
УЧРЕДИТЕЛИ:
ВСЕРОССИЙСКОЕ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКОЕ ОБЩЕСТВО

ЭПИДЕМИОЛОГОВ, МИКРОБИОЛОГОВ И ПАРАЗИТОЛОГОВ

СОЮЗ ПЕДИАТРОВ РОССИИ

ООО «С-ИНФО»

Журна л
м и к ро би о л о г и и
ЭПИДЕМИОЛОГИИ

и
ИММУНОБИОЛОГИИ

РЕ Д А К Ц И О Н Н А Я  КОЛЛЕГИЯ:

Главный редактор В. В. ЗВЕРЕВ, д.б.н., проф., акад. РАМН

Ю. В. АНАНЬИНА, д.м.н., проф., член-корр. РАМН; В. М. БОНДАРЕНКО, д.м.н., проф.
(зам. гл. редактора); Н. И. БРИКО, д.м.н., проф., член-корр. РАМН; О. В. БУХАРИН, д.м.н.,
проф., акад. РАМН, член-корр. РАН; Ю. В. ВЕРТИЕВ, д.м.н., проф.; А. Л. ГИНЦБУРГ, д.м.н.,
проф., акад. РАМН; И. Н. ДЬЯКОВ, к.б.н. (науч, редактор); С. Г. ДРОЗДОВ, д.м.н., проф., акад.
РАМН; О. И. КИСЕЛЕВ, д.м .н., проф., акад. РАМН; Л. В. КОВАЛЬЧУК, д.м .н., проф.;
В. В. КУТЫРЕВ, д.м.н., проф., член-корр. РАМН; В. Ю. ЛИТВИН, д.б.н., проф., член-корр.
РАМН (отв. секретарь); В. В. МАЛЕЕВ, д.м.н., проф., акад. РАМН; М. И. МИХАЙЛОВ, д.м.н.,
проф.; М. И. НАРКЕВИЧ; Г. Г. ОНИЩЕНКО, д.м.н., проф., акад. РАМН; В. И. ПОКРОВСКИЙ,
д.м.н., проф., акад. РАМН; Р. И. СЕПИАШВИЛИ, д.м.н., проф., акад. АН Грузии; В. П. СЕРГИЕВ,
д.м.н., проф., акад. РАМН; Ю. П. СОЛОДОВНИКОВ, д.м.н., проф.; Арег А. ТОТОЛЯН, д.м.н.,
проф.; Н. Н. ФИЛАТОВ, д.м.н., проф.; Н. Д. ЮЩУК, д.м.н., проф., акад. РАМН

Двухмесячный научно-практический журнал

Основан в 1924 г.

1



7. Holmes A., Govan J., Goldstein R. Agricultural
- use of Burkholderia (Pseudomonas) cepacia: a
threat to human health? Emerg. Infect. Dis.
1998, 4 (2): 221 — 227.

8. Hu E P., Young J.M. Biocidal activity in plant
pathogenic Acidovorax, Burkholderia, Herba-
spirilum, Ralstonia and Xanthomonas spp. J.
Microbiol. 1998, 84: 263-271.

9. Inglis T.J., Sagripanti J. Environmental factors
that affect the 'survival and persistance of
Burkholderia pseudomallei. Appl. Environ.
Microbiol. 2006, 72: 6865-6875.

10. Langley R., Kenna D.T., Vandamme P.
Lysogeny and bacteriophage host range

within the Burkholderia cepacia complex. J.
Microbiol. 2003, 52:483-490.

11. Pitt T.L., Gaston M.A. Bacteriocin typing.
Meth. Mol. Biol. 1995,46: 5-14.

12. Rogul M., Carr S.N. Variable ammonia pro­
duction among Smooth and rough strains of
Pseudomonas pseudomallei: resemblance to
bacteriocin production. J. Bacteriol. 1972,112
(1): 372-380.

