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Аннотация. Цель исследования – изучить агглютинирующую способность пяти изолятов – А1, 
А2, А3, А4, BS1, выделенных из активного ила на селективных средах, характерных для ряда мик-
робных культур, доминирующих в активном иле и участвующих в процессах формирования мик-
робных агрегатов. Изучены морфологические свойства выделенных изолятов и их лектиновая 
активность, физиолого-биохимические свойства отдельных изолятов, осуществлена идентифи-
кация микроорганизмов в их составе. Оценена способность к синтезу экзополисахаридного мат-
рикса у выбранных изолятов, а также седиментация активного ила под действием компонентов 
нативного раствора и культуральной жидкости изолята BS1. По результатам оценки способно-
сти к агглютинации для дальнейшей работы были выбраны изоляты BS1 и А2 в качестве проду-
центов внеклеточных лектинов и объектов агглютинации соответственно. Физиолого-
биохимические свойства и молекулярно-генетическая идентификация изолята BS1 позволила 
установить степень идентичности 96,19% с известными культурами р. Bacillus; для изолята A2 
была зарегистрирована степень идентичности 92,93% c известными культурами p. Shigella и 
p. Escherichia. Для оценки способности к синтезу матрикса биопленки изоляты BS1 и A2 выращи-
вались на агаризованной питательной среде с добавлением красителя конго красного. Получен-
ные результаты показали, что изоляты способны синтезировать экзополисахаридный матрикс, 
который является основным компонентом бактериальных биопленок. Результаты изучения про-
цессов седиментации активного ила под влиянием нативного раствора и культуральной жидко-
сти изолята BS1 показали, что скорость седиментации активного ила значительно увеличива-
лась при внесении суспензии клеток изолята BS1 в начальный период седиментации, а при внесе-
нии нативного раствора изолята BS1 – по истечении 5 мин контакта. Полученные эксперимен-
тальные данные позволяют предложить использование сред – источников внеклеточных лекти-
нов бактерий, в качестве коагулянта (флокулянта) для седиментации активного ила.  
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Abstract. We examine the agglutinating ability of five compounds, namely, A1, A2, A3, A4 and BS1, isolated 
from activated sludge on selective media typical of a number of dominant microbial cultures that contribute to 
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the formation of microbial aggregates. The morphological properties of the isolates and their lectin activity, 
as well as the physiological and biochemical properties of individual isolates were studied; microorganisms in 
their composition were identified. We assessed the capacity of the isolates under study to synthesize an  
exopolysaccharide matrix, as well as the sedimentation of activated sludge under the action of the native 
solution and culture liquid of the BS1 isolate. Based on their capacity to agglutinate, the BS1 and A2 isolates 
were selected for further research as producers of extracellular lectins and objects of agglutination, respec-
tively. The biophysiochemical properties and molecular-genetic identification of the BS1 isolate allowed the 
degree of identity with r. Bacillus to be defined (96.19%); for the A2 isolate, 92.93% identity with p. Shigella 
and p. Escherichia was determined. To assess the capacity to synthesize a biofilm matrix, the BS1 and A2 
isolates were cultivated on an agar nutrient solution using Congo Red dye. According to the obtained results, 
the isolates are capable of synthesizing an exopolysaccharide matrix, the main component of bacterial bio-
films. The research results on the sedimentation of activated sludge induced by the native solution and cul-
ture liquid of BS1 showed the following. The sedimentation rate of activated sludge increased significantly at 
the beginning of the process upon adding a BS1 cell suspension, while the introduction of the native solution 
of BS1 intensified the process following 5 minutes of contact. The obtained experimental data suggest that 
the media containing extracellular bacterial lectins can be effectively used as a coagulant (flocculant) for the 
sedimentation of activated sludge.  
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ВВЕДЕНИЕ  
Биологическая трансформация загрязняю-

щих веществ играет важную роль в процессах 
биологической очистки сточных вод сообще-
ством агрегированных микроорганизмов в виде 
суспензии активного ила, а также иммобилизо-
ванной биомассы в виде биопленки. В формиро-
вании биопленки в свою очередь очень важны 
лектины, необходимые для правильной архитек-
туры и прочности биопленки, они отвечают за 
связывание микробных клеток между собой 
и/или с поверхностью для иммобилизации, [1].  

