стабільного антиоксидантного резерву, проте відсутність статистичної 

достовірності (P>0,05) дозволяє трактувати ці результати насамперед як 

збереження редокс-гомеостазу та функціональної цілісності системи 

детоксикації АФК. Згідно з оглядовими даними [159], здатність підтримувати 

метаболічну рівновагу господаря є критичним фактором безпечного 
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застосування ентерококів. Оскільки каталаза відіграє вирішальну роль у 

детоксикації АФК, її незмінний рівень у нашому експерименті свідчить про 

відсутність потреби в компенсаторній відповіді організму на окисний стрес, що 

зазвичай спостерігається при патогенному чи токсичному навантаженні.  

Такий ефект може бути зумовлений власною антиоксидантною дією 

досліджуваного ізоляту. Згідно з літературними даними, представники роду 

Enterococcus та інші молочнокислі бактерії виробляють численні біоактивні 

метаболіти, зокрема фенольні сполуки та кислі екзополісахариди (EPS), які 

мають здатність безпосередньо поглинати гідроксильні радикали [160, 359]. 

Подібні протекторні властивості щодо нівелювання проявів оксидативного 

пошкодження були описані також для штамів L. brevis BJ20 та L. plantarum 

7FM10 [79]. Отже, зафіксована нами стабільність біохімічних показників вказує 

на те, що введення Enterococcus sp. SB12 не тільки не виснажує внутрішні 

ресурси організму, а й, ймовірно, створює додатковий захисний бар'єр завдяки 

своїм пробіотичним властивостям [195, 289]. 

Результати нашого дослідження щодо збереження редокс-рівноваги також 

корелюють із даними для ряду інших безпечних ентерококів [30], що слугує 

прямим доказом метаболічної інертності та токсикологічної безпеки штаму 

SB12. 

Підсумовуючи отримані результати, можна констатувати, що 

повногеномне секвенування в поєднанні з біоінформатичним аналізом виявило у 

штамі Enterococcus sp. SB12 низку геномних особливостей, які відповідають 

критеріям перспективного пробіотичного мікроорганізму, зокрема відсутність 

функціональних генів токсинів та трансферабельних детермінант 

антибіотикорезистентності. Крім того, завдяки сприятливим технологічним 

характеристикам, таким як активний ріст, здатність до підкислення середовища 

та стабільність під час технологічної обробки, даний штам був раніше 

визначений як перспективний кандидат для використання у виробництві 

ферментованих молочних продуктів [249]. 
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Проведені дослідження первинного та вторинного метаболізму показали 

здатність Enterococcus sp. SB12 синтезувати та накопичувати біологічно важливі 

вітаміни й амінокислоти, що може додатково підсилювати його функціональні 

властивості та потенційний позитивний вплив на організм господаря. 

Встановлено, що штам зберігав достатню життєздатність у питній воді, успішно 

персистував у шлунково-кишковому тракті експериментальних тварин та 

спричиняв зміни у складі бактеріальних і грибних угруповань кишечника, які 

загалом можна розглядати як сприятливі з точки зору підтримання 

мікробіологічного гомеостазу. 

Водночас тривале введення Enterococcus sp. SB12 супроводжувалося 

збільшенням маси тіла мишей без негативного впливу на біохімічні показники 

крові, маркери оксидативного стресу, активність антиоксидантної системи та 

морфофункціональний стан внутрішніх органів. Сукупність отриманих 

геномних, метаболічних, мікробіологічних та фізіологічних даних свідчить про 

високий біотехнологічний потенціал Enterococcus sp. SB12 і підтверджує 

доцільність його подальшого вивчення як перспективного пробіотичного штаму 

та компонента функціональних харчових продуктів. 
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ВИСНОВКИ 

На основі комплексного підходу охарактеризовано пробіотичний 

потенціал нового штаму Enterococcus sp. SB12, виділеного з традиційної 

карпатської бринзи. Проведені геномні, мікробіологічні, біохімічні та 

метагеномні дослідження дозволили встановити відсутність ключових 

генетичних маркерів вірулентності та набутої антибіотикорезистентності, 

підтвердити здатність штаму виживати у шлунково-кишковому тракті, 

модулювати склад кишкового мікробіому та не спричиняти негативних змін 

фізіолого-біохімічного стану експериментальних тварин. Додатково 

встановлено здатність штаму до синтезу біологічно активних метаболітів, 

зокрема бактеріоцинів, вітамінів та амінокислот, що визначає його 

перспективність для створення пробіотичних препаратів та функціональних 

харчових продуктів. 