13. Wbods D.E., Jeddelon J.A., Fritz D.L. Burk­
holderia thailandensisE 125 haiborsatemperate
bacteriophage specific for Burkholderia mallei.
Ibid. 2002,184 (14): 4003-4017.

Поступила 08.06.10

Контактная информация: Илюхин Владимир Иванович,
400131, Волгоград, ул. Голубинская, 7, НИПЧИ, р.т. (8442)37-37-74

© А.Э.ПЫЖ, В.Н.НИКАНДРОВ, 2011

А.Э.Пыж, В.Н.Никандров

ВКЛАД СИНЕ-ЗЕЛЕНЫХ ПИГМЕНТОВ PSEU­
DOMONAS AERUGINOSA В ГЕМОЛИТИ­
ЧЕСКОЮ АКТИВНОСТЬ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ
ЖИДКОСТИ

НИИ эпидемиологии и микробиологии, Минск,
Республика Беларусь

Цель. Оценить вклад сине-зеленых пигмен­
тов Pseudomonas aeruginosa в гемолитическую
активность ее культуральной жидкости.
Материалы и методы. Использовано 8 госпи­
тальных штаммов и эталонный штамм АТСС
15^42. Изучены динамика роста штаммов, а
также особенности накопления гемолитиче­
ской и фосфолипазной активности. Методами
гель-хроматографии и экстракции хлорофор­
мом выделены очищенные образцы пиовер-
дина и пиоцианина. Изучена их гемолитиче­
ская и лицитиназная активность, воздействие
на эту активность перехватчиков активных
форм кислорода и комплексонов. Результаты.
Динамика накопления гемолитической ак­
тивности при росте штаммов на жидкой пи­
тательной среде существенно отличалась от
динамики накопления фосфолипазной актив­
ности. Хроматографическое отделение пиг­
ментов из супернатантов культуральной
жидкости резко снижало ее гемолитическую
активность. Очищенные образцы пиовердина
и пиоцианина обладали способностью лизи­
ровать эритроциты и лецитин куриного яйца.
Эти свойства пигментов подавлялись нитро-
тетразолиевым синим и были чуствительны к
комплексонам. Заключение. Пиовердин и
пиоцианин патогенных штаммов Р. aerugi­
nosa способны лизировать эритроциты и сус­
пензию очищенного лецитина куриного яйца,

A.E.Pyzh, V.N.Nikandrov

CONTRIBUTION OF BLUE-GREEN PIGMENTS
TO HEMOLYTIC ACTIVITY OF PSEUDOMONAS
AERUGINOSA CULTURAL FLUID

Research Institute of Epidemiology and Microbio­
logy, Minsk, Belarus

Aim. To assess the contribution of blue-green
pigments of Pseudomonas aeruginosa to hemolytic
activity of its cultural fluid. Materials and methods.
Eight hospital strains and reference strain ATCC
15442 were used. Growth dynamics of strains as
well as features of accumulation of hemolytic
and phospholipase activity were studied. Purified
samples of pyoverdin and pyocyanin were extracted
by gel-chromatography and chloroform extraction
methods. Hemolytic arid lecitinase activities of the
samples as well as effect of active oxygen scaven­
gers and chelating agents on these activities were
studied. Results. Dynamics of accumulation of
hemolytic activity significantly differed from that
of phospholipase activity when strains were grown
in liquid medium. Chromatographic separation
of the pigments from cultural fluid supernatants
sharply reduced its hemolytic activity. Purified
samples of pyoverdin and pyocyanin were capable
to lyse erythrocytes and chicken egg lecitin. These
characteristics of the pigments were inhibited by
nitroblue tetrazolium and sensitive to chelating
agents. Conclusion. Pyoverdin ahd pyocyanin of
pathogenic strains of P. aeruginosa are capable
to lyse erythrocytes and suspension of purified
chicken egg lecitin, they contribute to total hemo­
lytic activity ofpathogenic strains ofP seudomonas,
which is not determined only by phospholipase C
produced by microorganism. Lytic activity of the
pigments is blocked by nitroblue tetrazolium and
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они вносят вклад в общую гемолитическую
активность патогенных штаммов псевдомо­
над, которая не зависит.всецело лишь от про­
дуцируемой микроорганизмом фосфолипазы
С. Литическая активность пигментов блоки­
руется нитротетразолиевым синим и чувстви­
тельн а к  отдельны м  ком п лексон ам . П о-
видимому, эта  акти вн ость опосредована
супероксидным радикалом и детерминирова­
на присутствием в молекулах пигментов ме­
таллов с переменной валентностью.

