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Целью представленной работы является изоляция бактерий из нефтезагрязненных почв Азербай-
джана, их антибактериальный скрининг и выбор оптимальных условий для максимальной продук-
ции веществ, обладающих антибактериальной активностью, так как исследование необычных и ра-
нее не анализированных источников представляет значительный интерес для выделения штаммов
бактерий с новыми свойствами. В результате проведенных исследований из нефтезагрязненного
образца почвы, собранного в поселке Лёкбатан, были выделены 44 бактериальных штамма, которые
анализировались на наличие антибактериальной активности против одного грамотрицательного и двух
грамположительных условно-патогенных штаммов методом подавления роста. После первичного
скрининга установлено, что 3 штамма продуцировали соединения, обладающие антибактериальной ак-
тивностью, по меньшей мере, против одного индикаторного организма. При скрининге супернатанта
штамм AZ-130 показал сильную антиграмположительную активность и методом секвенирования гена
16S рРНК был идентифицирован как Bacillus vallismortis. Поиск в APD3 показал, что на данный момент
нет известных антибиотиков, продуцируемых бактерий B. vallismortis. Для дальнейшей очистки и ха-
рактеристики антимикробного соединения, продуцируемого данным штаммом, условия выращи-
вания (среда, температура и время культивирования), при которых синтез антимикробного соеди-
нения достигает наивысших значений, были оптимизированы. Исследовано влияние компонентов
четырех сред при четырех различных температурах на продукцию биоактивной молекулы AZ-130.
Супернатанты, собранные от культур AZ-130, выращенных при соответствующих условиях, очища-
ли и анализировали на антибактериальную активность против Staphylococcus aureus методом подав-
ления роста и микроразведения в бульоне. Продукция молекулы AZ-130 достигает наивысшего
уровня при культивировании штамма в среде TB + 2% глюкоза в течение 2 сут при температуре 32°C.
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Антибиотики, являясь очень важными нату-
ральными продуктами для здоровья человека, внес-
ли значительный вклад в борьбу с инфекционными
заболеваниями (Li, Vederas, 2009; Newman, Cragg,
2012). С 1928 года, когда А. Флемингом был открыт
пенициллин, антибиотики стали основным сред-
ством борьбы с такими патогенными микроорга-
низмами, как Staphylococcus aureus, Enterococcus fae-
cium, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa и другими (Fleming, 1929;
Aminov, 2010). Однако в последние годы многие
патогенные бактерии приобретают устойчивость
к антибиотикам (метициллин-устойчивый S. au-
reus (MRSA), устойчивый к карбапенемам A. bau-

mannii (CRAB), полирезистентный P. aeruginosa
(MDR) и т.д.), что приводит к тому, что многие
коммерчески доступные антибиотики постепен-
но теряют свою эффективность (Manchanda et al.,
2010; Okwu et al., 2019). Стремительное увеличение
числа устойчивых к антибиотикам патогенов (Ot-
to, 2013; Prestinaci et al., 2015; Ventola, 2015; van Duin
and Paterson, 2016; Johnning et al., 2018) и существу-
ющие трудности в процессе разработки новых ан-
тибиотиков (Kim 2013; Carrano et al., 2015) стано-
вится серьезной угрозой глобальному здоровью.
Например, в последнее время увеличивается чис-
ло грамотрицательных патогенных бактерий, не-
сущих плазмиду с геном New Delhi metallo-beta-
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lactamase-1 (NDM-1), который способствует воз-
никновению устойчивости почти ко всем имею-
щимся на рынке бета-лактамным антибиотикам
и быстро распространяется между разными вида-
ми бактерий посредством горизонтального пере-
носа генов (Fomda et al., 2014; Khan et al., 2017; Le-
rminiaux, Cameron, 2019). Антибиотикотерапия
инфекций, вызванных бактериями с геном
NDM-1, практически невозможна (Raghunath,
2010; Munita, Arias, 2016).

