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УДК 577.151.042:579.841.11:579.22

Н.С. ПЫЖОВА, В.Н. НИКАНДРОВ
Беларусь, Минск, РНПЦ эпидемиологии и микробиологии

О СПОСОБНОСТИ ПАТОГЕННЫХ ШТАММОВ
PSEUDOMONAS AERUGINOSA ПРОД УЦИРОВАТЬ
ИНГИБИТОРЫ ПРОТЕИНАЗ И АКТИВАТОРОВ
ПЛАЗМИНОГЕНА

Как мы уже отмечали в предыдущей статье [1], важным этиологиче
ским фактором ряда заболеваний инфекционного характера является Pseu
domonas aeruginosa -  синегнойная палочка, способная вызывать тяжелые 
острые и хронические заболевания. В настоящее время неоднократно опи
саны госпитальные штаммы P. aeruginosa с множественной резистентно
стью к лекарственным средствам и панрезистрентностью к антибиотикам 
[например, 2].

Кроме того, P. aeruginosa является возбудителем муковисцидозов -  
хронически протекающей инфекции с поражением ряда систем организма, 
но наиболее часто -  дыхательной. Причем выделяемые от таких больных 
штаммы микроорганизма характеризуются образованием слизи [3].

Одним из факторов вирулентности псевдомонад являются протеина- 
зы [3; 4]. С использованием различных белков-субстратов нами было пока
зано, что патогенные штаммы Р. aeruginosa обладают протеиназами, про
являющими активность при нейтральных значениях pH. Судя по результа
там ингибиторного анализа и динамике изменения протеолитической ак
тивности (казенно-, желатино- и фибриногенолитической), патогенные 
псевдомонады синтезируют 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 [5].

Вместе с тем, ранее были получены предварительные результаты о 
способности синтезируемых патогенными штаммами псевдомонад сине- 
зелеными пигментами угнетать активность ряда протеиназ [6].

Цель настоящей работы -  раскрыть особенности проявления 
протеазо-ингибиторной активности в супернатантах культуральной 
жидкости штаммов патогенных псевдомонад различного типа.

Штамм АТСС 15442 (эталонный) P. aeruginosa получен из музея 
Государственного НИИ стандартизации и контроля медицинских биологи
ческих препаратов им. JI.A. Тарасевича (Москва, Россия). 12 госпитальных 
штаммов микроорганизма и щтаммов, выделенных от больных муковис-
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цйдозом детей, предоставлены сотрудниками лаборатории внутриболь
ничных инфекций ЦНИЛ Белгосмедуниверситета.

Монокультуру микроорганизма поддерживали и культивировали на 
питательном бульоне на основе гидролизата кильки (НПО «Микроген», 
Махачкала) как подробно описано нами ранее [7]. Пробы культуральной 
жидкости отбирали после окончания роста культур. Биомассу отделяли 
центрифугированием в течение 15 мин при 3000 об/мин, супернатанты 
госпитальных штаммов микроорганизма и штаммов, выделенных от боль
ных муковисцидозом детей, объединяли в два пула и использовали для 
анализа также как и супернатанты эталонного штамма.

В работе использованы образцы протеиназ, активаторов плазминоге- 
на, белки и другие реактивы, методы определения протеолитической ак
тивности (по расщеплению сывороточного альбумина быка) и плазмино- 
ген-активаторной способности, описанные нами ранее [8].

Все исследования выполнены не менее чем 3-кратно. Результаты об
работаны статистически.

Добавление аликвот супернатантов культуральной жидкости к сери- 
новым протеиназам вызвало изменения активности протеиназ в зависимо
сти от конкретной протеиназы и характера культивируемых штаммов. 
Наибольшее подавление наблюдалось со стороны альбуминолитической 
активности трипсина: 22-45 % (рисунок 1). Причем, максимальный эффект 
выявлен в случае штаммов P. aeruginosa, не образующих слизи, а мини
мальный -  в случае эталонного штамма микроорганизма. Добавление к а- 
химотрипсину или субтилизину только супернатантов культуральной жид
кости не образующих слизи штаммов вело к угнетению альбуминолитиче
ской активности этих протеиназ на 24-26 %. В остальных случаях измене
ния активности не превышали 11 %.