Журн. микробиол., 2011, № 1, С. 19—25

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa,
гемолитическая активность, пиоцианин,
пиовердин, лизис лецитина, активные формы
кислорода

ВВЕДЕНИЕ
В многочисленных публикациях послед­

него десятилетия подчеркивается весьма
сущ ественная этиологическая роль бакте­
р и й  р о д а  P seu d o m o n as, в о с о б е н н о с ти
Pseudom onas aeruginosa к ак  ведущего воз­
будителя вн утри б ольн и ч н ы х  и н ф е к ц и й
[14]. П о современны м представлениям па­
тогенность син егн ойной  палочки  детер­
м и н и рован а способностью  к  продукции
ком плекса экзопродуктов — токсинов, э н ­
зимов, пигментов. П ринято считать, что эта
бактерия образует не менее двух гемолити­
ческих субстанций — термолабильны й ге­
м о л и зи н  с л е ц и т и н а зн о й  ак ти в н о стью
(ф осф олипаза С) и  термостабильны й вну­
триклеточны й гем олизин  (рам нолип ид),
появляю щ ийся в культуральной ж идкости
2 — 3-недельных культур, возмож но, в ре­
зультате автолиза [8].

Ранее нам и были получены предвари­
тельные данны е о сущ ествовании в супер­
натантах культуральной ж идкости госпи­
тал ь н ы х  ш там м о в  P .ae ru g in o sa  т е р м о ­
стабильных внеклеточных гемолитических
ф акторов, которые находились во ф ракции
сине-зелены х пигментов [3].

Цель настоящ ей работы — оценить вклад
си н е-зел ен ы х  п и гм ен то в  госп и тальн ы х
ш таммов P.aeruginosa в их гемолитическую
активность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовано 8 госпитальных

штаммов P.aeruginosa (23/2гобі, 23/2п>б2,17/2р3,
7 4 /5 ^ 3 ,7 4 /5 ^ ,  9 1 /2 ,12/2р3 ,1 3 /З р3) (Ц Н И Л
Белгосмедуниверситета), а  также эталон­
ны й ш тамм АТСС 15442.

М онокультуру микроорганизм а поддер­
ж ивали на м ясо-пептонном  агаре (« Н іт е -
dia», И ндия). Клетки с агара смывали пита-

susceptible to some chelating agents. Apparently 
this activity is mediated by superoxide radical and
determined by presence o f metals with transien 
valence in pigments’ molecules.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2011, No. 1, P. 19—25

Key words: Pseudomonas aeruginosa, hemolytic ac­
tivity, pyocyanin, pyoverdin, lecithin lysis, active
forms of oxygen

тельны м бульоном н а  основе гидролизата
кильки  (Н П О  «М икроген», М ахачкала), и
засевали ф лаконы  объемом 50 мл с пита­
тельны м бульоном (30 мл). И нокулят вы ­
севали в дозе 0,5 млрд м икробны х тел /м л  и
культивировали в условиях аэрации на тер-
мостатируемой качалке (180 об /м и н ) при
37°С в течение 24 ч. П робы  культуральной
ж идкости отбирали каж дые два часа. Б и о­
массу отделяли центриф угированием  при
3000 об /м и н , супернатанты  использовали
для анализа.

