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Мета. Дослідити патогенні (непатогенні) властивості нового штаму бульбочкових бак-
терій Rhizobium leguminosarum Г 222. Методи. Мікробіологічні (отримання суспензії R. le-
guminosarum Г 222, визначення її титру за оптичним стандартом мутності та шляхом ви-
сіву на живильне середовище; мікроскопія фарбованих мазків-відбитків внутрішніх органів 
дослідних тварин та висіви зразків тканин на живильне середовище), патологоанатомічні 
(для визначення можливої інвазивності та дисемінації бактерій у тканини внутрішніх орга-
нів тварин — на моделі безпородних білих мишей після введення суспензії живих клітин бак-
терій — перорально у дозах від 0,5×109 до 5×109 КУО у 0,5 см3 стерильного ізотонічного ро-
зчину хлориду натрію на одну мишу та внутрішньочеревно у дозах від 1×109 до 5×109 

КУО/0,5 см3) та статистичні. Результати. За 15 діб спостережень після введення суспен-
зії живих клітин бактерій не виявлено загибелі дослідних тварин. Штам не призводив до 
будь-яких змін у загальному стані організму мишей. Змін у їхній поведінці не спостерігали. 
За 15 діб після початку досліджень встановлено, що цей штам не інвективний (не інвазив-
ний), не дисемінує і не розмножується в організмі дослідних тварин. Пероральне та внутрі-
шньочеревне введення суспензії живих клітин культури не спричинило інвазії бактерій у 
внутрішні органи тварин. Ретрокультур не виявлено. За проведення патологоанатомічних 
досліджень внутрішніх органів дослідних тварин не виявлено характерних змін. Отримані 
результати свідчать про авірулентність штаму для досліджених теплокровних тварин 
(LD50 в/ч > 5 млрд клітин/мишу, LD50 per os > 5 млрд клітин/мишу). Висновки: Згідно з 
отриманими результатами щодо відсутності вірулентності та нормативних документів 
новий штам R. leguminosarum Г 222 належить до групи авірулентних мікроорганізмів, не 
здатних до інвазії у внутрішні органи досліджених теплокровних лабораторних тварин, 
може вважатися непатогенним і використовуватися як основа мікробних препаратів для 
підвищення урожайності сільськогосподарських культур. 

Ключові слова: Rhizobium leguminosarum, патогенність, вірулентність, інфективність 
(інвазивність). 

 
Завдяки посиленню тенденцій до еколо-

гізації аграрного виробництва у вирощуванні 
сільськогосподарських культур останнім ча-
сом набуло особливої актуальності викорис-
тання мікробних препаратів, зокрема на ос-
нові діазотрофів. Ці бактерії мають здатність 
фіксувати атмосферний азот і переводити 
його в сполуки, які засвоюються рослинами 
[1–3]. Аналіз наукових публікацій свідчить, 
що інтерес до біологічної азотфіксації актив-
но проявляється впродовж останніх десяти-

літь і продовжує зростати [4–7]. Це пов’яза-
но не лише з визначальною роллю цього 
процесу в азотному балансі біосфери, а й з 
можливістю скорочення обсягів застосуван-
ня промислового азоту в технологіях виро-
щування польових культур та з прагненням 
знизити енергетичні витрати на виробництво 
рослинної продукції.  

Одним із пріоритетних напрямів сучас-
ного землеробства є використання симбіоти-
чної азотфіксації для підвищення продукти-
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вності бобових культур та відтворення ро-
дючості ґрунтів [8]. Азотфікувальний потен-
ціал симбіозів бобових культур з ризобіями, 
присутніми у ґрунті, часто обмежений їх не-
високою активністю або недостатньою чисе-
льністю бактерій у зоні проростання насіння 
[9; 10]. У зв’язку з цим виникла необхідність 
пошуку активних штамів бульбочкових бак-
терій для збільшення ефективності бобово-
ризобіального симбіозу [11; 12].  

Багаторічні токсиколого-гігієнічні дослі-
дження показали, що мікробні препарати на 
основі бульбочкових бактерій не токсичні 
для людини і навколишнього середовища. 
Водночас оригінальність таких препаратів, а 
саме жива природа діючого чинника, є при-
чиною обережного ставлення до них з пог-
ляду біобезпеки [13; 14]. Тому обов’язковим 
є проведення досліджень патогенних власти-
востей штамів бактерій як основи майбутніх 
біопрепаратів. 