В то время как число устойчивых к антибиоти-
кам штаммов быстро растет, очень мало новых
антибиотиков-кандидатов проходит через фар-
мацевтическую разработку (Dadgostar, 2019;
Rončević et al., 2019). За последние 20 лет были ли-
цензированы только два новых класса антибакте-
риальных препаратов ‒ линезолид в 2000 г. и дап-
томицин в 2003 г. (Ali et al., 2018). Следовательно,
возникает острая необходимость в поиске и раз-
работке новых безопасных и эффективных анти-
микробных соединений против бактериальных
инфекций. Для разработки новых антибиотиков
очень важно идентифицировать новые, ранее не-
культивированные штаммы-продуценты, так как
большинство применяемых в медицине антибио-
тиков были выделены непосредственно из живых
организмов или представляют собой модифици-
рованные соединения, основные структуры кото-
рых имеют природное происхождение (Jones et al.,
2017; Ali et al., 2018). Одним из важнейших эле-
ментов идентификации новых бактериальных
штаммов является образец, из которого изолиру-
ются бактерии. Известно, что продуцентами 70%
коммерчески доступных антибиотиков являются
почвенные бактерии, принадлежащие, в основ-
ном, к родам Streptomyces и Bacillus (Smith, 2000;
Procópio et al., 2012; Baindara et al., 2013). Вероятной
причиной невозможности идентифицировать но-
вые антимикробные соединения может быть тот
факт, что большая часть микроорганизмов, насе-
ляющих обычные исследуемые образцы почв, по-
чти полностью изучены и идентифицированы.
Считается, что новые биоактивные молекулы мож-
но идентифицировать из необычных источников,
которые никогда не анализировались. Различные
виды бактерий адаптировались и выживали в не-
обычных условиях в течение сотен миллионов
лет, формируя специфическую для данных усло-
вий микробиоту. Естественно, что бактерии, на-
селяющие такие почвы, также выработали специ-
фические метаболиты и механизмы для защиты
от микробов-конкурентов.

Открытие и разработка нового антимикробно-
го соединения, начиная от идентификации цели
до утверждения для продажи, ‒ это очень долгий
и дорогостоящий процесс (Ekins et al., 2019). Одним
из основных шагов в разработке антибиотиков яв-
ляется оптимизация условий культивирования
штамма-продуцента для максимального увеличе-

ния выхода конечного метаболита. Компоненты
среды и их уровни имеют решающее значение для
производства вторичных метаболитов; даже не-
большие изменения в питательной среде могут
повлиять не только на количество целевого мета-
болита, но и на общий метаболический профиль
штамма-продуцента. Поэтому перед началом лю-
бого крупномасштабного производства метабо-
литов необходимо оптимизировать условия роста
штамма-продуцента (Wang et al., 2011; Arul Jose et al.,
2013; Singh et al., 2017).

Учитывая критическую важность разработки
новых антибиотиков, основной целью данной ра-
боты является изоляция бактерий из ранее не
анализированных образцов, их антибактериаль-
ный скрининг и выбор оптимальных условий для
максимальной продукции интересующего нас со-
единения. Для реализации поставленной цели,
мы решили изолировать бактерии из нефтеза-
грязненных почв Азербайджана, которые нико-
гда не были изучены на наличие антимикробной
активности. Как известно, из 8660 тыс. га общей
территории Азербайджана приблизительно
21 тыс. га приходится на долю нефтезагрязненных
почв (Мамедов, Халилов, 2005; Асланов, Сафар-
ли, 2008). Загрязнение почв нефтью отрицатель-
но влияет на окружающую среду, поскольку раз-
ливы нефти сохраняются в почве в течение дли-
тельного времени (Marinescu et al., 2017), что
приводит к изменениям в качестве почвы, расти-
тельности и микробном разнообразии (Margesin
et al., 2003). Учитывая, что в литературе практиче-
ски нет информации об антимикробных свойствах
бактерий, выделенных из нефтезагрязненных
почв Азербайджана, наши шансы на обнаруже-
ние нового штамма с ценными фармацевтиче-
скими и промышленными свойствами возрас-
тают.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изоляция бактерий. Объектом исследования слу-

жил нефтезагрязненный образец почвы (рис. 1а),
собранный с глубины 5‒10 см в поселке Лёкбатан
Гарадагского района города Баку (AZ1063, Азер-
байджан). Изоляция бактериальных штаммов
была осуществлена методом стандартного серий-
ного разведения во Фраунхоферском Центре
Средней Атлантики (США) (Агаева, 2020). Для
этого к 1 г образца добавляли 2 мл однократного
натрий-фосфатного буфера и тщательно переме-
шивали на вортексе. Для осаждения почвенных
частиц, полученную смесь инкубировали при
комнатной температуре 2 ч. По истечении време-
ни инкубации образец подвергался серийному
разведению (от 10–1 до 10–3) в стерильном одно-
кратном натрий-фосфатном буфере. В качестве
плотной питательной среды использовали трип-
тический соевый агар (TSA). Для посева бактерий
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100 мкл неразбавленного и серийно разбавлен-
ных образцов почвенной суспензии наносили на
чашки Петри и равномерно распределяли по по-
верхности питательной среды, используя сте-
рильный шпатель Дригальского. Чашки Петри
инкубировали при 32°С в течение 1‒7 сут. Бакте-
риальные колонии с разными морфологическими
характеристиками, такими как форма колонии,
рельеф и характер поверхности, цвет, хромогенез,
размер и консистенция, формирующиеся в тече-
ние 1‒7 сут, переносили на свежую питательную
среду, очищали и хранили в 15% глицерине при
‒80°С. На данной стадии все изолированные
штаммы считались неизвестными бактериями и
были подвергнуты антибактериальному скри-
нингу.