Лектины – это гликопротеины, способные 
связывать углеводные остатки на поверхности 
клетки, вызывая их агглютинацию [2, 3]. Было 
обнаружено, что эти белки присутствуют в любой 
живой системе от вирусов до человека и играют 
фундаментальную роль в процессах углевод-
белкового узнавания в организме хозяина и мик-
робных сообществ в целом [4, 5]. В настоящее 
время особый интерес вызывают лектины, синте-
зируемые бактериями, в связи с перспективой ис-
пользования их в различных медико-биоло-
гических, биотехнологических и исследовательских 
задачах.  

В литературе имеются данные об использо-
вании растительных материалов в качестве при-
родных коагулянтов [6], примером которых яв-
ляются семена, богатые лектинами. Однако за-
траты на получение очищенных растительных 
лектинов довольно существенны. Ввиду этого 
очевидный интерес представляет изучение мик-
робных лектинов. 

Цель данной работы состояла в изучении аг-
глютинирующей способности микробных культур, 
выделенных из активного ила. В процессе ис-

следования решались следующие задачи: 
1. Получение изолятов сообщества активного 

ила очистных сооружений г. Зеленодольск, Рес-
публика Татарстан. 

2. Анализ культурально-морфологических при-
знаков полученных изолятов и оценка активности 
внеклеточных лектинов культур в их составе. 

3. Идентификация микроорганизмов в соста-
ве изолятов, проявивших наибольшую способ-
ность к агглютинации клеток, и исследование их 
физиолого-биохимических свойств. 

4. Визуализация реакции бактериальной аг-
глютинации с выбранными образцами. 

5. Оценка способности идентифицированных 
изолятов к синтезу экзополисахаридного матрик-
са биопленки.  

6. Анализ эффективности бактериальных лек-
тинов отдельных культур в качестве коагулянта 
(флокулянта) для седиментации активного ила. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объектов исследования были 

рассмотрены: 
‒ активный ил биологических очистных со-

оружений г. Зеленодольск по очистке комму-
нально-бытовых сточных вод и выделенные из 
его сообщества изоляты А1, А2, А3, А4, а также 
изолят культуры Bacillus subtilis (BS1); 

‒ культура Bacillus subtilis, выделенная из ле-
карственного препарата Споробактерин (ООО «Ба-
корен», Россия). 

Выделенные изоляты и препаративные культу-
ры представляли интерес для исследования аг-
глютинации на основании их распространенности в 
микробном сообществе активного ила, а также их 
участии в процессах агглютинации клеток на осно-
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вании ранее полученных данных [7, 8]. 
Изолят BS1 и культура Bacillus subtilis рас-

сматривались в качестве продуцентов внекле-
точных лектинов.  

Клетки бактерий изолятов А1, А2, А3, А4 рас-
сматривались в качестве объектов агглютинации.  

Методы исследования. Получение чистых 
культур изолятов осуществляли высевом на 
плотные питательные среды суспензии активно-
го ила методом Дригальского

1
. 

Для выделения изолятов A1, A2, A3, A4 ис-
пользовали селективную синтетическую пита-
тельную среду Фенилаланин агар [9], характер-
ную для накопления культур р. Acinetobacter, со-
став которой представлен в табл. 1. 

 

Таблица 1. Состав питательной среды «Фенилаланин 

агар» для накопления культур рода Acinetobacter 
 

Table 1. "Phenylalanine agar" medium composition for  
genus Acinetobacter accumulation 
 

Компонент Концентрация, г/л 

L‒Фенилаланин 2,0–3,0 
NaCl 5,0 
Na2SO4 2,0 
KH2PO4 1,0 
K2HPO4 2,5 
MgSO4 0,1 
Агар микробиологический 15,0 

 

Основной селективный фактор данной пита-
тельной среды – L-фенилаланин, являющийся 
единственным источником азота и углерода. 

