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УДК 577.151.042 : 579.841.11 : 579.222.3 : 579.61
Н. С. Пыжова, В. Н. Никандров

(Минск, Беларусь)

ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ ЖЕЛЕЗА НА ЖЕЛАТИНОЛИТИЧЕСКУЮ 
АКТИВНОСТЬ ПАТОГЕННЫХ ШТАММОВ

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Введение. Согласно данным Национальной системы контроля за нозокомиальны­
ми инфекциями США (NNIS) Pseudomonas aeruginosa -  самый частый возбудитель 
нозокомиальной пневмонии, один из ведущих возбудителей инфекций мочевыводящих 
путей и хирургических инфекций [1]. Р. aeruginosa способна инфицировать разнооб­
разные органы и ткани, вызывая острые и хронические заболевания инфекционной эти­
ологии при возрастающих летальности и смертности: при псевдомонадной бактерие­
мии летальность достигает 18-39% [2]. Такие штаммы характеризуются множествен­
ной резистентностью к лекарственным средствам и даже панрезистрентностью к анти­
биотикам; уже описаны вызванные ими вспышки нозокомиальных инфекций [3].

В подобной ситуации особое значение приобретает углубленное изучение биоло­
гии возбудителя, его метаболических особенностей.

Принято считать, что вирулентность псевдомонад определяется продуцировани­
ем ими специфического экзотоксина, гемолизинов и нескольких протеиназ [4, 5]. Как 
ранее показано, патогенные штаммы Р aeruginosa обладают протеиназами, активными 
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при нейтральных значениях pH. Судя по результатам ингибиторного анализа, они син 
тезируют несколько «нейтральных» протеиназ, важную роль в проявлении активности 
которых играют металлы, тогда как сериновые и цистеиновые протеиназы не являются 
основными компонентами внеклеточного протеиназного арсенала псевдомонад [6]

Для жизнедеятельности многих микроорганизмов, особенно аэробных, чрезвы­
чайно большое значение имеют ионы железа. Однако данные литературы об их роли в 
образовании протеиназ патогенными псевдомонадами фактически отсутствуют.

Цель настоящей работы -  раскрыть особенности изменения протеолитической 
активности штаммов патогенных псевдомонад в динамике роста культуры при добавле­
нии ионов железа в питательную среду. Учитывая особую роль в патогенности Р 
aeruginosa коллагеназ (желатиназ), основное внимание в данной работе было сосредо­
точено именно на желатинолитических протеиназах.

Основная часть. Штамм АТСС 15442 Р. aeruginosa, полученный из музея Государ­
ственного НИИ стандартизации и контроля медицинских биологических препаратов им 
Л.А.Тарасевича (Москва, Россия), любезно предоставлен сотрудниками ГУ «Республикан­
ский центр гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья» Минздрава Республики 
Беларусь. Госпитальные штаммы микроорганизма предоставлены сотрудниками лаборато­
рии внутрибольничных инфекций ЦНИЛ Белгосмедуниверситета. Штаммы, отобранные 
для исследования, отличались следующими особенностями: штамм 23/2^2-хорош им уро­
жаем биомассы и интенсивным пигментообразованием; штамм 23/2го61 -  продукцией пио- 
цианина, а штамм 7 4 /5 ^  -  значительным терморезистентным гемолизом.

Монокультуру микроорганизма поддерживали и культивировали на питательном 
бульоне на основе гидролизата кильки (НПО «Микроген», Махачкала) как подробно 
описано нами ранее [7]. Динамику роста биомассы учитывали турбидиметрически при 
600 нм. Пробы культуральной жидкости отбирали каждые два часа. Биомассу отделяли 
центрифугированием в течение 15 мин при 3000 об/мин, супернатанты использовали 
для анализа. И оны  ж елеза  в виде хл ори д а  ж елеза  (III)  или соли М ора -  
FeSO4 (NH4)2SO4-6H2O -  вносили в питательную среду в диапазоне концентраций 10-4-  
10~7 М асептически перед посевом.

Протеолитическую активность определяли методом лизиса белка-субстрата в тон­
ком слое агар-агара как описано в нашей стат ье [8]. Концентрация желатина составляла 
5 г/л, агар-агара - 10 г/л. В качестве растворителя для приготовления пластин использо­
вали 0,01 М трис-HCl буфер pH 7,5. Пластины с нанесенными пробами инкубировали 
при 37°С в течение 24 ч. Зоны лизиса визуализировали обработкой белок-агаровых пла­
стин 2 н. трихлоруксусной кислотой.

Все исследования выполнены не менее чем 4-кратно. Результаты обработаны стати­
стически. Ниже в тексте приведены только статически достоверные (р? 0,05) изменения.

Полученные результаты экспериментов демонстрируют несколько типов реакции па­
тогенных штаммов псевдомонад на добавление в питательную среду FeC^ или соли Мора 

Как правило, воздействие солей железа вело к снижению уровня желатинолити­
ческой активности в супернатантах культуральной жидкости (рис. 1).

