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 Введение. Pseudomonas aeruginosa – один из наиболее частых возбудителей нозокомиаль-
ных инфекций, характеризующихся тяжелым течением и высокой летальностью. По данным На-
циональной системы контроля за нозокомиальными инфекциями США (NNIS), P. aeruginosa – 
самый частый возбудитель нозокомиальной пневмонии, один из ведущих возбудителей инфек-
ций мочевыводящих путей и хирургических инфекций [1, 2]. При хроническом инфицировании 
легких P. aeruginosa практически невозможно добиться эрадикации инфекции доступными  
антибиотиками [3]. При псевдомонадной бактериемии летальность достигает 18–39% [4]. В связи 
с высокой летальностью при нозокомиальных псевдомонадных инфекциях стратегическое зна-
чение имеет адекватная антибактериальная терапия. Промедление с ее назначением ведет к уве-
личению летальности [5]. Однако большинство штаммов P. aeruginosa, выделяемых у больных  
в отделениях реанимации и интенсивной терапии, полирезистентны [6]. В настоящее время  
не являются редкостью и панрезистентные штаммы синегнойной палочки – описаны вспышки 
нозокомиальных инфекций, вызванных такими штаммами [7].

Разработку эффективных средств борьбы с инфекциями, обусловленными вирулентными 
псевдомонадами, существенно осложняет их чрезвычайно высокая резистентность к воздей-
ствию ряда факторов внешней среды, неблагоприятных для других микроорганизмов. Поэтому 
особое значение приобретает подавление образования и активности факторов патогенности дан-
ных микроорганизмов. Представления о наборе таких факторов и их патогенетическом значении 
также остаются далекими от полной ясности.

Среди факторов патогенности штаммов P. aeruginosa важное место занимают протеиназы  
и гемолизины [8]. Однако природа и закономерности образования гемолизинов псевдомонад  
до сих пор являются предметом дискуссий. Так, различают гемолизины термолабильный – фос-
фолипазу С и термоустойчивый – рамнолипид, появляющийся в старых культурах в результате 
автолиза [9]. Ранее мы сообщали о наличии у ряда патогенных штаммов микроорганизма вне-
клеточной терморезистентной гемолитической активности, отличавшейся по своим свойствам 
от таковой рамнолипида [10]. Позднее было установлено, что эта гемолитическая активность обус-
ловлена пигментами псевдомонад – пиовердином и пиоцианином (принципиально новое свой-
ство этих пигментов, неизвестное ранее) [11, 12]. Эта гемолитическая активность пигментов пол-
ностью подавлялась специфическим перехватчиком супероксидного радикала – нитротетразо-
лиевым синим [12]. Однако последний, являясь дефицитным и дорогостоящим реактивом, 
вызывающим гибель клеток, не относится к разряду фармацевтических препаратов. Это делает 
невозможным использование нитротетразолиевого синего в качестве ингибитора гемолизинов 
P. aeruginosa для лечебных целей. В мировой же литературе отсутствуют данные о действии ле-
карственных средств на гемолитическую активность P. aeruginosa.
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Цель настоящей работы – изучить влияние ряда фармацевтических препаратов и хинона  
на активность уже образовавшихся внеклеточных гемолитических субстанций госпитального 
штамма P. aeruginosa в динамике развития культуры на жидкой питательной среде.

 Материалы и методы исследования. Исследования проведены на штамме 23/2гоб2 (любезно 
предоставленном сотрудниками ЦНИЛ Белгосмедуниверситета), отличающимся от других 
штаммов рабочей коллекции быстрым ростом на питательных средах и высокой гемолитической 
активностью: 0,6%-ная суспензия  эритроцитов барана полностью лизировалась под действием 
0,5 мл культуральной жидкости в течение 3 мин [12]. 

 Культуру микроба поддерживали на мясопептонном агаре (Himedia, Индия), затем проводили 
периодическое культивирование в колбах Эрленмейера с питательным бульоном (ГРМ-буль он, 
НПО «Питательные среды», Махачкала) в течение суток на термостатируемой качалке при 
(37 ± 1) °С. В процессе роста в аликвотах культуральной жидкости учитывали рост биомассы тур-
бидиметрически по величине абсорбции 600 нм.

Биомассу отделяли путем центрифугирования, для определения гемолитической активности 
использовали супернатанты. Гемолитическую активность определяли на эритроцитарном  
агаре [13] по площади зон гемолиза и выражали в мм2.

В качестве эффекторов использовали гидрохинон, метиленовый синий, CuSO4, CaCl2  
и Zn(CH3COO)2 в концентрации 10–3 М, 0,05%-ный спиртовой раствор йода (I2), 1,25%-ный  
водный раствор аммиака (нашатырный спирт), аскорбиновую кислоту (10–5 М), которые вносили 
в эритроцитарный агаровый гель.

