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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ ПАТОГЕННОСТИ
ГОСПИТАЛЬНЫХ ШТАММОВ PSEUDOMONAS

AERUGINOSA: НОВЫЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА
СИНЕ-ЗЕЛЕНЫХ ПИГМЕНТОВ

Никандров В.Н., Пыжова Н.С., Пыж А.Э.
Нау чно-исследовательский институт эпидемиологии

и микробиологии, г. Минск

В последние годы во всех странах мира чрезвычайно большое
значение приобрели внутрибольничные инфекции, причем в ус
ловиях стационара одним из ведущих возбудителей гнойно-вос-
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палительных и септических процессов является Pseudom
aeruginosa [1].

Несмотря на предпринятые широкомасштабные и много
ние исследования биологии и биохимии данного возбудИт
острота проблемы не снизилась. Этому способствует колосс
ная устойчивость штаммов Pseudomonas aeruginosa к цело^'
ряду факторов внешней среды, неблагоприятных для

- других
микроорганизмов, что, по-видимому, отчасти обусловлено п
дукцией различных пигментов [2,3].

В настоящее время принято считать, что вирулентное^»
псевдомонад зависит от способности штаммов продуцирОва
одновременно три группы белков: специфического ЭКЗОТОКСИН
(механизм его действия подобен таковому дифтерийного гисто
токсина), гемолизинов и протеиназ (нейтральная протеиназа
эластаза и щелочная протеиназа) [2,3]. Природа гемолизинов
до конца не выяснена. Важная роль в вирулентности псевдо
монад придается синему и желто-зеленому пигментам -  ПИо
цианину и пиовердину [4,5]. Следует учесть, что псевдомонады
устойчивы к довольно широкому кругу антибиотиков и, более
того, сами синтезируют продукты, подавляющие рост других
микроорганизмов. С другой стороны, ощущается недостаточ
ность разработки достоверных критериев госпитальных штам
мов микроорганизма [1].

Между тем, дальнейшее совершенствование методов диа
гностики (в т.ч. дифференциальной) заболеваний инфекцион
ной этиологии, совершенствование приемов лечения и профи
лактики заболеваний требуют раскрытия новых молекулярных
іспектов патогенности микроорганизмов.

В настоящей статье изложены новые оригинальные матери
алы о функциональных свойствах пиоцианина и пиовердина на
юлекулярном уровне.

Материалы и методы. В работе использовали трипсин (КФ
.4.21.4), «-химотрипсин (КФ 3.4.21.1) (“Sigma”, США); папа-
н (КФ 3.4.22.2), кумасси голубой G-250 (“Fluka”, Швейцария);
еназинметосульфат, бактоагар типа “Difco” (“Ferak”, Герма-
ия); сефадекс G-25 (“Pharmacia”, Швеция), NADH (“Reanal”,
енгрия), урокиназу (КФ 3.4.21.73) (J.C.R., Япония), стреп-
жиназу ОАО “Белмедпрепараты” (Беларусь), субтилизин В.
ibtilis (КФ 3.4.21.62), металлопротеиназу Bacillus megaterium
■ф 3.4.24.4) («Диагностикум», Москва), фибриноген человека
гл производства РНПЦ гематологии и трансфузиологии. Сы-
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чный альбумин быка и другие реактивы квалификации
“чда” были производства стран СНГ, их использовали

*4*4 соответствующей дополнительной очистки.

м И Н оген-активаторную способность активаторов плаз-

оГена определяли методом лизиса плазминогенсодержащих
«новых пластин как описано в предыдущей статье [6].