Антибактериальный скрининг культуры клеток.
Первичный скрининг выделенных бактерий на на-
личие антибактериальной активности проводили
методом подавления роста, как описано Хокет
(Hockett, Baltrus, 2017) с некоторыми модифика-
циями против трех условно-патогенных индика-
торных штаммов: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Enterococcus faecalis и Escherichia fergusonii.
Штаммы Enterococcus faecalis (идентифицирован
методом секвенирования гена 16S рРНК как En-
terococcus faecalis NBRC 100480) и Escherichia fergu-
sonii (идентифицирован методом секвенирования
гена 16S рРНК как Escherichia fergusonii ATCC
35469) были получены во Фраунхоферском Центре
Средней Атлантики, США. Для осуществления
скрининга к 3 мл мягкого агара (0.8%) добавляли
10 мкл свежеприготовленной суспензии штамма-
индикатора (при OD600 = 0.5), полученную смесь

выливали на чашки Петри с TSA средой и остав-
ляли на несколько минут при комнатной темпе-
ратуре для остывания. В результате получали TSA
среду, засеянную штаммом-индикатором. Далее
10 мкл свежеприготовленной суспензии клеток
изолированных культур добавляли на чашки Пет-
ри с TSA средой, содержащей штамм-индикатор
(Balouiri et al., 2016; Hockett, Baltrus, 2017). Чашки
инкубировали 20‒24 ч при 37°С. Активность
определяли по наличию зоны ингибирования
(прозрачного кольца) вокруг того места, где была
добавлена суспензия. Диапазон антибактериальной
активности, или зону подавления роста (ЗПР),
выражали в миллиметрах. Для определения ЗПР
измеряли толщину прозрачного кольца от края
тестируемой колонии до края роста индикатор-
ного штамма. При ЗПР меньше 1 мм активность
оценивали как слабую, больше 1 мм ‒ сильную.

Антибактериальный скрининг супернатанта. Для
того чтобы определить, секретируют ли активные
в культуре бактерии антибактериальное соедине-
ние в культуральную жидкость, супернатанты бы-
ли подвергнуты скринингу. Скрининг по-преж-
нему осуществляли методом подавления роста
(Balouiri et al., 2016; Hockett, Baltrus, 2017). 50 мл
жидкой питательной среды TSB (триптический
соевый бульон) инокулировали одной колонией
активного в культуре штамма и выращивали при
32°С и 180 об./мин в течение 24 ч. По истечении
времени инкубации супернатант очищали от кле-
ток сначала центрифугированием при 10000 g в
течение 15 мин при 4°C культуры, а затем филь-
трованием через 0.22 мкм PES-мембрану (мем-
брану из полиэфирсульфона). Клетки и суперна-

Рис. 1. Место сбора образца нефтезагрязненной почвы, пос. Лёкбатан Гарадагского района города Баку,
Азербайджан (а). Результаты антибактериального скрининга (б): штамм AZ-130 показывает слабую активность в куль-
туре (с) против S. aureus; активность в культуре против E. faecalis отсутствует. Супернатант (s) штамма AZ-130 показы-
вает ~4 мм активность против S. aureus и ~7 мм активность против E. faecalis.

(a) (б)

4 мм

7 мм

слабая
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тант культуры исследуемого штамма наносили на
чашки Петри с TSA средой, содержащей штамм-
индикатор и инкубировали при 37°С в течение
20‒24 ч. Диапазон антибактериальной активно-
сти, выраженной в миллиметрах, определяли пу-
тем измерения диаметра прозрачной зоны (зоны
подавления роста индикаторного организма).

Секвенирование гена 16S рРНК и поиск в APD3
на наличие известных антибиотиков. Идентифика-
ция штаммов, супернатанты которых показали
наибольшую активность, была осуществлена путем
секвенирования гена 16S рРНК, для чего штаммы
были отправлены в лабораторию Charles Liver (223
Lake Drive, Newark, DE, 19702). После идентифи-
кации выбранных изолятов был осуществлен ли-
тературный поиск, чтобы узнать какие известные
антимикробные молекулы продуцируют изоли-
рованные нами штаммы.

