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tem induces the reactive astrocytes, with the accumulation of glial fibrillary acidic protein and the forma-
tion of intermediate fillaments in the form of original strands. Apoptotic cell death pathway induced by 
PrPSc27–30 is characterized. 

Keywords: neurodegenerative diseases, prions, astrocytes. 
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ОСОБЕННОСТИ НАБОРА «НЕЙТРАЛЬНЫХ» ПРОТЕИНАЗ ПАТОГЕННЫХ ШТАММОВ 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Пыжова Н.С., Никандров В.Н.
РНПЦ эпидемиологии и микробиологии, Минск, Беларусь

Реферат. С использованием различных белков-субстратов показано, что патогенные штаммы 
Pseudomonas aeruginosa обладают протеиназами, проявляющими активность при нейтральных зна-
чениях рН. Судя по результатам ингибиторного анализа и динамике изменения протеолитической 
активности (казеино-, желатино- и фибриногенолитической), патогенные псевдомонады синтезиру-
ют несколько «нейтральных» протеиназ. Важную роль в функциональной активности этих энзимов 
играют металлы. В то же время сериновые и цистеиновые протеиназы не являются основными ком-
понентами внеклеточного протеиназного арсенала псевдомонад.

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, патогенные штаммы, «нейтральные» протеиназы, 
ингибиторный анализ, белки-субстраты.

Введение. Среди возбудителей нозокомиальных инфекций одно из примечательных мест при-
надлежит Pseudomonas aeruginosa. Этот микроорганизм способен инфицировать разнообразные ор-
ганы и ткани, особенно при снижении резистентности организма, вызывая острые и хронические за-
болевания инфекционной этиологии при возрастающих летальности и смертности. Так, при псевдо-
монадной бактериемии летальность достигает 18–39% [1]. По данным Национальной системы кон-
троля за нозокомиальными инфекциями США (NNIS), P. aeruginosa — самый частый возбудитель 
нозокомиальной пневмонии, один из ведущих возбудителей инфекций мочевыводящих путей и хи-
рургических инфекций [2].

Микроорганизм способен существовать вне организма в виде свободно живущей (планктон-
ной) и биопленочной (прикрепленные к поверхности сообщества микроорганизма) форм. Считают, 
что именно для первой формы характерны бактериемия и сепсис, тогда как биопленочная форма — 
коренная причина хронических инфекций [3].

Штаммы P. aeruginosa, вызывающие заболевания с возрастающими летальностью и смертно-
стью, характеризуются множественной резистентностью к лекарственным средствам или даже пан-
резистентностью к антибиотикам [4]. При хроническом инфицировании легких P. aeruginosa прак-
тически невозможно добиться эрадикации инфекции доступными антибиотиками [5]. Большинство 
штаммов P. aeruginosa, выделяемых у больных в отделениях реанимации и интенсивной терапии, 
полирезистентны [4]. Уже не редкость и панрезистентные штаммы синегнойной палочки — описа-
ны вызванные ими вспышки нозокомиальных инфекций [6].

В подобной ситуации, как мы уже отмечали ранее, особое значение приобретает разработка при-
емов подавления образования и активности факторов патогенности данных микроорганизмов [7].

Принято считать, что вирулентность псевдомонад определяется продуцированием ими специ-
фического экзотоксина (механизм его действия подобен таковому дифтерийного гистотоксина), ге-
молизинов и протеиназ: нейтральной протеиназы, эластазы и щелочной протеиназы [8, 9]. Однако 
особенности набора протеолитических энзимов патогенных штаммов P. aeruginosa и их накопле-
ния в культуре остаются недостаточно изученными. Ранее нами были изложены предварительные 
результаты только об отдельных особенностях набора внеклеточных протеиназ таких штаммов ми-
кроорганизма [10].

Цель работы — изучение особенностей набора внеклеточных «нейтральных» протеиназ па-
тогенных штаммов P. aeruginosa и образования этих энзимов при росте микроорганизма на жидких 
питательных средах.
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Материалы и методы. В работе использовали фенилметилсульфонилфторид (PMSF) (Sigma, 
США), диизопропилфторфосфат (DPF), бактоагар типа «Difco» (Ferak, Германия), кумасси голубой 
G-250 (Fluka, Швейцария), р-хлормеркурибензоат (p-CMB, Chemapol, Чехия), этилендиаминтетраа-
цетат динатриевая соль (EDTA) (Reanal, Венгрия). Фибриноген человека был изготовлен РНПЦ ге-
матологии и трансфузиологии Минздрава Республики Беларусь, казеин по Гаммерстену и желатин 
(для инъекций), а также другие реактивы квалификации «хч» или «чда» были произведены в стра-
нах СНГ, их использовали после соответствующей дополнительной очистки.

