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УДК 577.151.042:577.152.344:579.841.11

Н.С. ПЫ Ж ОВА, В.Н. НИКАНДРОВ
Беларусь, Минск, РНПЦ эпидемиологии и микробиологии

О ВЫ ЯВЛЕНИИ  ДЕЙ СТВИ Я ЭФ Ф ЕКТО РОВ  
НА АКТИВНОСТЬ «Н ЕЙ ТРАЛЬН Ы Х» ПРОТЕИНАЗ  
ПАТОГЕННЫ Х Ш ТАМ М О В PSEU D O M O N AS AERUGINOSA  
РАЗЛИЧНОЙ М ЕТАБО ЛИ ЧЕСКО Й  Н АП РАВЛЕН НО СТИ

Ранее [1; 2] мы уже отмечали, что одним из факторов патогенности 
Pseudomonas aeruginosa -  частого возбудителя нозокомиальной пневмо
нии, хирургических и урологических заболеваний инфекционной этиоло
гии ~ являются протеиназы. Судя по результатам расщепления белков- 
субстратов и ингибиторного анализа, микроорганизмы образуют несколько 
протеиназ, причем доминирующее значение имеют металлопротеиназы [1]. 
Нами описана также способность протеиназ P. aeruginosa расщеплять 
фибрин(оген) и тромбин, продуцировать субстанции, как правило подав
ляющие активность протеиназ, особенно сериновых и папаина, активато
ров плазминогена, особенно сильно -  тканевого [1; 3].

Эти исследования действия эффекторов на активность протеиназ 
были выполнены на объединенных пулах супернатантов культуральной 
жидкости и клеток разных штаммов данного микроорганизма, тогда как 
метаболическая специфика штаммов может заметно различаться.

Цель настоящей работы -  раскрыть особенности выявления действия 
эффекторов на протеолитическую активность отдельных штаммов пато
генных псевдомонад различной метаболической направленности.

Госпитальные штаммы микроорганизма предоставлены сотрудника
ми лаборатории внутрибольничных инфекций ЦНИЛ Белгосмедуниверси- 
тета. Штаммы, отобранные для исследования, с одной стороны, отлича
лись быстрым ростом на питательных средах, обильным образованием
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сине-зеленых пигментов (пиоцианина и пиовердина), высокой гемолитиче
ской активностью, включая высокую долю термостабильного гемолиза - 
13/3, а с другой -  обильной продукцией слизи -  12/2р3.

Техника культивирования микроорганизма, получения суперна
тантов культуральной жидкости и клеток, определения активности про- 
теиназ подробно описаны в предыдущих статьях [1-4]. Все исследования 
выполнены не менее чем трехкратно. Результаты обработаны статистиче
ски. Ниже в тексте приведены только статически достоверные (р < 0,05) 
изменения.

В предыдущей статье было показано, что признак «протеоли- 
тическая активность» штаммов P. Aeruginosa очень вариабелен [1]. На 
ряде белков-субстратов он проявляется неодинаково. В данном экспе
рименте в целом величины протеолитической активности обоих штаммов, 
за редким исключением, принципиально не отличались от ранее установ
ленных [1] (не показано). Подтверждено, что казеин не годится для 
определения протеолитической активности штаммов условно патоген
ных микроорганизмов, несмотря на длительный период контакта протеи- 
наз с этим белком. Сопоставление протеолитической активности штаммов 
13/3 и 12/2рз не позволило выделить какую-либо специфику в расщепле
нии белков.

Результаты ингибиторного анализа фибринолитической активности 
бесклеточных супернатантов культуральной жидкости свидетельствуют 
о том, что комплексоны (этилендиаминтетраацетат и офенантролин ) пол
ностью подавляли расщепление фибрина протеиназами обоих штаммов 
(рисунок 1).

Это заметно отличалось от действия этих эффекторов на протеоли- 
тическую активность объединенного пула супернатантов культуральных 
жидкостей восьми различных штаммов [1]. Более того, фибринолитическая 
активность обоих штаммов полностью подавлялась диизопропилфосфа- 
том - группоспецифическим ингибитором сериновых протеиназ, а дей
ствие />-хлормеркурибензоага было невелико.
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Рисунок 1 -  Изменения (% к контролю) расщепления фибрина 
протеиназами супернатантов культуральных жидкостей патогенных 
штаммов 1 Зрз (а) и 12/2 рз (б) Pseudomonas aeruginosa в присутствии 
группоспецифических ингибиторов: 1 -  этилсндиаминтетраацетат,

2 -р-хлормеркурибензоат, 3 диизопропилфосфат,
4 -  фенилметилсульфонилфторид, 5 -  о-фенантролин, 6 -  этанол 
в концентрации 10 2М. Концентрация белка-субстрата ~ 10 г/л, 
растворитель -  0,05 М трис~НС1 буфер pH 7,5; w = 4; * ~ Р < 0,05

Дальнейшие исследования проведены с быстрорастущим пигменто
образующим штаммом 13/3.