Оптимизация состава среды и условий культиви-
рования для максимального производства антибак-
териального соединения. Для определения опти-
мального состава среды, температуры и времени
наивысшей продукции антибактериального со-
единения были проанализированы четыре раз-
личных типа питательных сред (TSB, TSB с 2%
глюкозой, TB, TB с 2% глюкозой) при четырех
различных температурах (18, 25, 32, 37°C). Состав
триптического соевого бульона (TSB): пептон ка-
зеиновый (панкреатический гидролизат) ‒ 17 г/л,
пептон соевый (папаиновый гидролизат) – 3 г/л,
гидроортофосфат калия (K2HPO4) ‒ 2.5 г/л, хло-
рид натрия ‒ 5 г/л, декстроза (глюкоза) ‒ 2.5 г/л;
обезвоженной питательной среды бульона Terrific
(TB): триптон (панкреатический гидролизат ка-
зеина) ‒ 12 г/л, дрожжевой экстракт ‒ 24 г/л, гид-
роортофосфат калия (K2HPO4) ‒ 9.4 г/л, дигидро-
ортофосфат калия (KH2PO4) ‒ 2.2 г/л. Чтобы на-
чальная плотность колоний во всех исследуемых
условиях была одинаковой, 10 мл питательной
среды были инокулированы одной колонией про-
дуцента и инкубированы при 32°C и 250 об./мин в
течение 2 ч (прекультура). Через 2 ч все четыре
исследуемые среды (TB +/‒ глюкоза; TSB +/‒
глюкоза) инокулировали 1 мл прекультуры и
культивировали при соответствующих температу-
рах (18, 25, 32 и 37°C). Через 24, 48 ч и т.д. отбирали
1 мл образца из культуры для анализа. Суперна-
тант очищали от клеточной культуры центрифу-
гированием при 10000 g в течение 15 мин при 4°C
и фильтрованием через 0.22 мкм PES-мембрану.
Вначале все собранные супернатанты были проте-
стированы на ингибирующую активность против
S. aureus ATCC 29213 методом подавления роста,
как описано выше (Hockett, Baltrus, 2017). 10 мкл
отобранных образцов супернатантов наносили на
чашку с TSA средой, содержащую штамм-инди-
катор. Чашки Петри инкубировали при 37°C в те-
чение ночи и измеряли диаметр зоны подавления

роста. Затем, для определения условий, в которых
концентрация антибактериальных единиц самая
высокая, все супернатанты с активностью были
проанализированы методом микроразведения в
бульоне (Coyle et al., 2005), следуя рекомендациям
Института клинических и лабораторных стандартов
(CLSI). 100 мкл супернатанта добавляли в первую
ячейку 96-ячеечного планшета и дважды разбав-
ляли вдоль ряда. Затем в каждую ячейку добавляли
50 мкл S. aureus ATCC 29213 до конечной концен-
трации 5 × 104 клеток на ячейку. Для положитель-
ного контроля (100% рост индикатора) к 50 мкл
среды добавляли 50 мкл индикаторного организма;
отрицательным контролем (отсутствие индикатора)
служила только питательная среда ‒ 100 мкл.
Планшеты закрывали крышкой и инкубировали
при 37°C в течение ночи в открытом пакете (для
удержания влаги внутри). После инкубации из-
меряли оптическую плотность при 650 нм с ис-
пользованием аппарата Molecular Devices Spectra
MaxPlus, а затем в каждую ячейку планшета до-
бавляли 10 мкл реагента для определения жизнеспо-
собности клеток PrestoBlue (“Invitrogen”, A13262) и
инкубировали планшеты при комнатной темпе-
ратуре в течение 30 мин. Измерение флуоресцен-
ции осуществляли при длине волны возбуждения
560 нм и эмиссии 590 нм с использованием флуо-
ресцентного считывателя микропланшетов (Flu-
orescent microplate reader).

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия (ВЭЖХ). Для того чтобы определить, что ан-
тибактериальная активность обусловлена одним
действующим компонентом супернатанта, а не
несколькими, супернатант, собранный и очи-
щенный из культуры, выращенной в 50 мл ТВ
среды при 32°С в течение ночи, был проанализи-
рован методом обращенно-фазовой ВЭЖХ. В каче-
стве контроля использовали среда ТВ. Для ВЭЖХ
100 мкл анализируемого материала загружали в
колонку с обращенной фазой С18 Zorbax Eclipse
XDB-C18 (4.6 × 150 мм, номер по каталогу 993967-
902) с использованием Agilent 1100 HPLC. В каче-
стве подвижных фаз использовали ВЭЖХ
H2O/0.1% TFA (трифторуксусная кислота) (буфер
Д) и ацетонитрил/0.1% TFA (буфер Б). Элюцию
осуществляли в градиенте 5‒95% буфера Б.
24 фракции объемом 1 мл собирали в течении пер-
вых 24 мин. Анализ на наличие активности осу-
ществляли методом подавления роста против
S. aureus ATCC 29213, для чего 10 мкл каждой
фракции и загруженного материала наносили на
чашку с TSA средой, засеянной штаммом-инди-
катором.

