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Оценка аддитивного эффекта взаимодействия 
фитобиотиков с цинком на Quorum Sensing  
P. aeruginosa на модели in vitro
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Развитие сектора аквакультуры является одним из перспективно развивающихся 
направлений, способствующих обеспечению продовольственной безопасности человечества 
в мире. Однако все водные животные восприимчивы к воздействию негативных факторов, 
приводящих к снижению показателей интенсивности роста, снижению качества готовой продукции 
и т. д. 

Методы. В работе представлены экспериментальные данные исследования аддитивного 
эффекта комбинации различных коммерческих фитобиотических препаратов с цинком на чувство 
кворума и ингибирующие характеристики на модели полирезистентного штамма P.. aeruginosa. 
Выбор штамма обусловлен его высокими резистентными характеристиками, способностью к 
биопленкообразованию, а также возможностью визуальной оценки воздействия тестируемых 
соединений на Quorum Sensing (QS) систему за счет подавления образования пигмента 
пиоцианина, обеспечивающие факторы вирулентности и рост биопленки. В качестве регулирующих 
рост тестируемого штамма факторов использовали препараты «Бутитан», «Пробиоцид®-
Фито», «Интебио», в качестве источника катионов цинка использовали ZnSO4. Использование 
диффузионного метода агаровых лунок позволило оценить не только уровень ингибирующего 
действия исследуемых соединений, но и наличие их воздействия (QS) системы. 

Результаты. Полученные экспериментальные данные свидетельствуют о выраженном влиянии 
катионов цинка на продукцию пигмента пиоцианина (0,25 мМ/мл), как и на тестируемые препараты 
из группы кормовых фитобиотиков в концентрациях 100 мг/мл. Установлено наличие достоверно 
значимых различий (р ≤ 0,001) воздействия на (QS) в комбинациях цинка с фитобиотиками 
в концентрациях 0,13 мМ/мл ZnSO4 и экстрактов препаратов 50 мг/мл с наиболее высокими 
показателями у «Пробиоцид®-Фито». Таким образом, полученные данные позволяют сделать вывод 
о перспективности использования исследуемых фитобиотиков в комбинации с эссенциальными 
элементами в качестве альтернативы кормовых антибиотиков в кормлении рыб, для профилактики 
инфекционных заболеваний.
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Evaluation of the additive effect of the interaction 
of phytobiotics with zinc on Quorum Sensing P. 
aeruginosa in an in vitro mode
ABSTRACT
Relevance. The development of the aquaculture sector is one of the promising developing areas that 
contribute to ensuring the food security of mankind in the world. However, all aquatic animals are susceptible 
to the impact of negative factors leading to a decrease in growth rates, a decrease in the quality of finished 
products, etc.

Methods. The paper presents experimental data on the study of the additive effect of a combination  
of various commercial phytobiotic drugs with zinc on the sense of quorum and inhibitory characteristics 
on a model of a polyresistant strain of P..aeruginosa. The choice of the strain is due to its high resistance 
characteristics, ability to biofilm formation, as well as the ability to visually assess the impact of the tested 
compounds on the Quorum Sensing (QS) system by suppressing the formation of the pyocyanin pigment, 
which provides virulence factors and biofilm growth. Butitan, Probiocid®-Phyto, and Intebio preparations 
were used as factors regulating the growth of the tested strain; ZnSO4 was used as a source of zinc cations. 
The use of the diffusion method of agar wells allowed us to evaluate not only the level of the inhibitory effect 
of the studied compounds, but also the presence of their influence (QS) of the system. 

Results. The experimental data obtained indicate a pronounced effect of zinc cations on the production 
of the pyocyanin pigment (0.25 mM/ml), as well as the tested preparations from the group of fodder 
phytobiotics at concentrations of 100 mg/ml. The presence of significantly significant differences 
(р ≤ 0.001) in the impact on (QS) in combinations of zinc with phytobiotics at concentrations  
of 0.13 mM/ml ZnSO4 and extracts of drugs 50 mg/ml was established, with the highest rates in  
“Probiocid®-Phyto”. Thus, the data obtained allow us to conclude that the use of the studied phytobiotics 
in combination with essential elements is promising as an alternative to feed antibiotics in fish feeding, for 
the prevention of infectious diseases.
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Введение/Introduction
Условия повышения конкурентоспособности сель-

скохозяйственной продукции, направленные не только 
на увеличение продуктивности, но и на повышение каче-
ства готовой продукции, требуют от производителей ис-
пользования различных кормовых добавок. Применение 
кормовых антибиотиков направлено на борьбу с био-
тическими стрессорами. Несмотря на очевидные пре-
имущества, постоянное использование антибиотиков 
способствует развитию резистентности как условно-па-
тогенных, так и патогенных микроорганизмов, что в ко-
нечном итоге послужило запретом на их использование.