Гемолитическую активность оценивали
по лизису 2% взвеси бараньих эритроцитов
в 0,05 М  ф осф атном  солевом буфере p H  7,4
при  37°С в течение 2 ч, регистрируя выход
гемоглобина из эритроцитов н а  спектоф о-
тометре Сагу 100 Bio Variant при  540 нм  [3,
8]. В ряде случаев гемолитическую  актив­
ность определяли такж е п о  лизису эри тро­
цитов в тонком  слое агарового геля [6].

Ф осф олипазную  активность учитывали
методом лизи са лецитина, вы деленного из
ж елтка курины х я и ц  в тон ком  слое ага­
рового геля [7]. И нактивацию  ф осф олипаз­
ной  (лецитиназной) активности проводили
путем вы держ ивания проб в ки п ящ ей  во­
дян ой  бане в течение 30 мин.

Выделение пигментов ф ракций из супер­
натантов культуральной жидкости осущест­
вляли м етодайи экстракции хлороформом,
диализа против 5-кратного объема дистил­
лированной воды при 4°С в течение 12 ч
[12].

Г ел ь -х р о м ато гр аф и ю  с у п е р н а т а н т о в
культуральной жидкости осуществляли, как
описано в [8] на колонке с сефадексом G -25
размерами10х0,6 см , уравновеш енной 0,15
М  раствором N aC l. Э лю цию  пигментны х
ф ракци й  проводили этим  же раствором со

2Q



скоростью 100 мкл/мин, регистрируя вели­
чину абсорбции при 280, 450 нм (после
добавления FeCh в конечной концентрации
10- 3  М для пиовердина) и 520 нм (после
экстракции хлороформом 1:4 и последую­
щей экстракции из хлороформной фазы 0,2
н НС1 для пиоцианина).

Комплексоны и перехватчики активных
форм кислорода вносили в агаровый гель в
конечной концентрации 10~3 М.

Содержание белка определяли по [10].
В экспериментах использовали о-фенан-

тролин, кумасси голубой G-250, азид на­
трия («Serva», Германия), этилендиаминте­
траацетат (ЭДТА, «Fluka», Швейцария),
нитросиний тетразолий («Chemapol», Че­
хия), сефадекс G-25 («Pharmacia», Швеция),
агар типа «Difko» (США). Формиат натрия,
диэтилдитиокарбамат натрия, соли неорга­
нических кислот, NaOH, НС1 квалифи­
кации «хч» или «чда» были производства
стран СНГ, в случае необходимости их ис­
пользовали после соответствующей допол­
нительной очистки.

Все эксперименты выполнены не менее
чем четырехкратно. Результаты обработаны
с помощью пакетов прикладных программ
Statistica 6.0, Origin б.І.путем подсчета вы­
борочной средней арифметической (М),
ошибки средней (шМ).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее установлено, что при культивиро­

вании клеток госпитальных штаммов псев­
домонад на питательном бульоне в отсут­
ствие аэрации фосфолипазная активность
проявлялась лишь через 96 ч культивирова­
ния, тогда как гемолитическая — через 72 ч
[4]. Культуральная жидкость во всех случа­
ях окрашивалась в интенсивный сине-
зеленый цвет.

В условиях аэрации гемолитическая и
фосфолипазная активность обнаружива­
лись уже к 2 ч роста и возрастали в ходе
развития культуры микроорганизма. Од­
нако имелись расхождения в динамике этой
активности. Так, у штамма 23/2гобі в период
2 — 16 ч динамика роста фосфолипазной
активности приближалась к прямолиней­
ной, тогда как рост гемолитической актив­
ности описывался экспонентой. В период
6 — 10 ч рост гемолитической активности
супернатантов культуры этого штамма со­
ставил 20%, а фосфолипазной — в два раза
(Р<0,05). Итоговый рост гемолитической
активности к 24 ч по сравнению с 6 ч у это­
го штамма составил 95%, а фосфолипазной
активности — 230%. Такие же расхождения
обнаружены и у остальных штаммов.