Сравнительный анализ активности супернатан-
тов различных культур. Для осуществления срав-
нительного анализа супернатантов 50 мл ТВ сре-
ды инокулировали одной колонией продуцента.
Колбы инкубировали в течение 22‒24 ч при 32°C
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и 220 об./мин. По истечении времени инкубации
супернатанты были очищены от клеточной куль-
туры путем центрифугирования при 10000 g (30 мин
при 4°C) и фильтрования через 0.22 мкм PES-мем-
брану. Анализ отобранных образцов против S. au-
reus ATCC 29213 и E. faecalis осуществляли мето-
дом подавления роста, а против самих продуцен-
тов ‒ как методом подавления роста, так и
микроразведения в бульоне, методика проведе-
ния которых описана выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
44 бактериальных штамма были выделены из

нефтезагрязненного образца почвы, собранного в
поселке Лёкбатан Гарадагского района города Баку,
и проверены на антибактериальную активность
против трех условно-патогенных индикаторных
организмов методом подавления роста. После
первичного скрининга из 44 выделенных культур
только 3 обладали активностью (рис. 1б). Культу-
ра штамма AZ-130 показала слабую активность
против грамположительного штамма S. aureus и
грамотрицательного E. fergusonii, культура штам-
ма AZ-134 показала слабую активность против
E. faecalis, а культура штамма AZ-195 ‒ слабую ан-
тиграмположительную активность против S. aureus
и E. faecalis. Все 3 активные в культуре изолята были
проанализированы на наличие активности в бес-
клеточном культуральном супернатанте. Из трех
протестированных штаммов только AZ-130 обла-
дал сильной антиграмположительной активно-
стью в супернатанте против S. aureus (ЗПР = 4 мм)
и E. faecalis (ЗПР = 7 мм) (рис. 1б). Учитывая
сильную активность в супернатанте, для дальней-
шей характеристики был выбран штамм AZ-130.
Описание колонии AZ-130: форма – круглая,
профиль – выпуклый, контур края – ровный, по-
верхность – шероховатая, цвет ‒ бежевый, раз-
мер ‒ средний.

На следующем этапе для максимальной про-
дукции антимикробного соединения штаммом
AZ-130 были протестированы 16 различных усло-
вий культивирования. Собранные по истечении
определенного времени супернатанты, очищен-
ные из культур, выращенных в соответствующих
условиях, были вначале проанализированы на
наличие антибактериальной активности методом
подавления роста (табл. 1). Как видно из табл. 1,
супернатанты, собранные на 1, 2 и 3 сут из куль-
тур, выращенных при 18°C, не обладали никакой
активностью. При трех других тестируемых тем-
пературах производство антимикробного соеди-
нения зависело как от компонентов среды, так и
от времени и температуры инкубации. Продук-
ция биоактивной молекулы штаммом AZ-130,
выращенным в питательной среде TSB, возрастала
по мере увеличения температуры и времени инку-
бации в течение первых двух суток (ЗПР на 1 сут:

при 25°C ‒ отсутствует, при 32°C ‒ 8 мм, при 37°C ‒
11 мм; ЗПР на 2 сут: при 25°C ‒ 6 мм/неполная,
при 32°C ‒ 11 мм и при 37°C ‒ 12 мм) и уменьша-
лась на 3 или 5 сут (ЗПР при 25°C ‒ отсутствует,
при 32°C ‒ 4 мм и при 37°C ‒ 10 мм).

Производство антибактериального соединения
AZ-130 штаммом AZ-130, выращенным в среде
TB, также колеблется в зависимости от темпера-
туры роста и времени инкубации. Слабая актив-
ность в супернатанте, наблюдаемая на 1 сут при
25°C, резко возрастала до высокой активности в
11‒12 мм при 32 и 37°C. Такая же тенденция к уве-
личению активности в супернатантах наблюдалась
на 2 сут (ЗПР при 25°C ‒ 9 мм, при 32°C ‒ 11 мм,
при 37°C ‒ 11 мм). Активность AZ-130 в суперна-
танте частично уменьшалась на 3 или 5 сут (ЗПР при
25°C ‒ слабая, при 32°C ‒ 7 мм, при 37°C ‒ 5 мм/не-
полная).

