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Важливою функцією кишкової мікробіоти є захист 
організму від патогенних мікроорганізмів. Порушення 
її рівноваги призводить до дисбіотичних проявів і під-
вищеної сприйнятливості до бактерійних інфекцій. 
Особливу цікавість представляють процеси взаємодії 
ванкоміцину, Salmonella enteritidis та S. typhimurium з 
представниками нормофлори кишечнику. Отримані 
дані методом ПЛР-РЧ показують, що при введенні 
ванкоміцину у пристінковому вмісті кишечнику зни-
жується кількість бактероїдів, ентерококів, пепто-
стрептококів та збільшується кількість ентеробак-
терій, протеїв, клебсієл, сальмонел і шигел. Після 
введення S. enteritidis і S. typhimurium знижується 
кількість E. coli і Bacteroides spp. та збільшується 
вміст P. aeruginosa, E. faecalis, E. faecium, Enterobacter 
spp., Klebsiella spp., Peptostreptococcus anaerobius. Тому 
необхідне подальше вивчення процесів взаємодії 
S. enteritidis та S. typhimurium з представниками нор-
мальної мікрофлори кишечнику в умовах проведення 
антибіотикотерапії і формування системної імунної 
відповіді у слизовій кишечнику з метою розробки ефек-
тивних схем лікування гастроентеритів сальмоне-
льозної етіології. 

Ключові слова: пристінкова мікрофлора, мікро-
біом, ванкоміцин, ПЛР-РЧ.

У світлі сучасних уявлень, мікробіом кишечнику 
спричиняє істотний вплив на функціонування організму, 
беручи участь у процесах метаболізму, інгібуванні про-
запальних відповідей, у формуванні імунної системи, в 
тому числі у розвитку вродженої та адаптивної імунної 
відповіді у слизовій оболонці кишечнику [1-4]. Не менш 
важливою функцією кишкового мікробіома є захист 
організму від патогенних мікроорганізмів – збудників 
бактерійних кишкових інфекцій [5, 6]. Відомо, що пору-
шення мікробної рівноваги у кишечнику призводить до 
підвищеної сприйнятливості до бактерійних інфекцій та 
збільшення частоти виділення у пацієнтів таких пато-
генних мікроорганізмів, як сальмонели [7, 8], які є етіо-

логічним фактором гастроентеритів, масштабною про-
блемою в усьому світі [9]. Однією з найпоширеніших 
причин виникнення дисбіотичних змін є застосування 
антибіотиків [10-12]. Тому особливу цікавість для ви-
вчення викликають процеси взаємодії антибіотиків, 
Salmonella enteritidis і S. typhimurium з представниками 
нормальної мікрофлори кишечнику [13-15]. У зв’язку з 
цим у нашій роботі приділено увагу проблемі впливу 
ванкоміцину і сальмонел на склад нормофлори тонкої 
кишки у щурів, вивчивши кількісний та видовий склад 
мікробіоти методом полімеразної ланцюгової реакції у 
реальному часі (ПЛР-РЧ), що дозволило нам ідентифі-
кувати численні види бактерій у пристінковому вмісті 
кишечнику.

Мета дослідження: провести аналіз змін кількісного 
та видового складу мікрофлори тонкої кишки у щурів 
при пероральному введенні ванкоміцину та бактерійних 
інфекційних агентів S. enteritidis і S. typhimurium для 
вивчення їх впливу на мікробіом кишечнику.