Можно было бы думать, что лизис эритро­
цитарной мембраны фосфолипазой суще­
ственно осложнен в сравнении с эмульсией
очищенного лецитина яйца. Однако супер­
натант штамма АТСС 15442 через 2 ч об­
ладал практически идентичной активно­
стью на эритроцитарном и лецитиновом
агарах. Динамика же накопления гемоли­
тической и фосфолипазной активности
различалась — конечный прирост гемоли­
тической активности составил 67%, а фос­
фолипазной — 350% в сравнении с их
уровнем через 2 ч. Это обстоятельство, так­
же как и упомянутые выше полученные
ранее результаты, дают основания полагать,
что внеклеточная гемолитическая актив­
ность микроорганизма обусловлена не
только активностью фосфолипазы.

В предыдущих исследованиях нами было
показано, что после прогревания в кипящей
водяной бане супернатантов культуральной
жидкости штаммов 74/5гоб4,23/2гобі, 23/2гобг
их фосфолипазная активность полностью
уничтожалась, а на кровяном агаре прояв­
лялась остаточная гемолитическая актив­
ность — 10% исходной (или 40 — 85% в
тесте лизиса взвеси эритроцитов) — термо­
резистентный гемолиз [4]. Более того, судя
по данным литературы гемолиз кровяного
агара не связывают с действием термоста­
бильного рамнолипида, поскольку он ина­
ктивируется белками плазмы крови [13].

То обстоятельство, что остаточная термо­
резистентная гемолитическая активность
была во всех случаях сопряжена с интенсив­
ным сине-зеленым окрашиванием су­
пернатантов, явилось побудительной при­
чиной исследований роли сине-зеленых
пигментов в проявлении указанной актив­
ности.

Результаты гель-фильтрации показали,
что после пропускания через сефадекс су­
пернатанты культур микроорганизма утра­
чивали сине-зеленую окраску (пигменты
задерживались на колонке), а гемолитиче­
ская активность снижалась в 2,1 — 12,2 раза
(табл. 1). Между тем, в экстрактах агаровой
культуры патогенных штаммов микроорга­
низма после отделения пигментов не на­
блюдали потери гемолитической активно­
сти [8].

Фракции сине-зеленых пигментов гос­
питальных штаммов P.aeruginosa были вы­
делены из супернатантов культуральной
жидкости штамма 23/2п>бі на колонке сефа­
декса. При элюции образцов раствором
хлорида натрия с колонки в свободном
объеме выходила бесцветная белоксодер-
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Т а б л и ц а  1. Гемолитическая активность супернатантов штаммов P.aerugbiosa до и после отделения пигментной
фракции при гель-фильтрации

Штамм >

Гемолитическая активность, %

Штамм

Гемолитическая активность, % .

Д о отделения
пигментов

После отделения
пигментов

Д о отделения
пигментов

После отделения ■
пигментов

23/2гоб1 91,1±8,9 13,6+0,3* 12/2р3 66,0± 3,4 30,8±0,8*
23/2го62 76,8±12,5 6,3±0,3* 13/Зрз 76,8±0,2 26,6±3,4* \
17/2Рз 100,0±0,0 47,5±2,5* 91/2 46,0+4,5 6,8±0,2*
7 4 /5 ^ 61,9±11,9 7,3±0,65*

П р и м е ч а н и е . ’Достоверные различия по сравнению контролем, Р<0,05.

жащая фракция. Затем элюировались 9
фракций (по 3,5 мл): 1 — бесцветная, 2 и 3
— лимонно-желтой окраски, 4 и 5 — интен­
сивно желтые, 6 и 7 — зеленого цвета (пио-
вердин) и 8 и 9 — ярко-синего (пиоцианин)
(рис.). Для дальнейших исследований нами
использованы фракции № 6 — 9.