е0ЛИтическую активность определяли по лизису альбуми-
Г £ тонком слое агар-агара как подробно описано в наших

атьях [7]. Концентрация белков составляла 10 г/л, агар-агара

10 г/л. В качестве растворителя для приготовления белково-

~гароВЬ1Х пластин использовали 0,05 М трис-HCl буфер pH 7,4
пи 0,01М фосфатный буфер pH 7,4, в которые в случае необ-
одимости вносили соответствующие эффекторы. Пластины с

Занесенными пробами инкубировали при 37оС в течение 24 ча

сов Зоны лизиса визуализировали обработкой белок-агаровых

пластин 1 н трихлоруксусной кислотой.
Гемолитическую активность оценивали по лизису взвеси

эритроцитов барана в фосфатно-солевом буферном растворе

pH 6,8 как описано [8].
Взаимодействие с супероксидными радикалами исследовали

в системе NADH-феназинметосульфат по восстановлению нит-
ротетразолиевого синего как подробно описано ранее [9]. Содер

жание белка определяли колориметрическим методом [10].
Госпитальные штаммы Pseudomonas aeruginosa любез

но предоставлены сотрудниками лаборатории внутриболь

ничных инфекций ЦНИЛ Белгосмедуниверситета (доцентом
Г.А.Скороходом). Эталонный штамм (НГСС 15442) получен

из лаборатории Республиканского центра гигиены, эпидемио
логии и общественного здоровья. Микроорганизмы культиви
ровали в стандартных условиях на мясо-пептонном бульоне и

мясо-пептонном агаре в течение 24 часов, собирали биомассу
и супернатанты культуральной жидкости и использовали для
определения протеолитической активности как указано выше.

Все исследования выполнены не менее, чем четырехкратно.
Результаты обработаны статистически [11].

Результаты и обсуждение.

Для данной работы были отобраны среди штаммов клини
ческих и выделенных от детей, больных муковисцидозом, те,
что наиболее интенсивно образовывали пигменты сине-зелено

го цвета. Оказалось, что супернанатанты бульонных культур

таких штаммов, полученные после отделения биомассы цент-
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рифугированием при 3000 об/мин. в течение 60 мин., об
чрезвычайно высокой гемолитической активностью: 0 2
0,6% взвесь эритроцитов барана лизировалась под действ**
0,5 мл супернатанта в течение 3 мин.

Следует отметить, что в ряде случаев гемолитическая я*
ность супернатантов культуральной жидкости была тепм
зистентна (кипячение 30 мин.): лишь у четырех штаммов из**'
она резко снизилась (табл. 1), а у четырех -  заметно возрос^
В литературе известно о терморезистентной гемолитичес а

субстанции псевдомонад, однако предположения о ее прип *
разноречивы.

Таблица 1

В лияние ки п яч ен и я  на гем олитическую  активность (% лизиса взвес
эритроцитов барана) супернатантов бульонны х культур штаммов

Ps. aeruginosa

Ш тамм Гем олитическая
активность, %

Ш тамм Гемолитическая ак
тивность, %

До к и 
п ячения

После
к и п яч е

ния

До к и п я 
чения

После
кипяче

ния

2 3 /2  Гоб 73 60 1 1 /2  рЗ 20 55
1 73 60 12 /2  рЗ 64 44

2 3 /2  Гоб 100 43 1 3 /3  рЗ 77 57
2 13 87 7 4 /5  Гоб 3 50 50

17 /2  рЗ 40 55 9 1 /2 50 30
3 /3 Эталонный 20 60

7 4 /5  Гоб4

Супернатанты бульонных культур штаммов были подверг
нуты гель-хроматографии на колонке 10 Ч 0,6 см с сефадек
сом G-25 , уравновешенной 0,15 М раствором NaCl. Элюцию
проводили этим же раствором со скоростью 100 мкл/мин. По
лученные безпигментные образцы культуральной жидкости и
фракции пигмента подвергали анализу. Оказалось, что после
удаления пигментов, гемолитическая активность супернатан
тов бульонных культур не превышала 37 % , лишь у штамма
74/5 Гоб 3 она возросла до 100%. Вместе с тем, гемолитическая
активность фракции пигментов у штаммов 23/2 Гоб 1, 23/2
Гоб 2, 74/5 Гоб 3 составляла 47-67%. В остальных случаях она
была значительно ниже и не превышала 25%.
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в литературе отсутствовали данные об индуцировании
РаНЄ t-Tivni пигментами гемолиза эритроцитов. Учитывая спо-