В качестве альтернативы использования кормовых 
антибиотиков в настоящее время используются эколо-
гически чистые добавки, позволяющие избежать пря-
мого и косвенного воздействия на водную экосистему и 
здоровье человека. Широкое использование фитобио-
тиков и экстрактов лекарственных трав в аквакультуре 
обусловлено их эффектами, стимулирующими рост, а 
также противовоспалительными и антиоксидантными 
свойствами [1].

Фитобиотики — это кормовые добавки растительно-
го происхождения, которые богаты различными биоло-
гически активными соединениями (фитохимическими 
веществами) с высокой питательной и (или) нутрицев-
тической ценностью, что позволяет их использовать в 
качестве биостимуляторов для сельскохозяйственных 
целей [2].

Многие водные микроорганизмы обладают способ-
ностью к формированию биопленок, регуляция образо-
вания которых обусловлена системой Quorum Sensing. 
Чувство кворума (QS) — это система межклеточной 
коммуникации, основанная на плотности клеток, кото-
рая играет ключевую роль в регуляции бактериальной 
вирулентности и образовании биопленки [3, 4]. QS не 
только реагирует на изменения бактериальной попу-
ляции, но также может реагировать на сигналы стресса 
окружающей среды. Эту пластичность следует прини-
мать во внимание при исследовании и разработке тера-
певтических средств против QS [5].

В научной литературе представлены данные о воз-
можном формировании совместных эволюционных со-
обществ, в которых растения производят флавоноиды, 
которые функционируют для поддержания симбиоти-
ческих бактерий за счет усиления QS, одновременно 
подавляя потенциальные патогенные микроорганиз-
мы для ингибирования QS [6]. Так, например, введе-
ние флавоноидов (флоретина, хризина и нарингенина) 
в культуру P..aeruginosa изменяет транскрипцию промо-
торов-мишеней, контролируемых определением кво-
рума, и подавляет выработку факторов вирулентности, 
подтверждая их потенциал в качестве противоинфекци-
онных средств, которые действуют за счет традицион-
ных бактерицидных или бактериостатических механиз-
мов [7].

Представленные в литературе данные по изучению 
свойств лигнанов (сезамина и сезамолина), выделенных 
из кунжута (Sesamum.indicum L.), против P..aeruginosa в 
отношении антикворумного восприятия и антибиопле-
ночных свойств на основании действия изучения ме-
ханизмов лигнанов на пути QS по средству экспрессии 
гена QS и проведения анализа in.silico, свидетельствуют 
о том, что выделенные лигнаны проявляют активность в 

отношении определения Quorum Sensing в концентра-
ции 75 мкг/мл, не влияя на рост бактерий.

Было установлено снижение продукции факторов ви-
рулентности, таких как пиоцианин, протеазы, эластаза 
и хитиназа. Лигнаны сильно повлияли на важные компо-
ненты биопленки P..aeruginosa, включая альгинат, экзо-
полисахариды и рамнолипиды [8].

Эфирные масла цитрусовых получили статус GRAS 
(международный нормативный статус безопасности пи-
щевых продуктов) и могут использоваться в качестве 
антимикробных добавок для контроля бактериального 
кворума от потенциальных пищевых бактериальных пато-
генов. María C. Luciardi с соавт. были определены химиче-
ский состав и ингибирующая активность эфирных масел 
Citrus.paradisi (грейпфрута), полученных методом холод-
ного отжима и методом холодного отжима с последую-
щей паровой дистилляцией, в отношении Pseudomonas.
aeruginosa. Эфирные масла в концентрации 0,1 мг/мл не 
влияли на развитие бактерий, но ингибировали образо-
вание биопленки P..aeruginosa на 52–55%, жизнеспособ-
ность прикрепления — на 45–48%, продукцию аутоин-
дукторов и активность эластазы — на 30–56%. Лимонен 
был менее эффективен в ингибировании P.. aeruginosa, 
чем эфирные масла, что свидетельствует о синергиче-
ском эффекте второстепенных компонентов [9].