Известно, что молекулярная масса фос­
фолипазы С соответствует 76 кДа, а на се­
фадексе G-25 фракционируют соединения
молекулярной массы 1 — 5 кДа, более круп­
ные молекулы выходят в свободном объеме
[1,9]. Молекулярная же масса пиоцианина
соответствует 0,21 кДа, а пиовердина — 1,2
кДа [11,14]. После повторного пропускания
фракций № 6 - 9  через колонку сефадекса
в элюатах белок не обнаруживался. При­
бавление к аликвотам фракций № 6 — 910%
раствора трихлоруксусной кислоты не при­
водило к образованию осадка белков, как
это наблюдалось во фракции, вышедшей в
свободном объеме колонки.

В целях дополнительного исключения
возможных следовых примесей белков в
образцах пиоцианина этот пигмент выде­
лили также методом экстракции хлорофор­
мом, как описано в [12]. Культуру штамма

23/2гобі выращ ивали в пептонно-гли-
цериновом бульоне, как рекомендовано в
[13] в течение 52 ч, пигментную фракцию
отделяли многократной экстракцией хло­
роформом, затем переводили в водгіую
фазу 0,2 н НС1 и записывали спектры аб­
сорбции. При спектроскопии раствор выде­
ленного нами пиоцианина по положению
экстремумов спектра абсорбции — 388,282,
246 нм (рис.) и их амплитудам полностью
соответствовал данным литературы ДЛя
очищенного пиоцианина [15]. Спектр аб­
сорбции пиовердина представлял широкую
интенсивную полосу в области 220 320
нм, отражающую присутствие пептидного
и диоксихинолинового хромоформа, ин­
тенсивность которой плавно снижалась к
400 нм с плечом в области 370 нм. Гемо­
литическая активность 0,15 М очищенного
пиоцианина штамма 23/2ГОбі по лизйсу
взвеси эритроцитов барана достигала
75,5±1,0%.

Необходимо отметит^, что в работах дру­
гих авторов гемолитическую активность
супернатантов определяли всегда в отсут­
ствие пигментов [8,13]. Ранее мы показали,
что 0,6% взвесь бараньих эритроцитов ли-

Профиль элюции пигментных фракций супернатанта культуральной жидкости штамма 2 3 /2 ^ 1  при гель-хроматогра-
фии (а) и спектр абсорбции раствора пиоцианина (б).
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зировалась в течение 5 мин после внесения
в реакционную смесь 0,5 мл супернатанта
культуральной жидкости интенсивного '
сине-зеленого цвета штаммов 23/2ГОбі и
23/2гоб2 [4]. Именно поэтому мы и предпо­
ложили возможную связь пигментных
фракций и гемолиза.

В литературе имелись сведения о спо­
собности сине-зеленых пигментов Р. aeru­
ginosa повреждать эпителиальные и эн ­
дотелиальны е клетки , угнетать п р о ­
лиферацию лейкоцитов, ингибировать
функции нейтрофилов, лимфоцитов и
моноцитов. Сообщалось, что действие
очищенного пиоцианина на эритроциты
приводит к  уменьшению содержания глу­
татиона, но без гемолиза эритроцитов [5].
Мы зафиксировали наличие способности
пиоцианина и пиовердина вызывать гемо­
лиз.

Однако стал вопрос о путях реализации
подобной способности соединениями не­
белковой природы. Как известно, в состав
молекулы пиовердина входят диоксихино­
линовый хромофор, дикарбоновая кислота
и замкнутая пептидная цепь из 6—12 ами­
нокислотных остатков, в составе же пио­
цианина аминокислот нет [11].

Ранее было показано, что гемолиз инду­
цированный белком, лишенным энзимати­
ческой активности — стрептолизином О
гемолитического стрептококка группы С
реализуется при участии активных форм
кислорода, а внесение в реакционную смесь
перехватчиков активных форм кислорода и
комплексонов приводит к подавлению его
гемолитической активности [2].

