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ПРИРОДЫ. НЕИДЕНТИФИЦИРОВАННЫЕ ГЕМОЛИЗИНЫ

А.Э. Пыж, В.Н. Никандров

НИИ эпидемиологии и микробиологии Минздрава Республики Бела
русь, Минск, Беларусь

Инфекции, вызываемые Pseudomonas aeruginosa, остаются акту
альной проблемой ряда отраслей современной медицины. Начиная с
70-х годов XX века Р. aeruginosa становится одним из основных
возбудителей локальных и системных гнойно-воспалительных про
цессов, особенно в условиях стационаров [2]. Несмотря на прогресс,
достигнутый в изучении биологических свойств этого возбудителя и
расшифровке патогенеза инфекционного процесса, существующие
представления о молекулярных аспектах патогенности Р. aeruginosa
не являются исчерпывающими [ 1 ]. Патогенное действие Pseudomo
nas aeruginosa осуществляется через комплекс экзопродуктов: пиг
ментов, энзимов, токсинов. Многофакторная природа патогенности
обеспечивает этим бактериям неуязвимость практически против лю
бых защитных систем макрорга-низма - естественных (тканевые
барьеры, гуморальный и клеточный иммунитет), искусственных
(иммунопрепараты, антибиотики), а также дезинфектантам. Так,
микроорганизм продуцирует экзотоксин А - термолабильный белок
мол.массой 66-72 Ша. Полагают, что механизм токсического дейст
вия связан с модификацией фактора элонгации посредством АДФ-
рибозилирования, что ведет к блокаде синтеза белка на стадии элон
гации. Экзоэнзим S - термостабильный белок с АДФ-трансферазной
активностью. Инактивируется под действием денатурирующих и
восстанавливающих агентов, ионов Си24" и Fe2+, образуется в дв\ \
формах: в виде энзиматически активного белка мол,-массой 49 II 1а;
и неактивного пробелка мол. массой 53 Ша. Экзоэнзим S ингибиру
ет биосинтез белка и проявляет -цитотоксичность в отношении ле
гочной ткани. Цитотоксин оказывает выраженное цитотоксическое
действие на полиморфно-ядерные нейтрофи-лы, способствуег раз-

196



витию нейтропении, вызывает повышение проницаемости клеточ
ных мембран, что обусловливает набухание клеток и потерю ими
крупных, например белковых молекул (4?5).

Среди эндотоксинов, образуемых синегнойной палочкой, выде
ляют энтеротоксический фактор белковой природы, фактор прони
цаемости и нейраминидазу, которая способна в 2-3 раза усиливать
действие других токсинов синегнойной палочки.

Одним из существенных факторов патогенности микроорганизма
является гемолизины. P.aeruginosa образует не менее двух гемоли
тических субстанций -  термолабильный гемолизин с лецитиназной
активностью (фосфолипаза С) и термостабильный гемолизин (гли
колипид). Внеклеточный кислый гликолипид содержит две молеку
лы рамнозы и гидроксидекаиновую кислоту (8). По данным литера
туры и первый и второй гемолизины вызывают солюбилизацию и
гидролиз фосфолипидов с образованием фосфорилхолинов. In vivo
гемолизины приводят к развитию некротических поражений, осо
бенно в печени и легких. Помимо внеклеточного гемолизина есть
указания на существование внутриклеточного гемолизина, возмож
но появляющегося в фильтратах бульонных культур Р.aeruginosa
вследствие автолиза. Взаимоотношения между внеклеточными. и
внутриклеточными гемолизинами нс установлены. Наряду с много
численными публикациями о факторах патогенности P.aeruginosa,
встречаются лишь единичные работы об изучении продукции и
свойств ее гемолизинов, методам их очистки, характеру взаимоот
ношений различных видов гемолизинов при инфекционном процес
се. Механизм действия этих гемолизинов остается также неясным
(6). ■

Цель настоящей работы -  оценить роль активных форм кислорода
(АФК) и металлов переменной валентности в реализаго . лецити
назной и гемолитической активности внеклеточных субстанций
P.aeruginosa.

Материалы и методы. Исследования проведены на 10 клиниче
ских штаммах P.aeruginosa, выделенных из патологического мате
риала стационарных больных. Суточные кульгуры с агара пересева
ли во флаконы с МПБ и выращивали в течение 15-18 ч., затем пере
севали во флаконы с 30 мл МПБ и выращивали в течение двух-
четырех суток под ватно-марле.выми пробками при 30°С и 37()С,
Клетки отделяли центрифугированием, культуральную жидкость в
объеме 0,2 мл вносили в пробирку с фосфатным буфером pH 6,8 и
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добавками перехватчиков АФК и комплексонов. В качестве источ
ника лецитовителлина использовали 5%-ную эмульсию желтка ку
риного яйца в изотоническом растворе NaCl. Смесь инкубировали
при 37°С в течение 2 ч. Реакцию учитывали по образованию четкого
,диглицеринового колрца. Всплывающего на поверхность пробы в
результате ферментативного гидролиза лецитина куриного желтка.
Гемолитическую активность фильтратов бульонных культур до и
после кипячения (30 мин на водяной бане) оценивали по лизису 2%-
ной взвеси бараньих эритроцитов после инкубации при 37°С в тече
ние 2 ч и высвобождению гемоглобина, которое учитывали по вели
чине абсорбции при 540 нм. Комплексоны и перехватчики АФК
вносили в концентрации 0,001М