Использование комплексов металлов для сни-
жения или ингибирования факторов вирулентности 
Pseudomonas.aeruginosa также является многообещаю-
щей стратегией лечения и контроля инфекций, вызван-
ных этим патогеном с множественной лекарственной 
устойчивостью. Так, например, комплекс медь-CUR 
(комплекс пентагидрата сульфата меди (II) и курку-
мина) в концентрации 1/4 МПК (минимальная пода-
вляющая концентрация) имеет наиболее выраженные 
ингибирую щие характеристики на образование биопле-
нок, продукцию альгината и пиоцианина [10].

Основываясь на вышеизложенном, была сформули-
рована цель проводимого исследования: оценить уро-
вень аддитивного эффекта взаимодействия кормо-
вых фитобиотиков в комплексе с цинком на Quorum 
Sensing бактериальной популяции клеток на модели 
P..aeruginosa в условиях in.vitro.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Экспериментальные исследования проводились 

на кафедре биохимии и микробиологии ФГБОУ ВО 
«Оренбургский государственный университет» с января 
по февраль 2022 года.

В качестве объекта исследования использовался поч-
венный изолят штамма P.. aeruginosa. Чистые культуры 
были получены методом высева суспензии почвенных 
образцов в разведении 10-5 с последующим пересевом и 
предварительной идентификацией на основании тинкто-
риальных, морфологических и культуральных характери-
стик. Окончательная видовая идентификация осущест-
влялась методом матрично-активированной лазерной 
десорбции (ионизации) с времяпролетной масс-спек-
трометрией (MALDI Tof MS)1. Выбор данного микроор-
ганизма обусловлен возможностью оценки воздействия 
тестируемых соединений на Quorum Sensing факторов 
(образование пигмента пиоцианина), обеспечивающих 
факторы вирулентности и рост биопленки.

1 Использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-активированной лазерной десорбцией (ионизацией) (MALDI-Tof MS) 
для индикации и идентификации возбудителей I–II групп патогенности. Меганорм. Система нормативных документов.  
https://meganorm.ru/Data2/1/4293761/4293761699.htm 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Luciardi+MC&cauthor_id=31684768
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2 Сизенцов А.Н., Климова Т.А., Кван О.В., Быков А.В., Межуева Л.В., Сербова В.А., Сизенцов Я.А. Устройство для вырезания лунок в агаровом геле. 
Патент на изобретение № 2697770, дата государственной регистрации — 11.06.2019.

В качестве факторов воздействия на QS-систему в 
эксперименте использовали следующие фитобиотиче-
ские комплексы:

«Бутитан» — согласно инструкции эффективность 
биологического действия достигается вследствие си-
нергетического эффекта экстракта сладкого каштана 
и бутирата кальция, входящих в состав кормовой до-
бавки. Производитель «Танин Севница» (Словения). 
Входящие в состав экстракта сладкого каштана поли-
фенолы повышают переваривание и всасывание пита-
тельных веществ, улучшают состояние слизистой же-
лудочно-кишечного тракта и способствуют усилению 
кишечного иммунитета, что в свою очередь обеспечи-
вает повышение производственных показателей в виде 
среднесуточного прироста [11].

«Пробиоцид®-Фито» — это комплекс на основе ор-
ганических кислот и эфирного масла лемонграсса и 
пробиотических штаммов, способствующий форми-
рованию нормофлоры в желудочно-кишечном тракте и 
нормализации процессов пищеварения разработанный 
компанией ООО «Биотроф» (Россия). Входящие в со-
став препарата натуральные эфирные масла обладают 
выраженным антимикробным и антиоксидантным дей-
ствием. Применение данной кормовой добавки снижает 
вероятность развития дисбактериоза у животных и пти-
цы и повышает устойчивость к осложнениям, обуслов-
ленным стрессовыми ситуациями кормового и техноло-
гического характера [12].

«Интебио» — это натуральный заменитель кормовых 
антибиотиков на основе эфирных масел чеснока, ли-
мона, чабреца и эвкалипта, разработанный в компании 
ООО «Биотроф» (Россия), для широкого применения как 
в птицеводстве, так и в животноводстве. Согласно опуб-
ликованным данным, данный фитобиотик обладает ан-
тимикробной, антиоксидантной и противовоспалитель-
ной активностью [13].