Штамм АТСС 15442 P. aeruginosa, полученный из музея Государственного НИИ стандартиза-
ции и контроля медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича (Москва, РФ), любез-
но предоставлен сотрудниками ГУ «Республиканский центр гигиены, эпидемиологии и обществен-
ного здоровья» Минздрава Республики Беларусь. Госпитальные штаммы микроорганизма предо-
ставлены сотрудниками лаборатории внутрибольничных инфекций ЦНИЛ Белгосмедуниверситета.

Монокультуру микроорганизма поддерживали и культивировали на питательном бульоне на 
основе гидролизата кильки (НПО «Микроген», Махачкала) как подробно описано нами ранее [11]. 
Динамику роста биомассы учитывали турбидиметрически при 600 нм. Пробы культуральной жид-
кости отбирали каждые 2 ч. Биомассу отделяли центрифугированием в течение 15 мин при 3000 об./
мин, супернатанты использовали для анализа. Осадок клеток отмывали 0,15М раствором NaCl, су-
спендировали в таком же растворе и использовали для анализа.

Протеолитическую активность определяли методом лизиса фибриновых пластин, а также по 
лизису белков-субстратов в тонком слое агар-агара как описано в нашей статье [12]. Концентрация 
белков составляла 5 или 10 г/л, агар-агара — 10 г/л. В качестве растворителя для приготовления пла-
стин использовали 0,01 или 0,05М трис-HCl буфер рН 7,5. Пластины с нанесенными пробами инку-
бировали при 37оС в течение 24 ч. Зоны лизиса визуализировали обработкой белок-агаровых пла-
стин 2 н. трихлоруксусной кислотой.

Удельную скорость накопления протеолитической активности рассчитывали в соответствии с 
рекомендациями [13].

Все исследования выполнены не менее чем 4-кратно. Результаты обработаны статистически с 
вычислением t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. Исследования протеолитической активности восьми штаммов 
P. aeruginosa, выделенных от больных хирургических отделений стационаров г. Минска, показали, 
что этот признак значительно варьирует не только среди штаммов, но и в зависимости от использо-
ванного белка-субстрата. Причем такая картина характерна не только для протеиназ супернатантов 
культуральной жидкости, но и для энзимов, связанных с мембраной клетки микроорганизма (рисун-
ки 1, 2).

Тем не менее, «нейтральная» протеолитическая активность присуща всем без исключения 
штаммам микроорганизма, хотя она была выражена в разной степени. Например, отмытые клет-
ки микроорганизма не расщепляли сывороточный альбумин, за исключением шт. 3/3, и только клет-
ки шт. 13р3 были способны расщеплять фибрин. Клетки ни одного из штаммов не имели «нейтраль-
ной» протеиназы, расщепляющей казеин. Следует, правда, отметить, что все исследования прове-
дены без добавления в реакционную систему неорганического ортофосфата, существенно усилива-
ющего расщепление белков протеиназами [14]. Однако и в этих условиях клетки всех штаммов до-
статочно интенсивно расщепляли тромбин и особенно — фибриноген быка (рисунок 1). Протеоли-
тическая активность отмытых клеток псевдомонад и бесклеточной культуральной жидкости так-
же различалась. Из материалов рисунков 1 и 2 видно, что в целом казеин не является оптимальным 
субстратом для исследования протеолитической активности патогенных штаммов P. aeruginosa. Бо-
лее предпочтительно использование фибриногена, что позволяет выявить протеолитическую актив-
ность при нейтральных значениях рН у всех штаммов.
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Рисунок 1 — Расщепление белков-субстратов (а — гемоглобин; б — сывороточный 
альбумин; в — желатин; г — тромбин; д — фибрин; е — фибриноген человека;  

ж — фибриноген быка) суспензией отмытых клеток патогенных штаммов P. aeruginosa 
(штаммы: 1 — 92/1гоб1; 2 — 74/5гоб4; 3 — 23/2гоб2;  4 — 3/3; 5 — 11/2р3; 6 — 12/2 р3; 7 — 74/5гоб3;  

8 — 13р3), возраст культуры — 24 ч; концентрация белков-субстратов — 5 г/л,  
растворитель — 0,01 М трис-HCl буфер рН 7,5

Уже эти данные показывают, что патогенные штаммы P. aeruginosa обладают довольно 
сложным набором «нейтральных» протеиназ. Учитывая способность их расщеплять 
фибриноген и тромбин, не возникает сомнений в существенной патогенетической роли 
протеолитических энзимов патогенных псевдомонад.