Получение изолята BS1, содержащего клетки 
спорообразующей Bacillus subtilis, осуществляли 
на мясопептонном агаре. Суспензию активного 
ила предварительно прогревали при температу-
ре 70 ºС в течении 45 мин для обеспечения ли-
зиса вегетативных клеток [10, 11].  

Физиолого-биохимические свойства бактерий 
изучали согласно стандартным методикам, также 
представленным в «Практикуме по микробиоло-
гии»

1
. Подвижность клеток определяли приго-

товлением препарата «висячая капля»
1
. 

Молекулярно-генетическую идентифика-
цию микроорганизмов осуществляли путем 
определения нуклеотидной последовательно-
сти 16S рРНК с использованием стандартных 
праймеров 72s (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3′) и 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) 
[12, 13]. Процедура идентификации проводилась 
на базе Института экологии и природопользова-
ния, а также на  базе  Междисциплинарного  цен- 
тра коллективного пользования Казанского (При-
волжского) федерального университета.  

Данная процедура проводилась в два этапа:  
1. Выделение бактериальной геномной ДНК. 

2. Секвенирование по методу Сэнгера. 
Выделение бактериальной геномной ДНК 

проводили с помощью набора реагентов FastDNA 
Spin Kit For Soil

2
. Клетки и органеллы подвергали 

механическому разрушению, для чего 0,3 г био-
массы бактерий суспендировали в натриево-
фосфатном буфере и МТ-буфере, после перено-
сили в гомогенизатор (30 с, 1500 об./мин) и цен-
трифугировали (5 мин, 14000 об./мин). В осадке 
оставались крупные внутриклеточные органел-
лы, обломки клеток и полуразрушенные бакте-
рии, ДНК оставалась в супернатанте. Для оса-
ждения белков к отобранному супернатанту, со-
держащему ДНК, добавляли 250 мкл раствора 
PPS (PPS Silent Surfactant), перемешивали и 
центрифугировали (5 мин, 14000 об./мин).  

Закрепление ДНК на матриксе проводили 
следующим образом: осадок отбрасывали, полу-
ченный супернатант смешивали с 1 мл Binding 
Matrix и перемешивали на ротаторе в течение 
10 мин. Далее проводили закрепление ДНК на 
колонке Spin. Для этого 600 мкл полученного 
раствора переносили на колонку Spin и центри-
фугировали (1 мин, 14000 об./мин) до тех пор, 
пока весь исследуемый раствор не будет израс-
ходован. 

ДНК очищали от реактивов и клеточных остат-
ков путем использования 500 мкл раствора гуани-
дин-тиоционата, который помещали на колонку и 
центрифугировали (1 мин, 11000 об./мин). Полу-
ченную надосадочную жидкость отбрасывали. 
На колонку помещали 500 мкл SEWS-M и цен-
трифугировали (1 мин, 14000 об./мин) при ком-
натной температуре. Для удаления SEWS-M и дру-
гих реактивов жидкость со дна пробирки удаляли и 
центрифугировали колонку (2 мин, 14000 об./мин) 
при комнатной температуре. Полученную колон-
ку с очищенными ДНК/РНК помещали в чистую 
пробирку Eppendorf и оставляли сохнуть на воз-
духе в течение 5 мин. Затем в середину колонки 
аккуратно добавляли 50 мкл DES (апирогенная 
вода без ДНКазы) и центрифугировали (1 мин, 
14000 об./мин) при комнатной температуре для 
сбора элюата в пробирке.  