Штамм AZ-130, выращенный в питательной
среде TSB + 2% глюкоза, не продуцировал доста-
точное количество соединения на 1 сут. Однако
на 2 сут концентрация антибактериального со-
единения увеличивалась по мере повышения
температуры (ЗПР при 25°C ‒ отсутствует, при
32°C ‒ слабая, при 37°C ‒ 11 мм) и снова умень-
шалась на 3 или 5 сут (ЗПР при 25°C ‒ отсутствует,
при 32°C ‒ отсутствует и при 37°C ‒ 7 мм).

Что касается среды TB + 2% глюкоза, то при
культивировании на ней штамм AZ-130 продуци-
ровал антимикробное соединение при 32 и 37°C.
Активность AZ-130, культивированной в данной
среде при 32°C, увеличивалась с 4 мм на 1 сут до
8 мм на 2 сут и незначительно снижалась до 7 мм
на 5 сут. Аналогичная тенденция в активности
AZ-130 наблюдалась при температуре культиви-
ровании 37°C (ЗПР на 1 сут ‒ 10 мм, на 2 сут ‒
12 мм и на 5 сут ‒ 10 мм).

Подводя итог результатов анализа методом по-
давления роста, можно сделать вывод, что штамм
AZ-130 производит наибольшее количество анти-
микробного соединения при культивировании
при 32 и 37°C. Мы не обнаружили какую-либо ак-
тивность в супернатантах культур AZ-130, выра-
щенных при 18°C. Некоторая активность наблю-
далась в супернатантах из культур AZ-130, выра-
щенных при 25°C, но эта активность не была
настолько выраженной, как в супернатантах из
культур, выращенных при 32 и 37°C.

На следующем этапе, чтобы сравнить концен-
трацию антибактериальных единиц в активных
супернатантах из культур, выращенных при 32 и
37°C, они были проанализированы методом мик-
роразбавления в бульоне (табл. 2).

Наибольшая продукция соединения AZ-130
штаммом AZ-130, выращенным при 32°C, в трех
из четырех протестированных сред наблюдалась
на 2 сут. Супернатант, собранный из TSB + 2%
глюкоза активен после 8-кратного, из TSB ‒ по-
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сле 16-кратного и из TB + 2% глюкоза ‒ после 32-
кратного разведения. Супернатант, собранный из
TB среды, показывает свою максимальную актив-
ность в 16-кратного разведения на 1 сут.

Как видно из результатов анализа супернатан-
тов из тестируемых сред при 37°C, активность
разведенного в 16 раз супернатанта, полученного
из среды TB + 2% глюкоза, стабильна даже после

5 сут инкубации. Супернатанты AZ-130, собран-
ные из сред TB и TSB при 37°C, показали макси-
мальную 16-кратную активность на 2 сут; супер-
натанты, собранные из TSB + 2% глюкозы, пока-
зали максимальную 8-кратную активность на 2 и
5 сут.

Супернатанты, анализированные методом
микроразведения в бульоне, также были проана-

Таблица 1. Суммарная таблица активности собранных супернатантов (СН) штамма AZ-130 против S. aureus
ATCC 29213, проанализированных методом подавления роста

Примечание. “–” – отсутствие активности; СН – супернатант; сл. – слабая активность; неполн. – неполное ингибирование.

Температура Среда
Зона подавления роста (ЗПР), мм

СН, 1 сут СН, 2 сут СН, 3 сут/5 сут

18°C

TSB – – –

TB – – –

TSB + 2% глюкоза – – –

TB + 2% глюкоза – – –

25°C

TSB – 6/неполн. –

TB Сл. 9 Сл.

TSB + 2% глюкоза – – –

TB + 2% глюкоза – – –

32°C

TSB 8 11 4

TB 12 11 7

TSB + 2% глюкоза – Сл. –

TB + 2% глюкоза 4 8 7

37°C

TSB 11 12 10

TB 11 11 5 /неполн.

TSB + 2% глюкоза – 11 7

TB + 2% глюкоза 10 12 10

Таблица 2. Суммарная таблица активности собранных супернатантов штамма AZ-130 против S. aureus ATCC
29213, проанализированных методом микроразведения в бульоне

Примечание. СН – супернатант; неразб. – неразбавленный.