Матеріали і методи
Експерименти з визначення кількісного та видового 

вмісту мікроорганізмів у пристінковій мікрофлорі кишечни-
ку щурів лінії «Вістар» проводилися на базі бактеріологіч-
ного і молекулярно-генетичного відділів мікробіологічної 
лабораторії Запорізького державного медичного універси-
тету. Експериментальну роботу з гризунами проводили 
відповідно до положень «Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, які використовуються для експеримен-
тальних та інших наукових цілей» (Страсбург, 1986), по-
станови першого національного конгресу з біоетики (Київ, 
2001) і згідно з нормами, встановленими законом України 
№ 3447IV, 21.02.2006 «Про захист тварин від жорстокого 
поводження». Досліджувані щури були розділені на 4 групи 
(по 10 у кожній): I – контрольна (інтактні гризуни); II – 
Vancomycin (тварини, які отримали при пероральному 
введенні ванкоміцин у дозі 50 мг/кг); III – S. enteritidis (тва-
рини, які отримали при пероральному введенні бактерійне 
навантаження S. еnteritidis у кількості 3×108 КУО/мл); IV – 
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S. typhimurium (тварини, які отримали per os S. typhimurium 
у кількості 3×108 КУО/мл). Культури сальмонел були отри-
мані з музею штамів мікроорганізмів «Українського центру 
з контролю та моніторингу захворювань» МОЗ України 
(Київ). Як матеріал для ПЛР досліджень використовували 
пристінковий вміст клубової частини тонкої кишки, отрима-
ного при розтині щурів. Для кількісного визначення специ-
фічних ділянок бактерійної ДНК методом ПЛР-РЧ застосо-
вували набори реактивів «ДНК експрес» формату 
«ФЛУОРОПОЛ-РЧ» комплектації «Нерозкапанний»: коліпол 
(виявлення E. coli), аругіпол (P. aeruginosa), бактопол 
(Bacteroides fragilis, vulgatus, thetalotomicron, ovatus), енко-
пол (E. faecalis і E. faecium), протепол (Proteus spp.), енте-
ропол (Enterobacter spp. і Klebsiella spp.), пептострептоко-
ки (Peptostreptococcus anaerobius), сальмонели (Salmonella 
spp.), шигели (Shigella spp.). Паралельно з досліджуваними 
зразками проводилися реакції з позитивним і негативним 
контролями, які входили до складу наборів. Всі досліджен-
ня виконувалися відповідно до інструкцій виробника («Лі-
тех», Росія). Результати ампліфікації аналізувалися за 
допомогою програми Bio-Rad CFX Manager 3.0 згідно з 
«Керівництвом по застосуванню наборів формату 
Флуоропол-РЧ». Кількість ДНК мікроорганізмів розрахову-

вали за формулою і позначали як геном-еквівалент в одно-
му зразку (ГЕ/зразок):

С зразка = С ПКО * 2 (Сt ПКО – Ct зразка), де
С – концентрація в геном-еквівалентах у мл (ге/мл);
Ct – цикл перетину кривої флуоресценції з пороговою 

лінією;
ПКО – позитивний контрольний зразок з комплекту 

набору;
Статистичний аналіз отриманих результатів проводили 

за допомогою ліцензійних комп’ютерних програм Microsoft 
Excel 2010 і StatSoft Statistica v12. При аналізі розподілів 
кількісних даних визначали рівень центральної тенденції 
– медіана (Ме) і рівень дисперсії – інтерквантельний розмах 
у вигляді 25 і 75 перцентилей. Достовірність відмінностей 
між середніми значеннями оцінювали, використовуючи 
непараметричний критерій Mann-Whitney (U-test). Критері-
єм статистичної значущості був рівень р≤0,05.

Результати досліджень та їх обговорення
Отримані в ході досліджень дані показують, що при 

введенні ванкоміцину та бактерійних агентів кількісний 
і якісний склад представників пристінкової мікробіоти 
різко змінюється (табл. 1).

Таблиця 1 

Кількість мікроорганізмів (ГЕ/зразок) у пристінковому вмісті тонкої кишки у щурів  
після введення ванкоміцину та S. enteritidis, S. typhimurium

Набори ПЛР

Групи експериментальних тварин

Контроль І
(n=10)

Vancomycin ІІ
(n=10)

S. enteritidis ІІІ
(n=10)

S. typhimurium IV
(n=10)

Кількість мікроорганізмів (Me (Q25-Q75))

E. coli 3,33×105

(2,77×105-4,05×105)
4,20×104

(1,12×104-6,53×104)*
9,40×104

(3,94×104-5,52×104)*
2,77×103

(2,34×103-3,16×103)*

P. aeruginosa 2,41×105

(2,02×105-3,04×105)
3,07×105

(2,01×105-4,53×105)
6,31×101

(2,87×101-4,76×101)*
2,96×105

(2,94×105-3,87×105)

Bacteroides spp. 2,54×105

(2,01×105-3,32×105)
6,75×102

(6,77×102-7,94×102)*
4,63×103

(1,08×103-7,08×103)*
7,85×103

(7,78×103-8,28×103)*

E. faecalis і 
E. faecium

1,7×105

(1,45×105-2,33×105)
4,33×102

(2,33×102-3,48×102)*
5,95×104

(4,50×104-7,76×104)*
1,30×102

(3,62×101-3,17×102)*

Proteus spp. 1,51×102

(3,16×101-2,12×102)
3,71×103

(2,12×103-3,25×103)*
3,21×105

(7,89×104-4,57×105)*
1,85×108

(5,06×107-9,19×107)*

Enterobacter spp. і 
Klebsiella spp.