 

1. На основі повногеномного секвенування встановлено, що геном 

штаму Enterococcus sp. SB12 має загальний розмір 2,69 Мб., 

складається з хромосоми та двох плазмід, містить інтактні профагові 

ділянки та мобільні генетичні елементи. Порівняльний геномний 

аналіз підтвердив приналежність штаму до кластера ентерококів, 

асоційованих із ферментованими харчовими продуктами та 

пробіотичними культурами, а також показав відсутність плазмідних 

детермінант вірулентності та трансмісивної резистентності до 

критично важливих антибіотиків, зокрема генів vanA та vanB. 

2. Визначено генетичний потенціал штаму до синтезу широкого 

спектра біологічно активних метаболітів. У геномі ідентифіковано 

кластери генів бактеріоцинів різних класів (ентеролізин А, 

ентероцини А, Р, L50a та SE-K4), кластер полікетидсинтази ІІІ типу 

(Type III PKS), а також локуси метаболізму галової кислоти, пірувату 

та аргініндеіміназного шляху. Незважаючи на наявність окремих 

хромосомних генів стійкості (AAC(6’)-Ii, efrA, eatAv, vanY), 
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результати фенотипового тестування підтвердили чутливість штаму 

до терапевтично важливих антибактеріальних препаратів. 

3. Експериментально підтверджено виражений антагоністичний 

потенціал штаму Enterococcus sp. SB12 щодо грампозитивних 

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis) та 

грамнегативних (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) тест-

культур. Методом MALDI-TOF мас-спектрометрії у безклітинному 

супернатанті виявлено два специфічні пептидні піки з молекулярною 

масою 1775 та 1883 Да, які можуть бути пов’язані з антимікробною 

активністю штаму. 

4. Доведено високий адаптаційний потенціал та технологічну стійкість 

штаму Enterococcus sp. SB12 до дії несприятливих фізико-хімічних 

чинників in vitro. Штам зберігав життєздатність за умов термічного 

стресу (до 60 °C), високої концентрації солі (5% NaCl), присутності 

лізоциму до 20 мг/мл та за низьких значень рН (рН 2,0), що свідчить 

про його потенційну здатність долати бар’єри шлунково-кишкового 

тракту. 

5. На основі метагеномного аналізу встановлено здатність штаму 

Enterococcus sp. SB12 виживати та персистувати у шлунково-

кишковому тракті мишей. Пероральне введення культури 

супроводжувалося змінами у структурі кишкового мікробіому, які 

характеризувалися збільшенням чисельності окремих представників 

коменсальної мікробіоти та зменшенням кількості деяких умовно-

патогенних і потенційно прозапальних мікроорганізмів, зокрема 

представників родини Desulfovibrionaceae та роду Helicobacter. 

6. Встановлено здатність Enterococcus sp. SB12 до синтезу та 

накопичення біологічно важливих вітамінів групи В (В1, В2, В3, В5, 

В6) та аскорбінової кислоти, а також до активного метаболізму 

амінокислот із накопиченням у біомасі валіну, глутаміну, цистеїну 

та проліну. Отримані результати свідчать про високий метаболічний 
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потенціал штаму та його перспективність як продуцента 

функціонально цінних сполук. 

7. Комплексною оцінкою фізіолого-біохімічного статусу лабораторних 

тварин in vivo встановлено відсутність негативного впливу штаму 

Enterococcus sp. SB12 за умов проведеного експерименту. Показники 

білкового, вуглеводного та ліпідного обміну (загальний білок, 

глюкоза, холестерин ЛПВЩ та ЛПНЩ), інтенсивність процесів 

пероксидного окиснення ліпідів та білків (вміст ТБК-активних 

продуктів і маркерів окисної модифікації білків), а також активність 

каталази не відрізнялися від контрольних значень (p > 0,05). 

Водночас введення штаму супроводжувалося збільшенням маси тіла 

тварин без змін маси внутрішніх органів, що свідчить про 

сприятливий профіль безпечності та відсутність ознак токсичної дії. 
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ДОДАТОК А 

Штами інших мікроорганізмів, використаних в роботі 

Штам Характеристика Джерело 

Bacillus subtilis 

ATTC 31324 

Типовий штам Колекція культур 

мікроорганізмів -

продуцентів 

антибіотиків (ККМПА) 

Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 

Типовий штам ККМПА 

Escherichia coli ATTC 

25922 

Типовий штам ККМПА 

E. coli GB2005 Похідний штаму E. coli 

DH10B в якого 

делетовані гени fhuA, 

ybcC, recET для 

зменшення спонтанних 

рекомбінацій, 

збільшення стабільності 

плазмід і стійкості до 

певних вірусів. 

German Collection of 

Microorganisms and Cell 

Cultures (DSM) 

Mycobacterium 

smegmatis MC2155 

 

Дикий тип DSM 

Pseudomonas aeruginosa Типовий штам DSM 

Candida albicans ATTC 

885-653 

Типовий штам ККМПА 
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ДОДАТОК Б 

Склад поживних середовищ, використаних в роботі 

MRS: використовували готове середовище компанії HiМedia, готували 

згідно рекомендацій виробника. 