, Принимая во внимание это обстоятель­

ство, а также способность пиоцианина ге­
нерировать активные формы кислорода —
пероксид и супероксид и сидерофорные
свойства молекулы пиовердина [5, 11], мы
изучили влияние перехватчиков активных
форм кислорода и комплексонов на гемо­
литическую активность пиоцианина и пио­
вердина, выделенных из супернатантов
бульонных культур штаммов 74/5ГОбз и
74/5гоб4-

Установлено, что в образцах пигментов,
полученных после рехроматографии пиг­
ментных фракций через сефадекс G-25 с
последующим диализом, гемолитическая
активность не выявлялась. Добавление
перехватчика гидроксильного радикала —
формиата натрия, комплексонов типа диэ-
тилдитиокарбамата натрия или ЭДТА также
не вело к проявлению таковой активности.
Гемолитическая активность у полученных
фракций пиоцианина и пиовердина по­
являлась только в присутствии о-фенан-
тролина (табл. 2), который принято считать
достаточно избирательным для ионов же­
леза. В отношении молекулы пиовердина
хорошо известна способность связывать эти
ионы. Возможно, дополнительная коорди­
нация таких связанных ионов комплексо­
ном способствует проявлению их актив­
ности. Что же касается пиоцианина, полу­
ченные результаты были неожиданны,
поскольку из литературы не известны его
свойства взаимодействовать с ионами ме­
таллов. Вместе с тем, если на эритроцитар­
ном агаре гемолитическая активность пио­
цианина проявлялась только в присутствии
о-фенантролина, то эти же образцы пио­
цианина вызывали разрушение эритроцитов

Т а б л и ц а  2. Влияние различных эффекторов (10‘3 М) на гемолитическую и лецитиназную активность пигментных
фракций

Пигмент Контроль Формиат
натрия

Диэтилдитиокарбамат
натрия

Этиленди­
аминтетраацетат

натрия
о-фенантролин

Гемолитическая активность
Пиовердин*
74/5роб4 0 0 0 0 225,7± 1,2
74/5^3 0 0 0 0 253,0±5,3
Пиоцианин**
7 4 /5 ^ 0 0 0 0 218,7±5,3
74/5^3 0 0 0 0 243,4+1,2

Лецитиназная активность

П р и м е ч а н и  е.*Хроматографическая фракция № 6, “ фракция, полученная экстракцией хлороформом.

Пиовердин*
74/5гоб4 686,0±8,1 836,0±2,0 618,0±18,8 0 0
74/5^3 538,0±2,0 1268,0±2,0 530,5±30,5 0 0
Пиоцианин**
74/5гоб4 338,0±2,0 453,0± 17,0 336,0±0,0 0 0
74/5^3 536,0±0,0 1268,0±2,0 561,0±0,0 0 0
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во взвеси без всяких добавок (75,5±1,0%).
Следует отметить, что условия постановки
гемолиза в тестах лизиза взвеси эритроци­
тов и лизиса эритроцитов в тонком слое
геля агара несколько различались.

Так, в тесте лизиса взвеси эритроцитов
концентрация эритроцитов барана соот­
ветствовала 2%, в качестве растворителя
использовали 0,05 М фосфатный буфер pH
6,8, содержащий 0,2 М NaCl, в реакцион­
ную смесь вносили 0,5 мл исследуемого
образца. В тесте же эритроцитарного агара
концентрация эритроцитов была 1%, в ка­
честве растворителя использовали 0,15 М
раствор NaCl, объем исследуемого образца
составлял 0,02 мл. Изложенные обстоятель­
ства диктуют необходимость проведения
специальных исследований для выяснения
причин расхождения результатов определе­
ния гемолитической активности в двух
указанных тестах.

Оказалось, что внесение перехватчика
супероксидного радикала — нитросинего
тетразолия в концентрации 10- 3  М во взвесь
эритроцитов барана полностью подавляло
гемолитическую активность пиоцианина
(% лизиса эритроцитов): активность кон­
трольного образца (без добавок) — 74,5± 1,0;
активность в присутствии нитротетразо-
лиевого синего — 0. Все это позволяет пред­
положить реализацию гемолитической ак­
тивности пиовердина и пиоцианина через
опосредование активными формами кис­
лорода (супероксидным радикалом) и при
участии металлов с переменной валентно­
стью.