2,33×105

(1,07×105-3,45×105)
4,24×106

(1,35×106-5,97×106)*
5,38×102

(4,48×102-5,95×102)*
6,52×102

(6,03×102-7,17×102)*

Peptostreptococcus 
anaerobius

1,6×105

(1,10×105-2,32×105)
5,29×102

(3,49×102-6,17×102)*
3,53×102

(1,62×102-4,59×102)*
5,33×102

(5,27×102-6,01×102)*

Salmonella spp. 8,62×102

(3,56×102-4,65×102)
8,31×103

(3,75×103-4,99×103)*
3,22×106

(1,49×106-4,51×106)*
1,20×106

(4,09×105-4,66×105)*

Shigella spp. 5,32×104

(2,76×104-4,23×104)
9,04×105

(3,89×105-5,26×105)*
1,54×106

(1,54×106-1,70×106)*
5,18×106

(5,23×106-6,66×106)*
Примітки: * достовірність відмінностей параметрів р<0,05 по відношенню до контролю
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Так, кількість E. coli у ІІ групі зменшилася у 8 разів 
– з порогового рівня 3,33×105 до 4,2×104 ГЕ/зразок, а у 
ІІІ і IV – до 9,40×104 і 2,77×103 ГЕ/зразок, що статистично 
значимо менше у 4 і 120 разів (р<0,05). Результати до-
сліджень, проведених зарубіжними вченими, показали, 
що вміст E. coli після введення щурам ванкоміцину 
знижується у декілька тисяч разів, також зменшення 
відзначається і при інфікуванні сальмонелами – у 2 рази 
[16]. Чисельність P. aeruginosa зменшилася у 3813 разів 
і тільки у ІІІ групі, що отримала S. enteritidis, з рівня 
2,41×105 до 6,31×101 ГЕ/зразок (р<0,05). У той же час 
Santos еt al. (2009) у своїй роботі показали збільшення 
числа псевдомонад у 2 рази при введенні щурам S. 
enteritidis [17]. Кількість представників Bacteroides 
(fragilis, vulgatus, thetalotomicron, ovatus) у групах II, III і 
IV зменшилася з 2,54×105 до 6,75×102, 4,63×103 і 
7,85×103 ГЕ/зразок відповідно, що статистично значимо 
у 376, 55 і 32 рази менше (р<0,05). Наші дані узгоджу-
ються з результатами європейських дослідників, які 
вивчили методом ПЛР-РЧ склад пристінкової мікрофло-
ри кишечнику щурів і показали різке зниження бактеро-
їдів у 2 рази при введенні ванкоміцину, а також у декіль-
ка тисяч разів при введенні сальмонел [18]. В ході 
проведення аналогічних експериментів Parkes et al. 
(2012) прийшли до висновків, що після введення ванко-
міцину і сальмонел кількість E. faecalis, E. faecium змен-
шується незначно [19]. Ці дані не суперечать результа-
там наших досліджень, при введенні ванкоміцину нами 
зафіксовано зниження вмісту E. faecalis, E. faecium у 
394 рази – з порогового рівня 1,7×105 до 4,33×102 ГЕ/
зразок, а при інфікуванні сальмонелами – до 5,95×104, 
1,30×102 ГЕ/зразок, що відповідає статистичному змен-
шенню у 3 і 1311 разів (р≤0,05). Кількість Proteus spp. 
збільшилася у 25 разів у ІІ групі та у декілька тисяч 
разів у ІІІ і IV групах: з рівня 1,51×102 до 3,71×103, 
3,21×105, 1,85×108 ГЕ/зразок (р≤0,05). Згідно з даними 
літератури, при введенні мишам ванкоміцину, а також 
сальмонел, вміст Proteus spp. збільшується відповідно 
у 4 і 48 разів [20], що схоже з даними, отриманими в ході 
нашого експерименту. Сумарна кількість Enterobacter 
spp., Klebsiella spp. у ІІ групі збільшилася у 18 разів: з 
2,33×105 до 4,24×106 ГЕ/зразок, а у ІІІ та IV групах змен-
шилася у 434 і 358 разів – до значень 5,38×102 і 6,52×102 

ГЕ/зразок (р≤0,05). 
Turnbaugh (2006) у дослідженнях показав, що при 

введенні щурам ванкоміцину у пристінковому вмісті 
тонкої кишки спостерігається зменшення представників 
родини Enterobacteriaceae у 3 рази [21]. У той же час, 
за даними І. Серікова (2008), при введенні ванкоміцину 
кількість ентеробактерій збільшується в 11 разів, а після 
введення сальмонел зменшується у 2 рази [22], що під-
тверджує отримані нами дані. Кількість представників 