TSB: використовували готове середовище компанії HiМedia, готували 

згідно рекомендацій виробника.  

BHI: використовували готове середовище компанії HiМedia, готували 

згідно рекомендацій виробника. 

LB/LA: триптон (Sigma-Aldrich) – 10 г/л; дріжджовий екстракт (Sigma-

Aldrich, США) – 5 г/л; NaCl (СфераСім, Україна) – 5 г/л. LA готували, додавши 

20 г/л агару (Conda, Іспанія). 

DAB: пептон – 5 г/л (Sigma-Aldrich, США), дріжджовий екстракт (Sigma-

Aldrich, США) – 3 г/л, декстроза (глюкоза) – 1 г/л СфераСім, Україна), 

бромокрезоловий пурпуровий – 0,020 г/л (Sigma-Aldrich, США), агар – 15 г/л 

(Conda, Іспанія). Доводили рН до 6,5. 

Сабуро: використовували готове середовище компанії Condalab, готували 

згідно рекомендацій виробника. 
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ДОДАТОК В 

Екстракти метаболітів Enterococcus sp. SB12 

 

 

Екстракт 

 

 

Тип 

 

 

Середовищ

е 

 

 

Розчинник 

 

Час 

культивування 

Enterococcus sp. 

SB12 

1 з біомаси TSB метанол 24 години 

2 з культуральної 

рідини 

TSB етилацетат 24 години 

3 з культуральної 

рідини 

TSB хлороформ 24 години 

4 з культуральної 

рідини 

TSB бутанол 24 години 

5 з біомаси BHI метанол 24 години 

6 з культуральної 

рідини 

BHI етилацетат 24 години 

7 з культуральної 

рідини 

BHI хлороформ 24 години 

8 з культуральної 

рідини 

BHI бутанол 24 години 

9 з біомаси TSB метанол 48 годин 

10 з культуральної 

рідини 

TSB етилацетат 48 годин 

11 з культуральної 

рідини 

TSB хлороформ 48 годин 

12 з культуральної 

рідини 

TSB бутанол 48 годин 

13 з біомаси BHI метанол 48 годин 
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14 з культуральної 

рідини 

BHI етилацетат 48 годин 

15 з культуральної 

рідини 

BHI хлороформ 48 годин 

16 з культуральної 

рідини 

BHI бутанол 48 годин 

17 з біомаси MRS метанол 24 години 

18 з культуральної 

рідини 

MRS етилацетат 24 години 

19 з культуральної 

рідини 

MRS хлороформ 24 години 

20 з культуральної 

рідини 

MRS бутанол 24 години 

21 з біомаси MRS метанол 48 годин 

22 з культуральної 

рідини 

MRS етилацетат 48 годин 

23 з культуральної 

рідини 

MRS хлороформ 48 годин 

24 з культуральної 

рідини 

MRS бутанол 48 годин 
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ДОДАТОК Г 

Хроматограми екстрактів вторинних метаболітів Enterococcus sp. SB12 

Рис.1. Екстракти штаму SB12 на 24 годину культивування в середовищі TSB: (а) 

біомаса+метанол, (б) культуральна рідина+етилацетат, (в), культуральна 

рідина+хлороформ, (г) культуральна рідина+бутанол. 

 

а) б) 

в) г) 

Рис.2. Екстракти штаму SB12 на 48 годину культивування в середовищі TSB: (а) 

біомаса+метанол, (б) культуральна рідина+етилацетат, (в), культуральна 

рідина+хлороформ, (г) культуральна рідина+бутанол. 

а) б) 

в) г) 
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Рис.3. Екстракти штаму SB12 на 24 годину культивування в середовищі BHI: (а) 

біомаса+метанол, (б) культуральна рідина+етилацетат, (в), культуральна 

рідина+хлороформ, (г) культуральна рідина+бутанол. 

 

а) б) 

в) г) 

Рис.4. Екстракти штаму SB12 на 48 годину культивування в середовищі BHI: (а) 

біомаса+метанол, (б) культуральна рідина+етилацетат, (в), культуральна 

рідина+хлороформ, (г) культуральна рідина+бутанол. 

 

а) б) 

в) г) 
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Рис.5. Екстракти штаму SB12 на 24 годину культивування в середовищі MRS: (а) 

біомаса+метанол, (б) культуральна рідина+етилацетат, (в), культуральна 

рідина+хлороформ, (г) культуральна рідина+бутанол. 

 

а) б) 

в) г) 

Рис.6. Екстракти штаму SB12 на 48 годину культивування в середовищі MRS: (а) 

біомаса+метанол, (б) культуральна рідина+етилацетат, (в), культуральна 

рідина+хлороформ, (г) культуральна рідина+бутанол. 

 

а) б) 

в) г) 
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