Определение первичных нуклеотидных по-
следовательностей ДНК проводили с помощью 
секвенирования по методу Сэнгера

3
. Постановка 

сиквенсной реакции проводилась с использова-
нием ген-специфических праймеров и набора 
реактивов Big Dyе Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Kit (Applied Biosystems, США) в объеме 
10 мкл. Для подтверждения мутации прочтение 
осуществлялось с обоих праймеров – прямого и 
обратного. Реакцию проводили, используя ам-
плификатор Veriti (Applied Biosystems, США) по 

   

1
Нетрусов А. И., Егорова М. А., Захарчук Л. М. Практикум по микробиологии. М.: ИЦ «Академия»: 2005. 608 с. 

2
FastDNA SPIN Kit for Soil. URL: http://dmoserv3.whoi.edu/data_docs/IODP_347/FastDNA_Spin_Kit_for_Soil (29.07.2021). 

3
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. URL: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_081527.pdf 

(29.07.2021). 
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следующему температурному протоколу: пред-
варительная денатурация – при температуре 
96 ºС (1 мин); 26 циклов при температуре: 96 ºС 
(10 с), 50 ºС (5 с), 60 ºС (4 мин). 

Очистка сиквенсной реакции осуществлялась 
в следующей последовательности: 

1) в пробирку с ПЦР-продуктом добавляли по 
40 мкл смеси ацетата аммония с этанолом на 
каждые 10 мкл ПЦР-смеси;  

2) пробирки вортексировали и инкубировали 
смесь при комнатной температуре в темноте в 
течение 30 мин; 

3) после пробы центрифугировали 30 мин 
при 2500 об./мин;  

4) полученный супернатант аккуратно удаля-
ли, осадок промывали 150 мкл охлажденного 
80%-го этанола с последующим центрифугиро-
ванием в течение 10 мин при 2500 об./мин;  

5) этанол удаляли, осадок высушивали при 
температуре 55 ºС в амплификаторе и растворя-
ли в 10 мкл Hi-Di-формамида;  

6) перед секвенированием пробы денатури-
ровали в течение 2 мин при 95 ºС; 

7) детекция продуктов секвенирования про-
водилась в автоматическом режиме методом 
капиллярного электрофореза на приборе 
ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems, США). 

Полученные результаты сравнивали с базой 
данных NCBI с помощью пакета программ BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

Определения лектиновой активности прово-
дили путем периодического культивирования мик-
роорганизмов в аэробных условиях при темпера-
туре 37 ºC в течение 18 ч. В качестве питательной 
среды использовали мясопептонный бульон. По-
сле активации микробные суспензии центрифуги-
ровали при 8000 об./мин в течение 10 мин.  

Нативный раствор (н.р.) изолята BS1 и Bacil-
lus subtilis для реакции агглютинации получали 
путем центрифугирования культуральной жидко-
сти при 10000 об./мин в течение 30 мин.  

Бактериальные клетки, оставшиеся после 
первого центрифугирования, трижды отмывали в 
физиологическом растворе при 8000 об./мин, в 
течение 10 мин, а затем доводили до 2%-й сус-
пензии клеток и использовали в дальнейшем 
эксперименте.  

Реакцию агглютинации проводили в специ-
альных планшетах для иммунологических реак-
ций с U-образными лунками: в лунках планшета 
готовили серию последовательных разведений 
нативного раствора по 0,05 мл, затем в каждую 
лунку добавляли 0,05 мл 2%-й суспензии бакте-
риальных клеток, реакцию проводили при 24 ºС в 
течение 2 ч.  

Активность лектинов выражали как макси-
мальное разведение лектинов, при котором 

наблюдается агглютинация бактериальных кле-
ток. Расчет полученных результатов проводили 
по формуле AG = 2

n-1
, где AG ‒ агглютинирую-

щая активность (титр, единиц), n ‒ разведение 
(лунка), при котором наблюдается агглютинация 
бактериальных клеток [14]. 

Оценка способности бактерий к синтезу 
экзополисахаридного матрикса. Способность 
культур к выделению экзополисахаридного мат-
рикса оценивали с помощью методики, предло-
женной D. J. Freeman [15]. Для этого анализиру-
емые штаммы выращивали на поверхности 
плотной питательной среды, помимо основных 
питательных компонентов содержащей специ-
фический краситель конго красный. Образование 
матрикса оценивали по цвету выросших колоний. 
Согласно данному методу, отсутствие матрикса 
определяется по белому цвету колоний, умерен-
ная способность к синтезу матрикса – по крас-
ным колониям, выраженная способность – по 
черному цвету колоний [16]. 

