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Среди факторов или «кофакторов» жизнеобеспечения и патогенности микроорга
низмов важное место занимают протеолитические энзимы. Однако выявление их ак
тивности даже у сапрофитирующей микрофлоры сопряжено со значительными трудно
стями. Это обстоятельство приводит к тому, что весьма важный фенотипический при
знак —  протеолитическая активность часто остается вне поля зрения исследователей.
Нужно сразу же отмстить, что выявление протеолитической активности у микроорга
низмов, несмотря на кажущуюся простоту, достаточно сложная задача, поскольку мик
роорганизмы гибко изменяют свою протеолитическую систему в зависимости от усло
вий внешней среды. Кроме того, колоссальное число видов и штаммов условно-
патогенных микроорганизмов обусловливает существование той ситуации, когда лите
ратура по данному вопросу весьма далека от полноты и фрагментарна.

Цель настоящего исследования — выявить условия проявления протеолитической
активности оптимальные для различных видов микроорганизмов-возбудителей внутри
больничных инфекций.

Для этого 11 произвольно выбранных культур различных условно-патогенных
микроорганизмов (Schigella flexneri, Е. сої і 25922, Е. сої і К -12, Proteus vulgaris, Proteus

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Salmonella enteritidis, Salmonella

typhi, Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus aureus) выделенных от больных в
стационарах, выращивали на мясо-пептонном агаре, смывали биомассу 0,15 М раство
ром NaCl и исследовали расщепление белков субстратов клетками микроорганизмов.
Штаммы указанных микроорганизмов высевали также на мясо-пептонный бульон, че
рез сутки биомассу отделяли центрифугированием, а супернатанты использовали для
исследования. Протеолитическую активность определяли по лизису казеина, альбуми
на, гемоглобина, желатина, протеина HFp или протеина BFp в тонком слое агар-агара
как подробно описано в наших статьях [1-3]. Концентрация белков составляла 10 г/л,
агар-агара — 10 г/л. Плазмипоген-активаторпую способность определяли также мето
дом лизиса фибриновых пластин как описано нами ранее [1, 4]. Пластины с нанесен
ными пробами инкубировали при 37°С в течение 24 ч. Зоны лизиса визуализировали
обработкой белок-агаровых пластин 1 н трихлоруксусной кислотой. Содержание белка
определяли колориметрическим методом [5].

На первом этапе наших изысканий 11 штаммов различных условно-патогенных
микроорганизмов выращивали на мясо-пептонном агаре, смывали биомассу 0,15 М
раствором NaCl и исследовали расщепление пяти белков субстратов (желатин, гемо
глобин, сывороточный альбумин, казеин, протеин HFp) клетками микроорганизмов в
присутствии 0,01 М неорганического орто- или пирофосфата или 0,01 М трис-НС1 pH
7,5. В целом, протеолитическая активность клеток микроорганизмов была очень низка.
Лишь Serratia marcescens проявляла протеолитическую активность казеин< протеин
HFp< желатин , которая заметно стимулировалась ортофосфатом на казеине и протеине
HFp.

Поскольку для микроорганизмов весьма характерны цистеиновые или активи
руемые ионами кальция протеиназы, изучено влияние 0,001 М ионив Са“ или Mg или
цистеина-HCl, а также комбинации Са24 + Mg2+ + цистеин-HCl на желатинолитическую
активность клеток уже упомянутых микроорганизмов, подвергнутых однократному за
мораживанию-оттаиванию. Однако принципиальных изменений желатинолитической
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Mg или цщактивности, в целом, включая Serratia m arcescens, при действии ионов Са,
теина не выявлено.

Более примечательными явились результаты, полученные при расщеплении
теина BFp. Этот субстрат слабо расщеплялся протеиназами микроорганизмов при^с

пользовании в качестве растворителей 0,15 М раствора NaCl pH 7,5, 0,01 М трис-НС
буфера pH 7,5, 0,01 М фосфатного буфера pH 7,5. Однако протеолитическая активності
всех микроорганизмов заметно стимулировалась неорганическим пирофосфатом (Ю*8

10‘2 М). Наиболее выраженный эффект наблюдался с культурами Serratia marcescens

Salm onella enteritidis и Salm onella typhi. Протеиназы этих микроорганизмов реагировали
даже на минимальное количество ионов пирофосфатов. Для протеиназ остальных мик
роорганизмов требовалась более высокая концентрация этих ионов — 10’2 М.

Клетки использованных нами культур микроорганизмов обладали слабой плазми-
ноген-активаторной способностью, которая принципиально не менялась в присутстви-
ии ионов фосфата Вместе с тем, при наличии ионов ортофосфата четко проявлялась
плазминоген-активаторпая способность клеток Salm onella enteritidis.

Поскольку для целого ряда микроорганизмов характерны так называемые “ще
лочные” протеиназы, исследовали расщепление протеина BFp. при pH 11,0 клетками
вышеперечисленных культур микроорганизмов. Протеолитической активности обна
ружено не было, она слабо стимулировалась солями ортофосфата: КН2РО4 или
КагНРОд в диапазоне концентраций 0,1—0,0015 М.

Вместе с тем, исследования показали, что в щелочной среде боратного буфера
клетки и культуральная жидкость целого ряда микроорганизмов, за небольшим исклю
чением, способны расщеплять протеин HFp и особенно протеин BFp. Следовательно,
ранее нами был совершенно правомерно сделан вывод о необходимости использования
для оценки протеолитической активности патогенных микроорганизмов нескольких
различных белков субстратов [3]. Полученные материалы, в целом, показывают, что
изучение протеолитической активности микроорганизмов может быть сопряжено с оп
ределенными трудностями, поскольку часто совершенно неясно, с протеиназами какого
характера придется иметь дело в каждом конкретном случае.

Авторы выражают благодарность кандидатам биологических наук Т.С. Ермако
вой и Н.Л. Шатило за содействие и помощь в проведении настоящих исследований.
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