В качестве активатора антиQS-активности фитобио-
тических соединений использовали чистый для анализа 
(ЧДА) ZnSO4 × 7H2O.

Для реализации поставленной цели использова-
лось устройство для вырезания лунок в толще агари-
зованного субстрата2, обеспечивающего равномерно 
удаленное распределение зон тестируемых концен-
траций фитохимических соединений и их комплексов  
с ZnSO4 ×7H2O. Комбинирование с методикой се-
рийного разведения обеспечивало установление 
зон ингибирования роста, наличие аддитивного и 

кворум-зависимого эффектов на основании визуальной 
оценки степени влияния тестируемых веществ как на 
рост используемого в эксперименте микроорганизма 
(зона ингибирования и пигментации) в зависимости от 
тестируемой концентрации, полученной последователь-
ным разведением фитобиотиков (100 мг/мл, 50 мг/мл,  
25 мг/мл) и раствора ZnSO4 × 7H2O (0,500 мМ/мл,  
0,250 мМ/мл, 0,125 мМ/мл, 0,0,63 мМ/мл, 0,031 мМ/мл, 
0,016 мМ/мл, 0,008 мМ/мл).

Статистическую обработку экспериментальных дан-
ных осуществляли с использованием офисного про-
граммного комплекса Microsoft Office с применением 
программы Excel (Microsoft, США) с обработкой данных 
в Statistica 10.0 (Stat Soft Inc., США). Достоверность раз-
личий полученных результатов определяли по t-крите-
рию Стьюдента.

Результаты и обсуждение / Results and discussion
В рамках проводимых экспериментальных исследо-

ваний по оценке аддитивного эффекта взаимодействия 
тестируемых фитобиотических препаратов в комбина-
ции с катионами цинка в структуре соли ZnSO4 (выбор 
данного химического соединения обусловлен высокими 
показателями гидролиза) установлено, что все иссле-
дуемые препараты обладают выраженным действием 
на уровень пигментации исследуемого в работе изоля-
та P..aeruginosa (рис. 1).

Следует отметить, что наиболее высокими показа-
телями воздействия на QS-систему обладает фитобио-
тик «Пробиоцид®-Фито» на основе органических кислот 
и эфирного масла лемонграсса (Cymbopogon.flexuosus) 
в концентрации 100 мг/мл по отношению к «Бутитану» 
(на 60,47%) и «Интербио» (на 30,19%) (табл. 1). 

 
                 А                                        Б                                     В 

Таблица.1..Определение степени влияния тестируемых веществ и их комплексов на рост и QS клинического изолята P. aeruginosa

Table.1. Determination of the degree of influence of the tested substances and their complexes on the growth and QS of the clinical isolate 
P. aeruginosa

Зона воздействия на QS и рост P. aeruginosa, мм

Тестируемые 
вещества ZnSO4 «Бутитан» ZnSO4 + «Бутитан» ZnSO4 «Бутитан» ZnSO4 + «Бутитан»

Концентрация 0,250 мМ/мл 100 мг/мл 0,250 мМ/мл + 100 мг/мл 0,125 мМ/мл 50 мг/мл 0,125 мМ/мл + 50 мг/мл

х ± Sx 16,40 ± 0,51 8,60 ± 0,25 15,00 ± 0,55*** 13,60 ± 0,25 6,40 ± 0,40 11,4 ± 0,25***

Тестируемые 
вещества ZnSO4 «Пробиоцид-Фито» ZnSO4 +  

«Пробиоцид-Фито» ZnSO4 «Пробиоцид-Фито» ZnSO4 +  
«Пробиоцид-Фито»

Концентрация 0,250 мМ/мл 100 мг/мл 0,25 мМ/мл + 100 мг/мл 0,125 мМ/мл 50 мг/мл 0,125 мМ/мл + 50 мг/мл

х ± Sx 17,80 ± 0,37 13,80 ± 0,74 17,80 ± 0,37** 13,60 ± 0,25 7,60 ± 0,25 13,20 ± 0,20***

Тестируемые 
вещества ZnSO4 «Итербио» ZnSO4 + «Итербио» ZnSO4 «Итербио» ZnSO4 + «Итербио»

Концентрация 0,250 мМ/мл 100 мг/мл 0,250 мМ/мл + 100 мг/мл 0,125 мМ/мл 50 мг/мл 0,125 мМ/мл + 50 мг/мл

х ± Sx 17,00 ± 0,55 10,60 ± 0,40 14,4 ± 0,40 13,00 ± 0,32 – 10,20 ± 0,20***

Примечание: ** р ≤ 0,01, *** р  ≤ 0,001 — воздействия комплексов по отношению к действию фитобиотика.