Наибольшее подавление желатинолитической активности его супер
натанта наблюдалось при добавлении силикатов, однако с разведением 
проявлялся ингибирующий эффект даже NaCl, достигающий 50 % при 
максимальном разведении супернатанта (рисунок 2).

Выраженный ингибирующий эффект -  90 % проявлял и хлорид кад
мия. Нужно отметить, что ингибиторный эффект катионов Cd, Mn, Fe и Со 
(но не Сг и Mg) резко возрастал при уже в трех- или шестикратном разве
дении супернатанта культуральной жидкости. Несколько неожиданной 
явилась меньшая эффективность в качестве ингибитора ионов Сг(П1) 
в сравнении с таковым Mg и даже солями натрия.
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Рисунок 2 -  Изменения (% к контролю) желатинолитической активности 
протеиназ супернатантов культуральной жидкости 

штамма Pseudomonas aeruginosa 13рз при разведении супернатантов 
в присутствии неорганических в концентрации 10'2 М.

Условия как в рисунке 1, п -  3

В отдельном эксперименте показано действие трех ингибиторов проте
иназ на желатинолитическую активность этого штамма при разведении су
пернатанта культуральной жидкости (рисунок 3). Как и при использовании 
в качестве субстрата фибрина, действие р-хлормеркурибензоата было мини-
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мально, тогда как подавление расщепления желатина офенантролином 
усиливалось с 37 до 100 % при разведении супернатанта в 48 раз и более. 
Увеличение степени действия солей металлов и ингибиторов вполне объ
яснимо, поскольку культуральная жидкость содержит ряд биомолекул, 
втом числе и белков, которые могут также взаимодействовать с эффекто
рами, уменьшая долю таковых для подавления активности протеиназ*

степень разведения

Рисунок 3 -  Влияние комплексонов и р-хлормеркурибензоата 
на желатинолитическую активность протеиназ супернатантов 
культуральной жидкости штамма Pseudomonas aeruginosa 13рз 

при разведении супернатантов: 1 -  контроль без добавок,
2 -- о-фенантролин, 3 диэтилдитиокарбамат, 4 />хлормеркурибензоат 

в концентрации 10_3М. Условия как в рисунке 1; п = 4

Следовательно, патогенные штаммы Pseudomonas aeruginosa обла
дают большим разнообразием набора протеиназ, чем это было замечено 
ранее. Так, кроме металлопротеиназ они могут продуцировать сери новые 
протеиназы. Этой способностью обладали оба штамма, несмотря на их ме
таболические различия. Весьма умеренное подавление активности послед
них диизопролилфторфосфатом в пуле супернатантов восьми штаммов [1] 
может быть сопряжено с продуцированием патогенными штаммами P. ae
ruginosa субстанций, ингибирующих как раз в большей мере активность 
именно сериновых протеиназ [3J, что делает малодоступным активный 
центр гидролаз для синтетического ингибитора. Отмечается также невысо
кая эффективность фенил мети л су л ьфон и л фторид а, что может быть обу
словлено (эго согласуется с ранее полученными результатами [1]), боль
шим размером его молекулы в сравнении с диизопролилфторфосфатом.



114

Неожиданным было увеличение фибринолитической активности суперна
танта культуральной жидкости штамма 12/2 рз в присутствии р- 
хлормеркурибензоата. Ранее было зафиксировано парадоксальное дей
ствие на активность протеиназ с фенилметилсульфонилфторида [1]. Выяв
ленный момент является новым и нуждается в дальнейшем изучении.

Полученные результаты, таким образом, свидетельствуют о более 
разнообразном наборе внеклеточных протеиназ у патогенных штаммов 
Р . aeruginosa. Становится также совершенно ясной целесообразность ис
следования свойств каждого штамма в отдельности, а в ряде случаев -  
необходимости проведения исследований на разведенных образцах.

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