Метою нашої роботи було дослідження 
патогенних властивостей штаму бульбочко-
вих бактерій Rhizobium leguminosarum Г 222, 
який характеризується високою азотфіксува-
льною активністю. 

Матеріали і методи. Бактерії R. legumi-
nosarum Г 222 вирощували в стаціонарних 
умовах за +28 °С і pH 7,0 протягом 72 годин 
на твердому живильному середовищі (бобо-
вий агар). Для досліджень використовували 
змив бактеріальних клітин. Гомогенізовану 
суспензію готували на стерильному ізото-
нічному розчині хлориду натрію, концентра-
цію клітин визначали за допомогою оптич-
ного стандарту мутності, а також шляхом ти-
трування з подальшим висівом на живильне 
агаризоване середовище. 

Інфективність (інвазивність) штаму ви-
значали шляхом встановлення можливості 
дисемінації бактерій у тканини внутрішніх 
органів тварин після зараження з урахуван-
ням можливого природного шляху проник-
нення (per os) у макроорганізм. Для цього 
дослідним білим мишам вводили одноразово 
активну культуру бактерій у максимальних 
дозах, які не призводять до загибелі тварин. 
За 15 діб після зараження проводили виму-
шений забій лабораторних мишей, мікроско-
пічні дослідження фарбованих мазків-від-
битків їхніх внутрішніх органів та висіви 
зразків тканин на живильне середовище. Ут-
римання, годівлю, догляд та усі маніпуляції з 

лабораторними тваринами здійснювали згід-
но з Європейською конвенцією «Про захист 
хребетних тварин, які використовуються з 
експериментальною та науковою метою» 
(Strasbourg, 1986 р.) [15] і «Загальними етич-
ними принципами експериментів на твари-
нах», ухваленими Першим національним 
конгресом з біоетики (Київ, 2001 р.) [16]. 
Експерименти проводили з дотриманням 
принципів гуманності, викладеними в дирек-
тиві Європейської Спільноти [17]. 

Результати та їх обговорення. Штам 
R. leguminosarum Г 222 виділено з бульбочок 
гороху посівного. Досліджуваний рід бакте-
рій не належить до переліку небезпечних 
біологічних об’єктів, які можуть інфікувати 
людей і тварин або бути для них токсичними 
чи алергічними чинниками [18; 19]. Проте 
хоча бактерії роду Rhizobium вже давно ви-
користовуються в сільському господарстві, 
постійно селекціонуються нові активні шта-
ми, які так само потребують детального ви-
вчення. 

Щоб підтвердити відсутність патогенної 
дії цього штаму для теплокровних лабора-
торних тварин вивчали один із показників 
патогенності — вірулентність активних жит-
тєздатних клітин бактерій на моделі білих 
мишей. Вірулентність є умовною мірою па-
тогенності, її встановлювали за рівнем дози 
життєздатних клітин, яка викликає загибель 
50 % заражених тварин (LD50).  

У підсумку проведених досліджень вста-
новлено, що за 15 діб спостереження після 
введення суспензії живих клітин бактерій 
(перорально у дозах від 0,5×109 до 5×109 
КУО у 0,5 см3 стерильного ізотонічного роз-
чину хлориду натрію на одну мишу та внут-
рішньочеревно у дозах від 1×109 до 5×109 
КУО/0,5 см3) тварини добре поїдали корм, 
мали жвавий вигляд, не було відзначено змін 
хутряного покриву. Достовірної різниці в ма-
сі та температурі тіл дослідних і контроль-
них тварин, а також у загальному стані орга-
нізму та поведінці не спостерігали (табл. 1). 

Критерієм авірулентності є відсутність 
загибелі лабораторних мишей упродовж 15 
діб та характерна відсутність патологічної 
зміни внутрішніх органів на патологоанато-
мічному розтині (табл. 2). 

За результатами мікробіологічних дослі-
джень внутрішніх органів дослідних тварин 
за 15 діб після початку досліджень встанов- 
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Таблиця 1. Результати дослідження вірулентності R. leguminosarum Г 222 

Матеріал для 
введення 

Кількість 
тварин у 

досліді, гол. 

Доза 
Спосіб 

уведення 

Крат-
ність 

уведення 

Кількість тварин, гол. 