Все эксперименты выполнены не менее чем четырехкратно. Результаты обработаны с ис-
пользованием статистического модуля непараметрической статистики программы Statistiсa 6.0.

Результаты и их обсуждение.  Сопоставление динамики нарастания биомассы и гемолити-
ческой активности показало, что интенсивное повышение уровня гемолитической активности 
происходит уже через 8 ч – в стационарную фазу развития микробной культуры (см. рисунок, а, б). 
Между тем максимальная удельная скорость накопления фосфолипазы С отмечена нами через  
3 ч, тогда как в стационарной фазе основной вклад в гемолитическую активность вносили накап-
ливающиеся пигменты – пиоцианин и пиовердин [14].

    

Накопление биомассы (а), гемолитической активности (б) и влияние различных соединений на гемолитическую  
активность супернатантов культуральной жидкости (в) штамма 23/2гоб2 in vitro в динамике роста культуры
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Добавление к бесклеточным супернатантам культуры исследуемого штамма водного раствора 
аммиака вызвало полное подавление гемолитической активности на протяжении первых 8 ч ро-
ста культуры (см. рисунок, в). Через 12 ч от начала роста водный раствор аммиака угнетал гемо-
литическую активность лишь на 17%, а через 22–24 ч этот эффект возрастал до 37% (Р < 0,05). 
Это позволяет предположить, что подавление данным препаратом гемолитической активности 
обусловлено в большей мере воздействием на активность фосфолипазы.

В отличие от этого, ацетат цинка на протяжении первых 16 ч роста культуры подавлял гемо-
литическую активность супернатантов на 70%, а через 22–24 ч этот эффект составил 52% 
(Р < 0,05). 

Промежуточное положение занимали оксидоредуктанты – метиленовый синий и гидрохи-
нон. В начальный период роста (через 2–4 ч) метиленовый синий и гидрохинон вызывали сниже-
ние гемолитической активности супернатантов на 65 и 25% соответственно, супернатантов 22–
24-часовой культуры – на 31 и 55% соответственно.

Лишь добавление к супернатантам спиртового раствора йода (I2) вызвало полное подавление 
гемолитической активности супернатантов на всем протяжении роста культуры этого штамма 
псевдомонад (не показано).

Хлорид кальция снижал гемолитическую активность (в пределах 15%) на протяжении всего 
периода роста микробной культуры. Аналогичный эффект регистрировали и в экспериментах  
с аскорбиновой кислотой, тогда как сульфат меди подавлял гемолитическую активность на 30% 
лишь в стационарной фазе, т. е. начиная уже с 12 ч (не показано).

Таким образом, отдельные из исследованных нами фармацевтических препаратов (спирто-
вой раствор йода, водный раствор аммиака, метиленовый синий) способны в значительной мере 
угнетать гемолитическую активность супернатантов бульонной культуры патогенного штамма 
P. aeruginosa 23/2гоб2. Эффект зависел от фазы роста культуры и применяемого препарата (за ис-
ключением йода). Причины неоднотипного эффекта препаратов в динамике роста культуры обу-
словлены разным вкладом в общую гемолитическую активность фосфолипазы и сине-зеленых 
пигментов. Причем и гидролаза, и пигменты (особенно пиовердин) ввиду присущей им молеку-
лярной гетерогенности на разных стадиях роста культуры могут существовать в различных мо-
лекулярных формах. Полученные результаты позволили нам предложить способы ингибирова-
ния внеклеточных гемолизинов патогенных штаммов P. aeruginosa [15–18].

Заключение. Изложенные результаты однозначно свидетельствуют о возможности подавле-
ния уже образовавшихся гемолитических субстанций патогенных псевдомонад отдельными 
фармацевтическими препаратами, не относящимися в группе антибиотиков. Это диктует необ-
ходимость дальнейших исследований в направлении расширения спектра фармацевтических 
препаратов, а также необходимость выяснения действия таковых на образование культурами па-
тогенных штаммов псевдомонад гемолитических субстанций и на способность подобных штам-
мов адаптироваться к фармацевтическим препаратам.
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Summary

The effect of additions of 10–3 M of hydroquinone, methylene blue, CuSO4, CaCl2 and Zn(CH3COO)2; 0.05% spirituous 
iodine solution, 1.25% ammonia aqueous solution, 10–5 M of ascorbate on the synthesized hemolytic activity of cultural fluid 
supernatants of Pseudomonas aeruginosa strain 23/2gоb2 was studied. Some peculiarities of these drugs were manifested. The 
strong inhibitory properties of the 0.05% spirituous iodine solution were demonstrated. The obtained results demonstrated the 
possibility of suppression haemolysins of pathogenic Pseudomonads by pharmaceutical preparations except antibiotics.   