Обе соли железа в концентрации 10 4  М, a FeCl3 и в концентрации 10~5 М вызвали 
падение уровня энзиматической активности эталонного штамма на 20-90%  (рис. 1а, б). 
Как было установлено ранее, рост его культуры этими солями угнетался, однако хлорид 
железа в концентрации 10~5 М влияния не оказал, а добавление соли Мора снижало 
урожай биомассы на 33-40%  в интервале 4 -8  ч от начала культивирования [9].
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Максимальное снижение энзиматической активности штамма 23/2гоо1 (на 30-70%)
аблюдали к 8 ч от начала культивирования. Однако добавление FeCl, в концентрации

Ю *-Ю 7 М уровень ее вообще не меняло (эта соль Fe не влияла и на рост данного
щтамма). тогда как соль Мора во всех концентрациях к 8 ч снизила протеиназную ак­
тивность на 45-70% (рис. 1 в, г). Следует отмстить, что после 8 ч уровень протеолити­
ческой активности возрастал, достигая в отдельных случаях уровня контроля. Соль Мора
тормозила рост этого штамма до 4 ч, хотя при концентрации эффектора 10 5 М урожай
еГо биомассы даже возрос на 27% [9].

Рисунок 1 -  Изменения желатинолитической активности (% к контролю, принятому за
100%) супернатантов культуральной жидкости штаммов Р. aeruginosa (а, б -  АТСС

15442; в, г -  23/2 ; ; д, е -  23/2 при добавлении в питательную среду FeCl3 (а, в. д)
или соли Мора (б, г, е) в конечной концентрации 10 4 (1), 10 s (2), 10* (3) или 10 7 (4) М
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активности штамма 
падала на 20-50% в 
>а вело даже к pO c n , 
на 20-40% (рис. 1 еу

Обе соли железа вызвали падение уровня энзиматической 
23/21обГ Flo эффект FeCl3 выявлен в интервале 6-12 ч: активность 
зависимости от концентрации (рис. Id). Добавление же соли Мор 
желатинолитической активности к 4 ч на 20-30% со спадом ее к 16 ч 
Рост этого штамма

подавлялся обоими эффекторами, однако действие хлорида железа сильнее про 
явилось в концентрации 10 7 М, тогда как эффект соли Мора выявлен после 6 ч роста 
культуры -  накопление биомассы снизилось в 1,3 раза [9].

Исключением из общей картины был штамм 74/5гсбз, в контрольных вариантах 
которого энзиматической активности не было на всем протяжении культивирования 
Однако добавление обеих солей железа сопровождалось, начиная с 12-14 ч, проявлени­
ем желатинолитической активности (рис. 2). Различия состояли лишь в том, что макси­
мум эффект а при действии FeCl3 проявился при минимальных концентрациях этой соли 
тогда как при добавлении FeSO4 (NH4)2SO4 6Н2О -  при наивысшей концентрации этого 
эффектора. Причем, ранее установлено, что обе соли железа не влияли на рост культу­
ры штамма 7 4 /5 ^  [9].

Рисунок 2 -  Изменения желатинолитической активности супернатантов культураль­
ной жидкости штамма Р. aeruginosa 7 4 /5 ^  при добавлении в питательную среду 
FeCl3 («) или соли Мора (б). Обозначения те же, что в рис. 1. Примечание: в конт­
рольных культурах этого штамма желатинолитическая активность отсутствовала

Заключение. Полученные результаты четко демонстрируют, что добавление ионов 
железа в питательную среду заметно изменяло динамику уровня желатинолитической 
активности в супернатантах культуральной жидкости при росте патогенных штаммов 
псевдомонад. Эффект зависел от специфики штамма и от формы иона Fe. Характер 
воздействия был сложным. Это относится и к концентрационной зависимости влияния 
солей железа на уровень протеолитической активности.

Обращает на себя внимание ранее описанная способность отдельных штаммов 
выдерживать воздействие солей железа, не изменяя при их добавлении в питательную 
среду накопление биомассы [9].

Вместе с тем, изложенные в настоящей статье результаты свидетельствуют о дос­
таточно сильном влиянии солей железа на уровень желатинолитической активности 
супернатантов культуральной жидкости.

В предыдущей статье нами был выдвинут тезис о том, что поскольку рост патоген­
ных штаммов Р. aeruginosa не чувствителен ко многим антимикробным препаратам и
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і а нрез и с т е н т е н  к  а н т и биотикам, одним из вполне вероятны х путей борьбы  с инф екци- 
- является подавление продукции ф акторов патогенности  этого м икроорганизм а [10]. 

Материалы данной  статьи полностью  согласую тся с таким  взглядом. Однако дости ж е­
ние практически значимы х результатов требует д альнейш ее работы , что является зада­
чей наш их исследований в перспективе

Авторы вы раж аю т благодарность А.Э. П ы ж  за  пом ощ ь в проведении исследова­

ний.
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