Учитывая способность пигментных
фракций инициировать гемолиз эритроци­
тов мы предположили их возможность рас­
щеплять фосфолипиды. Действительно,
при нанесении аликвот растворов пигмен­
тов на лецитиновый агар были получены
зоны лизиса, свидетельствующие о расще­
плении лецитина, инициированного пиг­
ментами (табл. 2). Этот факт достаточно
неожиданен и также не описан в литерату­
ре. Он частично отвечает на вопрос о при­
чинах проявления пигментами способ­
ности лизировать эритроциты. Однако
фосфолипазные свойства пигментов про­
являлись в отсутствие о-фенантролина, что
существенно отличало их от способности
вызывать гемолиз на кровяном агаре. Более
того, о-фенантролин полностью подавлял
фосфолипазные свойства пигментов. По­
следние полностью угнетались также ЭДТА,
но не диэтилдитиокарбаматом. На расщеп­

ление лецитина в тонком слое агара пиг­
ментами микроорганизма не влиял азид
натрия, его полностью угнетал нитротетра-1

золиевый синий, а в присутствии формиата
натрия — перехватчика гидроксильного
радикала расщепление лецитина усилива­
лось в присутствии пиоцианина на 34 —
137%, а фракцией пиовердина — на 22 —
137% (табл. 2).

Вместе с тем, в отдельных случаях удава­
лось выделить образцы пиовердина и пио­
цианина, обладающие гемолитической
активностью и при исследовании лизиса
эритроцитов в тонком слое агарового геля.
Гемолитическая активность таких образцов
полностью подавлялась нитротетразолие-
вым синим. Так, активность (мм2) образца
пиовердина в контроле — 136±2, в присут*
ствии тетразолия — 0, активность образца
пиоцианина в контроле — 65±0,3, в при­
сутствии тетразолия — 0. Причина появле­
ния собственной гемолитической актив­
ности образцов пигментов в одних случаях
и отсутствие таковой в других пока остается
неясной.

О БСУЖ ДЕНИЕ
Изложенные результаты позволяют за­

ключить, что пиовердин и пиоцианин па­
тогенных штаммов Р. aeruginosa способны
лизировать эритроциты, а также суспензию
очищенного лецитина куриного яйца.
Следовательно, указанные пигменты вно­
сят определенный вклад в общую гемоли­
тическую активность патогенных штаммов
псевдомонад, которая не зависит всецело
лишь от продуцируемой микроорганизмом
фосфолипазы С. Этот момент вносит суще­
ственное дополнение в патогенетическую
роль данных пигментов и в представление
об арсенале факторов патогенности псев­
домонад. На наш взгляд, он диктует необ­
ходимость, учитывая высокую резистент­
ность госпитальных штаммов псевдомонад
к  широкому спектру антибиотиков и анти­
септиков включая дезинфектанты, разра­
ботки новых методов тактики борьбы с
псевдомонадной инфекцией. Это мнение
подкрепляется и тем, что изучаемые пиг­
менты наделены не только описанными
выше свойствами. Ранее в молекулярных
моделях нами установлена заметная инги­
бирующая активность их на расщепление
сывороточного альбумина трипсином,
а-химотрипсином, субтилизином, папаи­
ном, металлопротеиназой [3].

То обстоятельство, что литическая актив­
ность пигментов блокируется нитротетра-
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золиевым синим и чувствительна к  отдель­
ным комплексонам, дает основание считать,
что таковая опосредована супероксидным
радикалом и детерминирована присутстви­
ем в молекулах пигментов металлов с пере­
менной валентностью. Этот аспект подни­
мает ряд частных вопросов, разрешение
которых будет способствовать не только
углублению представлений о механизме
действия пигметов патогенных псевдомо­
над, но и окажется значимым для идеи не­
энзиматического гидролиза биополимеров
клетки.
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