Седиментация активного ила. Исследова-
ния проводились в цилиндре объемом 100 мл, 
диаметром 60 мм и высотой столба жидкости 
135 мм. Седиментация ила описывалась кривы-
ми Кинша [17] с фиксированием границы разде-
ла вода–ил. Данные измерений заносились в 
таблицу, а затем отображались графически. 

Для каждого временного промежутка рассчи-
тывалась скорость осаждения (скорость седи-
ментации) активного ила по регистрации грани-
цы раздела фаз в цилиндре в рассматриваемый 
момент времени. 

Скорость осаждения активного ила, υ, 
мм/мин, для каждого временного промежутка 
рассчитывалась по формуле: 

 

1 2 ,
H H

T






 

 
где Н1-Н2 — разница высот границы раздела 
ил–вода на рассматриваемом временном участ-
ке, мм; ΔT — продолжительность временного 
участка между высотами Н1 и Н2, мин. 

Седиментационные свойства ила исследова-
лись для дозы (концентрации) ила 2,9 г/л.  

Дозу ила определяли по методике ФР 
1.31.2008.04398

4
. 

Для исследования процесса седиментации 
под действием внеклеточных лектинов исполь-
зовались следующие образцы: 

– активный ил биологических очистных со-
оружений г. Зеленодольск (100 мл) в качестве 
контроля; 

– контроль (98 мл) + нативный раствор BS1 (2 мл); 
– контроль (98 мл) + нативный раствор Bacil-

lus subtilis (2 л); 
   

4
ФР 1.31.2008.04398. Методика выполнения измерений дозы ила по объему и расчету илового индекса Элек-

тронный ресурс. URL: https://meganorm.ru/Index2/1/4293790/4293790509.htm (29.07.2021). 

https://meganorm.ru/Index2/1/4293790/4293790509.htm
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– контроль (98 мл) + суспензия BS1 (2 мл); 
– контроль (98 мл) + суспензия Bacillus sub-

tilis (2 мл). 
Объем вносимых в активный ил нативного 

раствора и суспензии – 2 мл, был выбран со-
гласно предварительным исследованиям.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Культурально-морфологические свойства 

выделенных изолятов и оценка их лектиновой 
активности. Клетки изолята А1 представляют 
собой грамотрицательные кокки, которые на ага-
ризованных средах образуют круглые колонии 
диаметром 2 мм, при культивировании на жидкой 
питательной среде образуют пленку. Спор не 
образуют.  

Клетки изолята А2 представляют собой гра-
мотрицательные кокки. На поверхности плотных 
агаризованных сред образуют круглые белые 
колонии диаметром 2 мм. При культивировании 
в жидкой питательной среде на стенках колбы 
образуют белую пленку. Спор не образует, клет-
ки неподвижны. 

Изолят А3 содержит грамотрицательные па-
лочки. На плотных агаризованных средах обра-
зуют колонии желтого цвета диаметром 3–4 мм. 
При культивировании в жидких средах пленку не 
образуют. Спор не образуют. 

Клетки изолята A4 представляют собой грам-
положительные кокки, расположенные преимуще-
ственно гроздьями. На плотных питательных сре-
дах образуют круглые колонии с ровными краями 
диаметром 2–3 мм. При культивировании на жид-
ких питательных средах образуют едва заметную 
пленку, на дне присутствует осадок. 

Клетки изолята BS1 ‒ грамположительные 
палочки. Колонии бесцветные, мелкоморщини-
стые. Образуют споры, подвижны. 