Результаты и их обсуждение. Проведенные нами исследования
показали, что наибольшая фосфолипазная активность наблюдается
при культивировании бульонных культур в течение 96 ч при 30 °С, а
гемолитическая активность - при культивировании при 37 °С в тече
ние трех суток. Перехватчики синглетного кислорода (азид натрия,
гистидин, триптофан) умеренно - на 25-45% угнетали расщепление
лецитина и лизис взвеси бараньих эритроцитов супернатантом буль
онных культур (рисунок). Близкий по величине эффект вызвали пе
рехватчики гидроксильного радикала - маннит и формиат натрия. В
присутствии перехватчика супероксидного радикала - нитротетразо-
ливого синего - фосфолипазная активность подавлялась полностью,
а гемолитическая - лишь на 24-45%. Комплексоны: о-фенантролин,
8-оксихинолин, но не диэтилдитиокарбамат иатрия( ДЭДТК натрия),
вызвали практически полное подавление фосфолипазной ак
тивности, а гемолитической активности - до 50% лишь у некоторых
штаммов (3), тогда как по отношению к большинству штаммов они
явились активатором гемолиза эритроцитов, что позволяет думать о
важной роли в проявлении фосфолипазной активности металлов пе
ременной валентности, возможно Fen+. *

По-видимому в реализации этой активности важную роль играют
АФК, особенно супероксидный радикал (возможно, эндогенного ха
рактера), образующиеся с участием металлов переменной валентно
сти. Ранее сходная, хотя и не идентичная картина была описана на
ми для гемолитической активности стрептолизина О, который ли
шен фосфолипазной активности [3]. Pseudomonas aeruginosa же об
разует две фосфолипазы С (гемолитическую PLC-H и негемолитиче
скую PLC-N). Экспрессия генов обеих фосфолипаз регулируется не-

198



органическим фосфатом. По механизму токсического действия,
принятому в литературе, гемолитическая фосфолипаза С преимуще
ственно гидролизирует фосфолипиды, содержащие четвертичные
аммонийные группы. Такие ли-пиды обнаружены в эукариотических
мембранах и легочном сурфактанте [6,7]. PLC-N не обладает гемо
литической активностью вследствие неспособности атаковать фос
фолипиды, организованные в мембраноподобные структуры на по
верхности эритроцитарных мембран [7].

Влияние перехватчиков афк , комплексонов и кипячения на
фосфолипазную активность культуральной жидкости

Рис. Влияние перехватчиков активных форм кислорода и комплексонов и кипячения
на фосфолипазную активность супернатантов бульонной культуры Р. aeruginosa .1-азид
натрия; 2-гистидин; 3-триптофан; 4-маннит; 5-формиат натрия; б -
нитротетразолиевый синий 7-о-фенантролин; 8-ДЭДТК натрия;9-о-ксихинолин; 10-
ЭДТА; 11-КзРе(СЫ)б., 12-кипячение.

Кипячение супернатантов бульонных культур приводит к полной
утрате фосфолипазной активности и снижению гемолитической ак
тивности у некоторых штаммов на 15-60%. На чашках с кровяным
агаром у большинства штаммов до кипячения отмечался р-гемолиз,
что является следствием проявления, скорее всего, фосфолипазной
активности, но не гемолизина, так как данный агент очень чувстви
телен к сыворотке крови. Тем не менее, после кипячения только у
пяти штаммов гемолитическая активность полностью уничтожается.
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У части же штаммов отмечаются зоны р-гемолиза, сохраняется до
50% исходной гемолитической активности. Этот остаточный термо
резистентный гемолиз лишь использованные перехватчики гидро
ксильного радикала - маннит и формиат натрия угнетали на 20-30%.
Все остальные перехватчики и комплексоны активировали такой ге
молиз в два раза (не показано). Это довольно парадоксальный эф
фект, ранее не описанный в литературе, сущность которого пока ос
тается неясной.

' Более того, нами получены материалы о том, что при образовании
большого количества пигмента пиоцианина гемолитическая актив
ность супернатантов бульонных культур P.aeruginosa резко усили
вается. Следовательно, реализация гемолитической активности в по
следних случаях обусловлена не фосфолипазой С, что может свиде
тельствовать о существовании иных гемолитических субстанций,
природа которых требует дальнейших исследований.
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