Ингибиторный анализ протеиназ пула супернатантов культуральной жидкости тех 
же 8 штаммов при использовании разных белков-субстратов показал, что нейтральные 
протеиназы во всех случаях наиболее сильно подавляются EDTA, что указывает на важную 
роль металлов в функции этих энзимов (рисунок 3).
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Рисунок 2 — Расщепление белков-субстратов (а — гемоглобин; б — сывороточный 
альбумин; в — желатин; г — тромбин; д — фибрин; е — фибриноген человека;  

ж — фибриноген быка; з — казеин) супернатантами культуральной жидкости патогенных 
штаммов P. aeruginosa. Остальные обозначения и условия те же, что в рисунке 1

Что касается расщепления желатина, то судя по действию ингибиторов, оно осуществляет-
ся металлопротеиназой. Фактически лишь при расщеплении казеина отмечено заметное угнетение 
протеолиза о-фенантролином и гидроксихинолином. Это дает основания считать, что желатин и ка-
зеин расщепляются разными протеиназами. 

Ингибиторы сериновых и цистеиновых протеиназ оказали на расщепление использованных 
белков-субстратов весьма умеренное действие, не превышающее 30%. Подобный эффект позволяет 
считать, что упомянутые группы протеолитических энзимов не являются основными компонентами 
набора «нейтральных» протеиназ патогенных псевдомонад.



220

Рисунок 3 — Изменения (% к контролю) расщепления сывороточного альбумина (а), казеина 
(б), фибриногена человека (в), фибриногена быка (г) и желатина (д) в тонком слое агарового 

геля протеиназами пула супернатантов культуральных жидкостей патогенных штаммов 
P. aeruginosa (штаммы: 1 — 92/1гоб1; 2 — 74/5гоб4; 3 — 23/2гоб2; 4 — 3/3;  

5 — 11/2р3; 6 — 12/2 р3; 7 — 74/5гоб3; 8 — 13р3) в присутствии группоспецифических 
ингибиторов (1 — EDTA, 2 — PCMB, 3 — o-phe, 4 — ho-qui, 5 — PMSF, 6 — DPF)  

в концентрации 10-3 М. Концентрация белков-субстратов — 10 г/л, растворитель — 0,05М 
трис-HCl буфер рН 7,5; n = 4; * — р≤0,05

Учитывая, что в стационарном режиме культивирования уже после 6 ч рост культур замед-
лялся, к 24 ч протеолитическая активность супернатантов культуральной жидкости может быть об-
условлена не только внеклеточными протеиназами, но и энзимами переживающих и разрушающих-
ся клеток.

Исследования динамики протеолитической активности в супернатантах культуральной жид-
кости проведены нами на трех белках-субстратах: казеине и желатине — субстратах, дающих осно-
вания усматривать наличие разных компонентов в наборе внеклеточных «нейтральных» протеиназ 
патогенных псевдомонад, и фибриногене — практически универсальном субстрате в нашем кон-
кретном случае. Эксперименты проведены с использованием штаммов АТСС 15442 (эталонный), 
23/2гоб1, 23/2гоб2 и 74/5гоб3, различающихся особенностями метаболизма: шт. 23/2гоб1 — наиболее ак-
тивный продуцент пиоцианина, шт. 23/2гоб2 отличался быстрым ростом на жидких питательных сре-
дах и хорошим урожаем биомассы, а шт. 74/5гоб3 — высоким уровнем терморезистентного гемоли-
за [15].
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Протеолитическая активность по всем трем субстратам обнаружена уже через 2 ч после на-
чала культивирования микроорганизма (рисунок 4) Максимальная желатинолитическая активность 
всех штаммов к 18 ч была более низкой в сравнении с казеино- и фибриногенолитической. Обнару-
жены и другие особенности.
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Рисунок 4 — Динамика казеинолитической (а), желатинолитической (б), 
фибриногенолитической (в) активности супернатантов культуральной жидкости штаммов 

P. aeruginosa (1 — АТСС 15442, 2 — 23/2гоб1, 3 — 23/2гоб2, 4 — 74/5гоб3) при росте на жидкой 
питательной среде; концентрация белков-субстратов — 5 г/л, растворитель — 