Согласно результатам экспериментальных 
исследований активности лектинов культуры 
BS1 к клеткам исследуемых изолятов было пока-
зано, что нативный раствор изолята BS1 (как 
источник внеклеточных лектинов) проявлял 
наибольшую активность к клеткам изолятов А2 
(AG=2 ед.) и А4 (AG=2 ед.). Выявлена низкая 
лектиновая активность к клеткам изолята А1 
(AG=1 ед.) и отсутствие активности к клеткам 
изолята А3 (AG=0 ед.). Невыраженную актив-
ность к клеткам изолята А3 можно объяснить 
отсутствием углеводных детерминантов, специ-
фичных для внеклеточных лектинов BS1.  

Нативный раствор модельной культуры Bacil-
lus subtilis показал слабую активность внекле-
точных лектинов к клеткам изолята А4 
(AG=1 ед.). Отсутствие активности к остальным 
культурам связана, вероятно, с неспецифиче-

скими для лектинов углеводными остатками на 
поверхности клеток. 

На основе морфологических признаков для 
дальнейшей идентификации были выбраны изо-
ляты А2 и BS1, полученные из активного ила: 
клетки изолята А2 выбраны в качестве объекта 
агглютинации, изолят BS1 – в качестве проду-
цента внеклеточных лектинов. 

Физиолого-биохимические свойства изоля-
тов А2 и BS1 и идентификация микроорганиз-
мов в их составе. Основные физиолого-биохи-
мические свойства культур A2 и BS1 показаны в 
табл. 2. 

 
Таблица 2. Физиолого-биохимические свойства  

изолятов A2 и BS1  
 

Table 2. Physiological and biochemical properties  

of isolates A2 and BS1 
 

Свойства 
Изоляты 

А2 BS1 

Наличие фермента каталазы + + 

Гидролиз желатина - + 

Гидролиз крахмала - + 

Наличие фермента уреазы + + 

Рост при 3% NaCl + + 

Рост при 7% NaCl - + 

Тест Фогеса-Проскауэра - + 

Выделение NH3 при гидролизе белков + + 

Выделение H2S при гидролизе белков - + 

Примечание. «+» ‒ реакция положительная,  
«-» ‒ реакция отрицательная.  

 
На основании морфологических признаков и 

физиолого-биохимических свойств культуру изо-
лята А2 можно отнести к бактериям рода Aci-
netobacter, а BS1 – к роду Bacillus

5
. 

Результаты процедуры секвенирования ис-
следуемых образцов показали, что 16S рРНК 
изолятов A2 и BS1 содержит 1214 и 1256 пар 
нуклеотидов соответственно (табл. 3). 

Идентификация нуклеотидной последова-
тельности фрагментов изолята A2 в междуна-
родной базе позволила установить степень 
идентичности 92,93% с известными культурами 
p. Shigella и p. Escherichia; по отношению к изо-
ляту BS1 была зарегистрирована степень иден-
тичности 96,19% c известными культурами 
р. Bacillus (табл. 4). 

Согласно молекулярно-генетической экспер-
тизе, изолят A2 можно отнести к различным ви-
дам рода Shigella или рода Escherichia либо к их 
смеси, а изолят BS1 можно отнести к различным 
видам рода Bacillus либо к их смеси. 

 
   

5
Хоулт Дж., Криг Н., Снит П. Определитель бактерий Берджи: в 2 т.; 9-е изд.; пер. с англ. под ред. Г. А. Завар-

зина. М.: Мир. 1997. 800 с. 
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Таблица 3. Нуклеотидная последовательность 16S рРНК изолятов A2 и BS1 
 