Рис. 1. Оценка влияния тестируемых фитобиотиков, сульфата 
цинка и их комплексов на рост и QS.P..Aeruginosa. А — «Бутитан»,  
Б — «Пробиоцид-Фито», В — «Итербио»

Fig. 1. Evaluation of the effect of the tested phytobiotics, zinc sulfate and 
their complexes on the growth and QS of.P..aeruginosa. A — “Butitan”,  
Б — “Probiotsid-Fito”, В — “Iterbio”
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При оценке степени комбинированного действия ис-

следуемых препаратов в комплексе с сульфатом цин-
ка в концентрации 0,25 мМ/мл было установлено, что 
присутствие «Бутитана» и «Интербио» снижает уровень 
биологической активности цинка на 8,54% и 15,30% со-
ответственно, в то время как присутствие препарата 
«Пробиоцид®-Фито» не оказывает влияния на антиQS-
активность катионов цинка в отношении тестируемого 
штамма. Однако следует отметить, что все исследуе-
мые комплексы в концентрации 100 мг/мл используе-
мых препаратов имели более высокие показатели пода-
вления пигментации (** р ≤ 0,01, *** р ≤ 0,001).

Сравнительный анализ эффективности тестируе-
мых комплексов при снижении концентрации цинка до 
0,125 мМ/мл и исследуемых препаратов до 50 мг/мл 
показал, что наиболее высокие показатели угнетения 
выработки пиоцианина регистрируются на фоне при-
менения «Пробиоцид®-Фито» и составляют 7,6 мм диа-
метрально удаленного эффекта действия, в то время 
как на фоне применения «Бутитана» данный показатель 
составил 6,4 мм, а «Интербио» не оказал визуально под-
тверждающего действия.

Обобщая полученные в ходе экспериментальных ис-
следований данные, следует отметить, что наиболее 
высокие достоверно значимые результаты по оцен-
ке эффективности антиQS-активности получены на 
фоне применения препарата «Пробиоцид®-Фито», од-
ним из основных действующих веществ которого яв-
ляется эфирное масло Cymbopogon. flexuosus (лемон-
грасс), которое, согласно литературным данным, 
обладает высокими противомикробными, инсектицид-
ными и антиоксидантными свойствами, а также высо-
кими ингибирующими характеристиками в отношении 

биопленкообразования (Pseudomonas. aeruginosa, 
Staphylococcus.aureus, Candida.albicans,.Mycobacterium.
fortuitum (АТСС 6841), M.. massiliense (АТСС 48898) и 
M..abscessus (АТСС 19977) [12, 14–17].

Выводы/Conclusion
Критериально значимым показателем в проводимых 

исследованиях являлась оценка степени влияния ком-
бинированного взаимодействия тестируемых веществ 
на рост и Quorum Sensing (QS) системы P.. aeruginosa. 
Устойчивость представителей данного вида микроорга-
низмов обусловлена их способностью к биопленкообра-
зованию обусловленной межклеточной коммуникации 
(QS), данная система контролирует и продукцию раз-
личных протеолитических ферментов (протеазы типа IV, 
эластазы и щелочные протеазы), экзотоксины (экзоток-
син А, экзоферменты и пиоцианин), сидеротрофы (пио-
вердин и пиохелин), рамнолипиды, цианистый водород 
и лейкины [16]. Выработка данных веществ обусловли-
вает уровень патогенности и резистентности.

Полученные в ходе выполнения эксперименталь-
ных исследований данные свидетельствуют о выра-
женном влиянии как катионов цинка, так и тестируемых 
препаратов из группы «кормовых фитобиотиков» в ис-
следуемых концентрациях (0,25 мМ/мл и 0,125 мМ/мл 
для ZnSO4 и 100 мг/мл для фитобиотиков) на продук-
цию пигмента пиоцианина. Наиболее высокими пока-
зателями биологической активности с точки зрения 
антиQS-эффективности (как в качестве однокомпонент-
ного, так и в комплексе с соединениями цинка) облада-
ет «Пробиоцид®-Фито» на основе органических кислот 
и эфирного масла лемонграсс (Cymbopogon.flexuosus) и 
пробиотических штаммов микроорганизмов.
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