уьа диоцианина генерировать активные формы кислорода
хелатирования пиовердином ионов железа [13], мы изу-

[1^ П
в  сияние пигментной фракции на редукцию нитротетра-

ч1іД1І
евЄ го синего в системе генерирования супероксидного ра-

з0 '*11 я в стандартной системе. Внесение в систему пигментной
д,іК^ц іШ  в количестве 100 мкл вызвало снижение восстановле-
ФРа нИ Тротетразолиесого синего на 31-56% (табл.2).
*** Таблица 2

рдЛЯНИс Ач-'Ноакций сине-зеленых пигментов супернатантов бульонных

культур Ps. aeruginosa на восстановление (% к контролю)

тротетрозолиевого синего в системе генерирования О2Ї -  “NADH-
феназинметосульфат”

Штамм Восстановление
NBT,%

Штамм Восстановление
NBT,%

контроль 100 11/2 рЗ 33

23/2 Гоб 1 54 12/2 рЗ 56

23/2 Гоб 2 69 13/3 рЗ 33
17/2 рЗ 44 74/5 Гоб 3 44

3/3 50 91/2 56
74/5 Гоб 4 44 эталонный 44

В целях исключения возможных примесей собственных про
теаз и иных белков микроорганизма фракции пигмента были
подвергнуты диализу в течение 24 час при температуре 4 сС
через целлофановую мембрану против деонизированной воды.
Подвергнутые такой обработке образцы фракции сине-зеленого
пигмента подавляли плазминоген -  активаторную способность
урокиназы на 55-67% (за исключением штамма13/3 рЗ, в слу
чае которого ингибирование не превышало 34%), а таковую
стрептокиназы -  на 35-60% (наиболее сильное действие ока
зали фракции штаммов74/5 Гоб 3, 12/2рЗ, 91/2, тогда как в
случае штаммов 3/3, 74/5 Гоб 4, 23/2 Гоб 1 подавление не пре
вышало и 35-40%).

Более того, фракции указанных пигментов существенно уг
нетали расщепление сывороточного альбумина рядом проте
иназ:

- трипсином.................................................. - н а  20-65%,
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- а- химотрипсином.................................. -  на 40-60%

- субтилизином............................................-  на 25-53% '
- папаином....................................................-  на 43-69%*

- металлопротеиназой Вас. rnegaterium -  на 23-45%

Следует отметить, что эффективность фракций пигм

отдельных штаммов в отношении различных протеиназ к °в

неодинакова. Так, наибольшее подавление активности трцп
Ла

на вызвали пигменты штаммов 74/5 Гоб 3 и 74/5 Гоб 4 (На Л
65%), тогда как активность папаина сильнее угнеталась U

ментами штаммові 1/2рЗ и 23/2 Гоб 2 (на 67-69%). Приник*

подобных различий требуют проведения дальнейших иссле*^

ваний. Возможно, они обусловлены наличием в составе пиов

дина остатков аминокислот и аминопептидов, различающих
по длине цепи [13].

Заключение. Итак, сине-зеленые пигменты (пиоцианин
пиовердин) обладают способностью вызывать лизис эритроци

тов, по- видимому трансформировать супероксидные радика

лы, а также подавлять функцию активаторов плазминогена и

каталитическую активность протеиназ. Все эти особенности
пигментов не были известны ранее, описаны нами впервые Они

подтверждают выраженную биологическую активность псевдо-

монад и обусловленное этим патогенное их значение. Это обсто

ятельство свидетельствует о том, что для разработки эффектив

ных приемов борьбы с последствием инфицирования организма

человека и животных штаммами Pseudomonas aeruginosa тре

буется изучение путей подавления биосинтеза данных пигмен
тов или блокады их функциональной активности.
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