Table 3. Nucleotide sequence of 16S rRNA isolates A2 and BS1 
 

A2 

AAACGGTAGCTAATACCGCATAACCTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGT
GCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGG
AGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTG
TTAAGTCATGATAGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTA
GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGGTGGCGAAGGCG
GTCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGTTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCGACTTGCAGGTTGTGCTCTTGAGGCGTGGCTTCCAGAGCTAATGCGTTAAGTCGA
CCGCCTGGCGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTTCAATGAATTGACGGCGGCCCGCACCAGCTGTGGAGCAT
GTAGTTCAATCGAATGCTAGCGCGAAGCAGCTTAACTGGTCTGGACAATCCAACGAAAGTTCCAGAGCATGGA
TATTGTGCCTATCGGTAATCGGTGAGAACAGGTGACCTGCATGGCTGTCCTCAAGCTTCTGGTATGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTG
CCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTCCTCCCAGGGCAACACACGT
TCTTCAATGGGGCATACAAAGAGAAGCGCCCTCGCGAGATCAAGCCGACCTCATAAAGAGCGCAGTAGTCCC
GATGGTCCTCCTCAACTCTCCTCCATGAAGTCGGGGTCGCTAGTAATGTTTCCTCTAG 

BS1 

TGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGG
CTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCG
GGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATTAAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCGCCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
ATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGCAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGTTTCCGCCCCTT
TAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCCGCCTGGAGGAGTACGGCTCGCAGGCTGAACCTCCAAAGGAAT
TTGACCGCGGGCCCGCCACAGCCGGTTGGTAGCATGATGGATTTAGTCGACGTCCACCGCCGTAACGAACCT
TTACCCAGTCCTTGACATCCCTCTGAAACTCCTAGAGAATTAGGGCCTTCCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTT
AGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGTCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCG
AGCTAGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATG 

 

Таблица 4. Сравнение секвенированных нуклеотидных последовательностей фрагментов 16S РНК  

с известными данными в базе международного банка  
 

Table 4. Comparison of sequenced nucleotide sequences of 16S RNA  

fragments with known data in the international bank database  
 

Идентифицируемый штамм Штамм в базе данных Процент идентичности 

A2 

Shigella boydii strain P288 92,93 

Shigella flexneri strain ATCC 29903 92,93 

Escherichia fergusonii ATCC 35469 92,93 

BS1 

Bacillus proteolyticus strain MCCC 1A00365 96,19 

Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 96,19 

Bacillus wiedmannii strain FSL W8-0169 96,19 

Bacillus thuringiensis ATCC 10792 96,19 
 

Визуализация реакции агглютинации. Резуль-
таты микроскопирования реакции агглютинации 
клеток изолята А2 наглядно подтверждают актив-
ность лектинов BS1 (рис. 1). 

В присутствии внеклеточных лектинов BS1 
наблюдается визуализируемое в процессе микро-
скопирования «склеивание» клеток бактерий изо-
лята А2. 

Способность к синтезу матрикса биопленки. 
На рис. 2 представлены колонии исследуемых 
культур на питательной среде с добавлением кра-
сителя конго красный. 

В процессе культивирования колонии культуры 
А2 окрасились в темно-красный цвет, колонии изо-
лята BS1 стали светло-красными. По цвету данных 
колоний можно утверждать, что изоляты способны 
синтезировать экзополисахаридный матрикс (ос-
новной компонент бактериальных биопленок)

6
. 

Полученные результаты представляют интерес 
для дальнейшего исследования биопленок культур 
в составе полученных изолятов. 

Седиментация активного ила. Результаты 
седиментации активного ила представлены на 
рис. 3.  

   

6
Марданова А.М., Кабанов Д.А., Рудакова Н.Л., Шарипова М.Р. Биопленки: основные методы исследования:  

учеб.-метод. пособие. Казань: Изд-во К(П)ФУ. 2016. 42 с. 
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Рис. 1. Агглютинация бактериальных клеток А2 под действием внеклеточных лектинов BS1 (увеличение ×400); 
А ‒ микрофотография клеток изолята А2 в собственной культуральной жидкости; 

B ‒ микрофотография клеток А2 под действием внеклеточных лектинов BS1 
 

Fig. 1. Agglutination of A2 bacterial cells under the action of BS1 extracellular lectins (magnification ×400); 
A – photomicrograph of A2 cells in their own culture fluid; 

B – photomicrograph of A2 cells exposed to BS1 extracellular lectins 
 

 
 

Рис. 2. Фотографии колоний: А ‒ изолят А2; B ‒ изолят BS1 
 

Fig. 2. Colony photos: A – isolate A2; B – isolate BS1 
 

 
 