0,01М трис-HCl буфер рН 7,5; n = 4

Штаммовые различия практически не проявлялись в динамике казеинолитической активно-
сти, характеризующейся почти прямолинейной зависимостью, за исключением шт. 23/2гоб2. К 18 ч 
эта активность была одинакова для всех штаммов. Уровень желатинолитической активности к это-
му сроку также был одинаков у всех штаммов. Однако графики зависимости носили более слож-
ный характер с промежуточными плато или напоминая S-образную зависимость. По характеру из-
менения фибриногенолитической активности штаммы можно разделить на две группы: у шт. АТСС 
15442 и 74/5гоб3 наблюдалась типичная S-образная зависимость с быстрым нарастанием уровня ак-
тивности в период 6–10 ч и максимумом уже к 16 ч. У двух остальных штаммов усиленный рост ак-
тивности отмечен, начиная с 10 ч, максимальный уровень ее превышал таковой предыдущей груп-
пы на 21–31% (р<0,05).

Более четко особенности динамики протеолитической активности выявлялись при анализе 
удельной скорости «накопления» протеолитической активности (рисунок 5). 
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Рисунок 5 — Удельная скорость нарастания протеолитической активности  

(1 — желатинолитической, 2 — фибриногенолитической, 3 — казеинолитической) 
супернатантов культуральной жидкости в процессе роста культур штаммов P. aeruginosa 

(штаммы: а — АТСС 15442; б — 23/2гоб1; в — 23/2гоб2; г — 74/5гоб3)

Причем наблюдались различия и между штаммами и между отдельными компонентами про-
теиназного набора. Так, у всех четырех штаммов максимальные значения удельной скорости нако-
пления в целом характерны для желатинолитической активности. У шт. АТСС 15442 и 23/2гоб2 этот 
максимум приходился на 8–9 ч, тогда как у шт. 23/2гоб1 — через 3 ч после начала культивирования, 
а у шт. 74/5гоб3 — в фазу замедления роста. Наиболее высоки максимальные значения удельной ско-
рости накопления казеинолитической активности, за исключением шт. 23/2гоб1, где таковые не от-
личались или уступали значениям удельной скорости накопления фибриногенолитической актив-
ности. Результаты, представленные на рисунке 5, также демонстрируют существенные штаммовые 
различия изменений удельной скорости накопления протеолитической активности по трем белкам-
субстратам, свидетельствующие о функционально-метаболической специфике этих штаммов.

Заключение. Изложенные результаты свидетельствуют о способности патогенных штаммов 
P. aeruginosa образовывать протеолитические энзимы широкой субстратной специфичности, разру-
шающие ряд белков, включая фибриноген, тромбин и гемоглобин. Даже не анализируя биологиче-
скую активность продуктов протеолиза, можно заключить, что такие протеиназы при инфицирова-
нии организма хозяина будут играть заметную роль в патогенезе инфекции. Примечательно, что в 
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реализации активности этих протеиназ существенная роль принадлежит ионам металлов. Однако 
изложенные данные не раскрывают всех аспектов регуляции протеолитической активности патоген-
ных штаммов псевдомонад. Более того, рассмотрена лишь протеолитическая активность, проявляю-
щаяся в нейтральной зоне рН, тогда как микроорганизм может обладать и протеиназами иного типа.

Авторы выражают благодарность канд. мед. наук Г.А. Скороходу, канд. биол. наук А.Э. Пыж и 
И.В. Шнып за помощь в проведении настоящей работы.
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FEATURES OF THE “NEUTRAL” PROTEINASES OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
PATHOGENIC STRAINS

Pyzhova N.S., Nikandrov V.N.
Republican Research & Practical Centre for Epidemiology and Microbiology, Minsk, Belarus

With use of various protein substrates it was demonstrated that Pseudomonas aeruginosa pathogenic 
strains possess the proteinases which showing the activity at neutral рН range. Judging by results of the in-
hibitory analysis and dynamics of the proteolytic activity changes (caseino-, gelatino- and fibrinogenolyt-
ic), pathogenic pseudomonads synthesize some “neutral” proteinases. An important role in functional activ-
ity of these enzymes is played by metals. At the same time serine and cysteine proteinases aren't the main 
components of an extracellular proteinase arsenal of pseudomonads.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, pathogenic strains, “neutral” proteinases, inhibitory analysis, 
protein substrates.
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