Температура Среда
Супернатант активен при разбавлении

СН, 1 сут СН, 2 сут СН, 5 сут

32°C

TSB 8 16 8

TB 16 8 8

TSB + 2% глюкоза Неразб. 8 4

TB + 2% глюкоза 16 32 16

37°C

TSB 8 16 8

TB 8 16 8

TSB + 2% глюкоза Неразб. 8 8

TB + 2% глюкоза 16 16 16
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лизированы на жизнеспособность клеток штамма-
индикатора путем добавления ко всем ячейкам
96-ячеечного планшета реагента PrestoBlue. Ви-
зуальное подтверждение наличия живых клеток
штамма-индикатора определяли по изменению
цвета в ячейке. Синий цвет означал отсутствие
живых клеток, то есть полное ингибирование, а
розовый – наличие живых клеток условно-пато-
генного штамма. После добавления PrestoBlue,
достоверность всех полученных выше результа-
тов подтвердили результаты измерения флуорес-
ценции в ячейках при возбуждении 560 нм и
эмиссии 590 нм. Полученные результаты полно-
стью подтвердили измерения оптической плот-
ности.

Согласно полученным результатам, макси-
мальная продукция биоактивного соединения
AZ-130 наблюдалась при культивировании штам-
ма-продуцента в питательной среде TB + 2% глю-
коза при 32°C в течение 2 сут. Число ингибирую-
щих единиц в супернатанте из этой среды было,
как минимум, в два раза выше по сравнению со
всеми другими исследуемыми условиями. На-

блюдаемая активность высокая и стабильная, по-
скольку биомолекула AZ-130 не теряет активно-
сти даже после 5 сут инкубации.

На следующем этапе, для того чтобы опреде-
лить количество антибактериальных компонен-
тов в супернатанте штамма AZ-130, супернатант и
ТВ среда были проанализированы методом С18
ВЭЖХ (рис. 2).

В процессе ВЭЖХ, начиная с момента инъек-
ции материала, фракции объемом 1 мл были со-
браны и проанализированы на наличие активности
против S. aureus ATCC 29213. Пик в хроматограм-
ме со временем удерживания 12.854 мин соответ-
ствует фракции 13, продолжение этого пика также
наблюдается во фракции 14. Судя по хромато-
грамме, концентрация соединения во фракции 14
должна быть меньше, что и подтверждают резуль-
таты анализа собранных фракций методом подав-
ления роста. Загруженный в колонку супернатант
обладал активностью равной 14 мм, фракция 13 и
14 – слабая и очень слабая соответственно. Если
сравнить хроматограммы (рис. 2) супернатанта
AZ-130 и контроля, а также учитывая результаты

Рис. 2. C18 ВЭЖХ хроматограммы ТВ среды (а) и супернатанта AZ-130 (б).
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антибактериального скрининга, пик со временем
удерживания 12.854 мин соответствует активной
биомолекуле, продуцируемой штаммом AZ-130.
Отсутствие активности во всех остальных фрак-
циях свидетельствует о том, что штамм AZ-130
продуцирует одно соединение с антибактериаль-
ной активностью (Rt 12.854 мин). Как видно из
результатов, высокая активность, наблюдаемая в
супернатанте, ослабевает в собранных фракциях,
что непосредственно связано с объемами анали-
зируемых материалов. Так, объем загруженного в
колонку супернатанта был 100 мкл, а общий объем
активных фракций 13 и 14 – 2 мл, что означает, что
активность разбавляется приблизительно в 20 раз.

Штамм AZ-130, обладающий сильной и ста-
бильной активностью в супернатанте, путем секве-
нирования гена 16S рРНК был идентифицирован
как Bacillus vallismortis. Поиск в APD3 показал, что
на данный момент нет известных антибиотиков,
продуцируемых бактерией B. vallismortis. С другой
стороны, B. vallismortis очень схожа с B. subtilis, ко-
торая является продуцентом ряда антибактери-
альных соединений (Sumi et al., 2015; Caulier et al.,
2019). Для выявления сходств и различий в меха-
низмах активности антибактериальных соедине-
ний штаммов AZ-130 и B. subtilis был осуществлен
сравнительный анализ супернатантов этих куль-
тур. Штамм B. subtilis был получен во Фраунхо-
ферском Центре Средней Атлантики, США и
идентифицирован методом секвенирования гена
16S рРНК как Bacillus subtilis ssp. spizizenii str.
NBRC 101239. Результаты анализа супернатантов
из культур AZ-130 и B. subtilis методом подавления
роста против штаммов S. aureus ATCC 29213 и
E. faecalis (табл. 3), показывают, что штаммы
AZ-130 и B. subtilis обладают высокой антиграм-
положительной активностью в супернатанте. Од-
нако, учитывая, что условия инокуляции и роста
обеих штаммов являлись одинаковыми, актив-
ность супернатанта AZ-130 (против S. aureus ATCC
29213 – 7 мм, E. faecalis – 10 мм) значительно выше
по сравнению с B. subtilis (S. aureus ATCC 29213 –
слабая, E. faecalis – 7 мм).