Peptostreptococcus anaerobius у групах II, III і IV змен-
шилася у 303, 453 і 300 разів відповідно з початкового 
рівня 1,6×105 до 5,29×102, 3,53×102 і 5,33×102 ГЕ/зразок 
(р≤0,05). Група вчених з Нідерландів виявила зниження 
вмісту пептострептококів цього виду у 10 разів, тоді як 
Kerckhoffs (2009) у дослідах продемонстрував зменшен-
ня P. anaerobius у 5 разів при введенні ванкоміцину і їх 
повну відсутність після введення сальмонел [23]. Чи-
сельність Salmonella spp. у ІІ групі збільшилася у 10 
разів – з 8,62×102 до 8,31×103 ГЕ/зразок, і різкий підйом 
показників до 3,22×106 і 1,20×106 ГЕ/зразок відзначаєть-
ся у ІІІ і IV групах, що відповідає статистичному збіль-
шенню у 3728 і 1393 рази (р≤0,05). За результатами 
досліджень, проведених європейськими вченими, вміст 
сальмонел збільшується після обробки щурів ванкомі-
цином, а також при інфікуванні в 1 і у 1029 разів [24], що 
не суперечить нашим результатам. Також при введенні 
щурам ванкоміцину, S. enteritidis і S. typhimurium збіль-
шується кількість і Shigella spp. у 17, 29 і 98 разів – з 
початкового рівня 5,32×104 до 9,04×105, 1,54×106, 
5,18×106 ГЕ/зразок відповідно (р≤0,05). У той же час, за 
даними Penders J. (2007), виявлялося незначне збіль-
шення шигелл і тільки після введення ванкоміцину [25].

Висновки
1. Отримані дані методом ПЛР-РЧ свідчать про те, 

що антибіотикоіндуковані зміни мікробіоти призводять 
до зміни кількісного та якісного складу пристінкової мі-
крофлори за рахунок впливу ванкоміцину на грампози-
тивні мікроорганізми. При цьому відбувається зниження 
кількості аутохтонних облігатних анаеробних бактерій 
(бактероїдів), елімінація ентерококів, пептострептококів 
і збільшення кількості ентеробактерій, протеїв, клебсієл, 
сальмонел і шигел.

2. Зниження кількості E. coli та Bacteroides spp. при 
введенні S. enteritidis і S. typhimurium супроводжується 
збільшенням у пристінковому вмісті кишечнику таких 
мікроорганізмів, як P. aeruginosa, E. faecalis, E. faecium, 
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Peptostreptococcus 
anaerobius, що, можливо, відбувається внаслідок кон-
курування останніх за мікробіоматерію кишечнику.

3. Отримані результати досліджень обґрунтовують 
необхідність подальшого вивчення процесів взаємодії 
S. enteritidis та S. typhimurium з представниками нор-
мальної мікрофлори кишечнику в умовах проведення 
антибіотикотерапії і формування системної імунної від-
повіді у слизовій оболонці кишечнику, з метою розробки 
ефективних схем лікування гастроентеритів сальмоне-
льозної етіології.
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DETERMINATION QUANTITATIVE 
COMPOSITION OF THE MICROBIOTA IN 
PARIETAL INTESTINAL SURFACE IN RATS 
BY PCR REAL-TIME

Yu.V. Bukіna, O.M. Kamyshny, N.M. Polіshchuk

SUMMARY. An important function of the intestinal mi-
crobiota is to protect the body against pathogens. Dis-
ruption of the balance leads to dysbiotic displays and 
increased susceptibility to bacterial infections. Of par-
ticular interest are the processes of interaction of van-
comycin, Salmonella enteritidis and Salmonella ty-
phimurium representatives on intestinal flora. The data 
obtained by PCR Real-time shows that when vancomy-
cin is administered into the content of the intestine – 
decreased numbers of Bacteroides, Enterococci, Pep-
tostreptococci were observed, along with increased 
numbers of Enterobacteria, Proteus, Klebsiella, Salmo-
nella and Shigella. Administration of S.enteritidis and 
S.typhimurium reduced the number of E.coli and Bac-
teroides spp., while increasing the number of P.aerugi-
nosa, E.faecalis, E.faecium, Enterobacter spp., Klebsi-
ella spp. and Peptostreptococcus anaerobius. There-
fore, there is still a need to further understand the 
processes of interaction between Salmonella enteritidis, 
Salmonella typhimurium and representatives of normal 
intestinal microflora under conditions of systemic anti-
biotic therapy. Additionally, it would be beneficial to in-
vestigate the formation of an immune response in the 
intestinal mucosa, in order to develop effective treatment 
regimens salmonellosis gastroenteritis etiology. 
Key words: parietal microflora, gut microbiota, vanco-
mycin, PCR Real-time.
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