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Создание и широкое применение в медицине и ветеринарной практике 

биопрепаратов - пробиотиков является одним из актуальных направлений 
биотехнологии. Несмотря на различия в определении понятия «пробиотики», 
большинство исследователей относят к ним препараты, содержащие живые штаммы 
нормальной микрофлоры кишечника человека и животных, оказывающие 
положительное действие на организм хозяина, улучшая баланс нормофлоры 
желудочно-кишечного тракта. Бактерии рода Bifidobacterium составляют основу 
индигенной микрофлоры и имеют особое значение для создания высокой 
резистентности организма по отношению к патогенной микрофлоре, нормализации 
белкового, липидного и углеводного обмена. Большое значение в реализации лечебно-
профилактической эффективности пробиотиков имеет продукция метаболитов, 
обеспечивающих антагонистическую активность пробиотических микроорганизмов по 
отношению к патогенной и условно патогенной микрофлоре.  

Ранее нами в механизме антимикробной активности бифидобактерий наряду с 
кислотообразованием выявлено образование бактериоцинов [1]. Было показано, что 
некоторые штаммы бифидобактерий продуцируют бактериоцинподобные соединения, 
обладающие антагонистической активностью по отношению к близкородственным 
штаммам. Бактериоциногения широко распространена у грамположительных и 
грамотрицательных бактерий и в последние годы интенсивно исследуется, что связано 
с перспективой коммерческого использования бактериоцинов в терапии инфекционных 
заболеваний или для предотвращения порчи пищевых продуктов [2, 3]. Изучение 
бактериоцинпродукции бифидобактерий особенно актуально для создания 
поликомпонентных биопрепаратов-пробиотиков. 

Целью данной работы являлось определение локализации генов, отвечающих за 
синтез бактериоцинов клетками бифидобактерий. 

Объектами исследований служили штаммы бифидобактерий Bifidobacterium 
adolescentis MC-42 и B.bifidum 791, а также B.adolescentis 91БИМ – штамм, наиболее 
чувствительный к действию бактериоцинов, продуцируемых B. adolescentis MC-42 и 
B.bifidum 791. Антагонистическую активность бактериоцинов определяли методом 
диффузии в агар и  выражали в условных единицах. За единицу активности принимали 
0,1 мм зоны задержки роста тест-штамма. Для трансформации был использован штамм 
бактерий E.coli XL1-Blue со следующей генотипической характеристикой: 

F’:: Tn10 pro A+B+ lac la ∆ (lacZ) M15/recA1 end A1 gurA96 (Nalr) thi hsdR17 (rk - 
mk+) sup E44 relA1 lac, а также искусственно синтезированная плазмида рUC-18. 
Выделение хромосомной ДНК осуществляли по методу Pospiech [4]. 

Для выделения плазмидной ДНК бифидобактерий использовались общепринятый 
метод щелочного лизиса и модифицированный метод Sgorbati [5]. В литературе 
указывается, что присутствие плазмидной ДНК бифидобактерий обнаружено, 
преимущественно, у видов В.longum и B.breve. [6, 7]. У этих штаммов обнаружены 
многокопийные плазмиды малых размеров (1,25 - 9,5 т.п.н.). Показано, что эти плазмиды 
являются, в основном, криптическими [8], однако не исключается возможность 
детерминации и контроля таких признаков, как синтез бактериоцинов, 
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антибиотикорезистентность или утилизация углеводов, генами, расположенными на 
автономно реплицирующихся плазмидах. В наших исследованиях ни один из 
используемых методических подходов не выявил наличия плазмидной ДНК у 
исследуемых штаммов бифидобактерий. Отсутствие плазмид показывает, что продукция 
бактериоцинов у B. adolescentis MC-42 и B.bifidum 791 кодируется генами, которые 
находятся в хромосомной ДНК. 

Следующим этапом работы было выявление генов, кодирующих синтез 
бактериоцинов бифидобактерий. В экспериментах использовалась искусственно 
синтезированная плазмида pUC-18 с уникальными сайтами рестрикции. Были получены 
банки генов хромосомной ДНК B. adolescentis MC-42 и B.bifidum 791 по рестриктазе 
EcoRI. Далее осуществлялось клонирование полученных фрагментов ДНК в плазмиду 
рUC-18 по сайтам рестрикции EcoRI. Плазмидами трансформировался штамм бактерии 
Е.coli XL1-Blue. Полученные трансформанты высевались на селективные среды, и 
проверялись на способность к антагонизму по отношению к индикаторному штамму 
B.adolescentis 91БИМ. В результате проведенных экспериментов отобраны два клона, 
которые ингибировали рост индикаторного штамма. Рестрикционный анализ плазмид 
показал наличие вставки ДНК, содержащей гены, кодирующие синтез бактериоцинов 
B.bifidum 791. 
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