Рис. 3. Кривые кинетики снижения границы раздела ил–вода 
 

Fig. 3. Kinetic curves of a decrease in the sludge–water interface 
 

Наибольшая эффективность седиментации ак-
тивного ила при добавлении нативного раствора 
выделенных изолятов была зарегистрирована для 
изолята BS1 – от 17 до 43% и выше по сравнению с 
контролем в различных интервалах 30-минутного 
времени седиментации. При этом не было отмече-
но повышения эффективности процесса седимен-

тации в первые 5 мин осаждения активного ила с 
нативными растворами изолятов. Добавление в 
активный ил нативного раствора культуры Bacillus 
subtilis показало ускорение седиментации активного 
ила не более чем на 20% в начальный момент вре-
мени осаждения. 

В случае внесения в активный ил клеточной 
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суспензии изолята BS1 было показано значитель-
ное улучшение седиментации в первый момент 
времени: на 100, 33, 33, 25, 25, 25, 16 и 28%, в пери-
од с 10 с до 3 мин соответственно по сравнению с 
контролем. Добавление в активный ил суспензии 
Bacillus subtilis показало увеличение скорости оса-
ждения активного ила на 100% на 10 с, 33% на 30 с 
и по 25% на 50 с и 1 мин соответственно. 

Полученные выше данные позволяют предпо-
ложить, что изменение характера процесса седи-
ментации при внесении нативного раствора (источ-
ника лектинов) либо клеточной суспензии (проду-
центов лектинов) связано с наличием/отсутствием 
микробных клеток в культуральной жидкости, вно-
симой в активный ил. При этом следует отметить, 
что при внесении суспензии клеток в начальный 
период осаждения происходит быстрая агглютина-
ция между поверхностными лектинами клеток про-
дуцента и комплементарными компонентами актив-
ного ила, что приводит к повышению эффективно-
сти осаждения активного ила. Внесение нативного 
раствора как источника внеклеточных лектинов 
обеспечивает ускорение процесса седиментации 
активного ила лишь по истечении первых 5 мин.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
1. Получены изоляты A1, A2, A3, A4 и BS1 из 

микробного сообщества активного ила очистных со-
оружений г. Зеленодольск (Республика Татарстан).  

2. Оценена активность внеклеточных лектинов 
в нативном растворе изолята BS1 к клеткам изоля-

тов А1, А2, А3, А4. Наибольшую лектиновую актив-
ность нативный раствор BS1 проявил к клеткам 
изолята А2 (AG=2 ед.) и А4 (AG=2 ед.), наимень-
шую активность – к клеткам изолята А1 (AG=1 ед.), 
не проявлял активности – к клеткам изолята А3 
(AG=0 ед.). 

3. По культурально-морфологическим призна-
кам и физиолого-биохимическим свойствам изолят 
А2 отнесен к роду Acinetobacter, изолят BS1 – к 
роду Bacillus. С помощью молекулярно-генети-
ческого анализа показано, что изолят BS1 относит-
ся к бактериям р. Bacillus, а изолят A2 – к бактери-
ям р. Shigella или р. Escherichia. 

4. Визуализацией реакции бактериальной аг-
глютинации при микроскопировании препаратов 
подтверждена активность внеклеточных лектинов 
BS1 к бактериальным клеткам А2. 

5. Оценена способность культур изолятов A2 и 
BS1 синтезировать экзополисахаридный матрикс 
высевом на плотную питательную среду с добавле-
нием красителя конго красный. По цвету колоний 
сделан вывод о том, что культуры A2 и BS1 способ-
ны синтезировать матрикс внеклеточных полимеров 
и участвовать в образовании биопленки.  

6. Показано, что скорость седиментации актив-
ного ила увеличивалась при внесении суспензии 
клеток изолята BS1 в начальный период процесса 
осаждения, а при внесении нативного раствора 
изолята BS1 – по истечении 5 мин контакта. 
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