На альбуминолитическую активность цистеиновой протеиназы па- 
паина супернатанты культуральной жидкости штаммов оказали также ин
гибиторное действие, причем наиболее сильным оно было в случае опять- 
таки не образующих слизи штаммов -  эффект составил 44 %, тогда как в 
остальных случаях подавление активности этой протеиназы не превышало 
25-28 % (рисунок 1).

Супернатанты культуральной жидкости всех использованных штам
мов микроорганизма достаточно слабо влияли на расщепление альбумина 
металлопротеиназой: эффект не превышал 19 %, причем в этом случае он 
проявлялся как раз при добавлении к протеиназе супернатантов культу
ральной жидкости именно эталонного штамма (рисунок 1).

Следует отметить, что добавление к перечисленным протеиназам 
аликвот неинокулированой питательной среды практически на отражалось
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на уровве алъбумшюлитнческой активности перечисленных протеиназ -  ее 
изменения составляли 2-8 % по сравнению с контролем (не показано).

а б в

Рисунок 1 -  Изменения альбуминонолитической активности 
(% к контролю, принятому за 100 %) трипсина (<аг), а-химотрипсина (б), 
субтилизина (в), папаина (г)> металлопротеиназы (д) при добавлении к 

протеиназам супернатантов культуральной жидкости госпитальных 
штаммов P. aeruginosa (1), штаммов, выделенных от больных 

муковисцидозом детей (2) или штамма АТСС 15|42 (3);
* - статистически достоверные изменения, £<0,05

На плазминоген-активаторную способность использованных активагго 
ров плазминогена наиболее сильное действие оказали <^е|жатанты госпи
тальных штаммов псевдомонад: подавление активности Щіїжцпо 40-52 % 
(рисунок 2 \ Тогда как эффект супернатантов слизеобрйз̂ тощих и эталонного
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штаммов не превышал 22 % и проявлялся лишь на стрептокиназе и тканевом 
активаторе плазминогена.

|

е ж 3

Рисунок 2 -  Изменения пдазминоген-активаторной способности 
(% к контролю, принятому за 100 %) тканевого активатора плазминогена 

(е), урокиназы (ж) и стрептокиназы (з) при добавлении к активаторам 
плазминогена супернатантов культуральной жидкости госпитальных 

штаммов P. aeruginosa (1), штаммов, выделенных от больных 
муковисцидозом детей (2), штамма АТСС 15442 (3)

Неинокулированная питательная среда также не влияла на функцию 
активаторов плазминогена: ее изменения не превысили 4 % (не показано).

Итак, судя по изложенным материалам, патогенные псевдомонады 
способны продуцировать в культуральную жидкость субстанции, подав
ляющие активность ряда протеиназ и активаторов плазминогена. Считают, 
что вирулентность псевдомонад зависит от продуцирования штаммами од
новременно специфического экзотоксина (механизм его действия подобен 
таковому дифтерийного гистотоксина), гемолизинов и протеиназ [3]. Ряд 
авторов отмечает также значение синтезируемых пигментов -  пиоцианина 
и пиовердина для проявления патогенности микроорганизма [например, 7]. 
Ранее на культурах токсигенного штамма Corynebacterium diphtheria PW-8 
была установлена способность продуцировать белки, модулирующие ак
тивность протеиназ и активацию плазминогена, причем в ряде случаев ак
тивность их возрастала [9]. Определенными свойствами обладали и очи
щенные образцы дифтерийного токсина [10]. Однако супернатанты куль
туральной жидкости -  многокомпонентные системы. Пока неясно, обу
словлены ли выявленные эффекты присутствием именно сине-зеленых 
пигментов. Вместе с тем, совершенно ясно, что продукты жизнедеятельно
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сти патогенных псевдомонад оказывают многогранное действие на систе
мы инфицируемого организма. Каково значение полученных результатов 
для патогенности микроорганизма ~ открытый вопрос. Раскрытие этих ас
пектов составляет задачу дальнейших исследований в перспективе.

Авторы выражают благодарность Г.А, Скороходу и А.Э. Пыж за по
мощь в проведении исследований.
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