см3 млрд 
клітин захворіло загинуло вижило 

Суспензія 
активних 

клітин бактерії 

5 0,5 1,0 в/ч* 1 0 0 5 
5 0,5 5,0 в/ч 1 0 0 5 
5 0,5 0,5 per os** 1 0 0 5 
5 0,5 1,0 per os 1 0 0 5 
5 0,5 5,0 per os 1 0 0 5 

Контроль 
(ізотонічний 

розчин) 

5 0,5 0 в/ч 1 0 0 5 

5 0,5 0 per os 1 0 0 5 

Примітка: *в/ч — внутрішньочеревне введення; **per os — введення через рот. 
 
Таблиця 2. Результати патологоанатомічного розтину лабораторних тварин 

Досліджувані 
органи Результати патологоанатомічного дослідження 

Серце у межах анатомічної норми 

Легені в об’ємі не збільшені, долі легко відокремлюються одна від одної, поверхні 
гладенькі, спайок не відзначено 

Шлунок, петлі 
тонкого і товстого 
кишковика 

зовні без змін та ознак здуття, на розрізі малюнок слизової не змінений 

Печінка темно-червоного кольору, в об’ємі не збільшена, пружної консистенції, 
середнього кровонаповнення, поверхня гладенька 

Нирки не збільшені, бобоподібної форми, поверхні гладенькі, на розрізі чітко видно 
малюнок кіркової і мозкової зон, межа між зонами незгладжена 

Селезінка не збільшена, пружної консистенції, на розрізі пульпа помірно повнокровна, 
темного кольору 

 
лено, що цей штам мікроорганізмів не інфек-
тивний, не дисемінує і не розмножується в 
організмі.  

Пероральне та внутрішньочеревне вве-
дення суспензії живих клітин культури не 
спричинило інвазії бактерій у внутрішні ор-
гани тварин. Ретрокультур не виявлено. 

Отримані результати (табл. 2) свідчать 
про авірулентність штаму для досліджених 
теплокровних тварин (LD50 в/ч > 5 млрд клі-
тин/мишу, LD50 per os > 5 млрд клітин/ми-
шу). 

Отже, R. leguminosarum Г 222 належить 
до групи авірулентних мікроорганізмів, не 
здатних до інвазії у внутрішні органи дослід-
жених теплокровних тварин [20–22]. Згідно з 
даними щодо відсутності вірулентності, без 
урахування рівнів токсичності, токсикоген-
ності, алергенності, дисбіотичної дії, штам 

R. leguminosarum Г 222 може вважатися не-
патогенним та використовуватися для виго-
товлення мікробних препаратів для сільсько-
господарських культур. 
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Objective. Investigate pathogenic (non-pathogenic) properties of a new strain of nodule bacte-

ria Rhizobium leguminosarum G 222. Methods. Microbiological (obtaining a suspension of R. le-
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guminosarum G 222, determination of its titre by opacity optical standard and by seeding on a di-
gest medium; microscopy of stained imprint smears of internal organs of experimental animals and 
seeding of tissue samples on a digest medium), pathoanatomical (to determine possible invasiveness 
and dissemination of bacteria in the tissues of internal organs of animals — in the model of outbred 
white mice after administration of a suspension of live bacterial cells (oral doses from 0.5 × 109 to 
5 × 109 CFU in 0.5 cm3 of sterile isotonic sodium chloride solution per mouse and intraperitoneal 
doses from 1 × 109 to 5 × 109 CFU/0.5 cm3) and statistical. Results. Over 15 days of observations 
after administration of a suspension of live bacterial cells, no death of experimental animals was 
registered. The strain did not lead to any changes in the general condition of the mice. No changes 
in their behaviour were reported. Fifteen days after the start of the study, it was found that this 
strain is non-infective (non-invasive), does not disseminate and does not reproduce in the body of 
experimental animals. Oral and intraperitoneal doses of a suspension of live bacterial cells did not 
result in bacterial invasion of animal internal organs. No retrocultures were registered. Gross 
examination did not find characteristic changes in the internal organs of the experimental animals. 
The obtained results indicate the avirulence of the strain for the studied warm-blooded animals (in-
traperitoneal LD50 > 5 billion cells/mouse, oral LD50 > 5 billion cells/mouse). Conclusion: Accor-
ding to the results regarding the lack of virulence and according to regulations, the new strain 
R. leguminosarum G 222 belongs to the group of avirulent microorganisms that are not able to in-
vade the internal organs of studied warm-blooded laboratory animals and can be considered non-
pathogenic and used as a basis for microbial preparations to increase crop yields. 

Key words: Rhizobium leguminosarum, pathogenicity, virulence, infectivity (invasiveness). 
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