Собранные супернатанты были также проана-
лизированы на ингибирующую активность про-
тив самих штаммов и друг против друга (табл. 3).

Как выяснилось, супернатант B. subtilis показал
активность в 9 мм против штамма AZ-130, в то
время как супернатант AZ-130 не обладал актив-
ностью против штамма B. subtilis. Анализ супер-
натантов методом микроразведения в бульоне
подтвердил результаты, полученные методом по-
давления роста: супернатант B. subtilis, даже при
8-кратном разбавлении, полностью ингибирует
рост штамма AZ-130, однако в супернатанте AZ-130
не отмечено никакой активности против штамма
B. subtilis. Учитывая, что продуценты обладают
устойчивостью к антимикробным соединениям,
которые они продуцируют, подавление роста
штамма AZ-130 супернатантом B. subtilis указыва-
ет на возможные различия в структуре и механиз-
мах действия антибактериальных веществ, секре-
тируемых штаммами AZ-130 и B. subtilis.

Количество выделенных бактерий, отличаю-
щихся друг от друга морфологическими характе-
ристиками, свидетельствует о целесообразности
поиска новых штаммов с полезными свойствами
в загрязненных нефтью почвах Азербайджана.
Судя по нашим результатам, этот тип почвы мо-
жет служить источником бактерий, продуцирую-
щих антимикробные препараты. Штамм AZ-130,
идентифицированный как Bacillus vallismortis,
продуцирует антимикробное соединение AZ-130,
которое обладает сильной антиграмположительной
активностью. Механизм активности антимик-
робного соединения, продуцируемого штаммом
AZ-130, отличается от антибактериальных соеди-
нений, секретируемых штаммом B. subtilis. Полу-
ченные результаты подтверждают важность опти-
мизации даже самых незначительных параметров
при культивировании микроорганизмов. Компо-
ненты питательной среды, температура и время
инкубации играют важную роль в продукции
биомолекулы AZ-130 бактериальным штаммом
AZ-130.
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Таблица 3. Суммарная таблица активностей супернатантов, собранных из культур AZ-130 и B. subtilis

Примечание. “–” – отсутствие активности; сл. – слабая активность; н/а – не анализировали.

Штамм
Супернатант B. vallismortis AZ-130 Супернатант B. subtilis

ЗПР, мм активное разведение ЗПР, мм активное разведение

S. aureus ATCC 29213 7 Н/а Сл. Н/а
E. faecalis 10 Н/а 7 Н/а
B. vallismortis AZ-130 – – 9 8
B. subtilis – – – –
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Abstract—The goal of the presented work was to isolate bacteria from oil-contaminated soils of Azerbaijan,
screen them for their antibacterial activity, and determine the optimal conditions for production of the anti-
bacterial compounds of interest, since unusual and previously unanalyzed sources are of significant interest
for the isolation of bacterial strains with novel properties. This work resulted in isolation of 44 bacterial strains
from an oil-contaminated soil sample collected in the Lokbatan settlement, which were analyzed for the pres-
ence of antibacterial activity against two gram-positive and one gram-negative opportunistic pathogenic
strains using the growth inhibition assay. After initial screening, 3 strains showed an antibacterial activity
against at least one test organism. Supernatant screening of strain AZ-130 revealed its strong anti-gram-pos-
itive activity. The isolate was identified as a Bacillus vallismortis strain (99%) by 16S rRNA gene sequencing.
A search in APD3 showed that currently there are no known antibiotics produced by B. vallismortis. To further
purify and characterize the antimicrobial compound produced by this strain, the growth conditions (medium,
incubation temperature, and cultivation time) at which production of the antimicrobial compound reached
the highest values   were optimized. The effect of the components of four media at four different temperatures
on the production of the AZ-130 bioactive molecule was investigated. The supernatants collected from AZ-
130 cultures grown under appropriate conditions were purified and assayed for antibacterial activity against
S. aureus by the growth inhibition and broth microdilution methods. Production of the AZ-130 molecule
reached its highest level when the strain was cultivated in a TB + 2% glucose medium for 2 days at a tempera-
ture of 32°C

Keywords: antibacterial agents, antimicrobial activity, antibiotics, bioactive molecules, secondary metabolite,
natural products, media optimization, pathogenic bacteria, primary metabolite, cultivation conditions
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