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Н.С. ПЫЖОВА, В.Н. НИКАНДРОВ
Беларусь, Минск, БГПУ имени Максима Танка;
РНПЦ эпидемиологии и микробиологии

ИЗМЕНЕНИЯ УРОВНЯ ЖЕЛАТИНОЛИТИЧЕСКОЙ
< АКТИВНОСТИ СУПЕРНАТАНТОВ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ

ЖИДКОСТИ ПАТОГЕННЫХ ШТАММОВ PSEUDOMONAS
AERUGINOSA ПРИ ДОБАВЛЕНИИ
ЭТИЛЕНДИАМИНТЕТРААЦЕТАТА
ИЛИ ДИЭТИЛДИТИОКАРБАМАТА

Одним из важных факторов метаболической регуляции жизнедея­
тельности всех известных организмов являются ионы металлов, выполня­
ющие не только структурообразующую функцию, но чрезвычайно часто
играющие важную роль в реализации многообразных биохимических ре­
акций, в которых они способны выступать в роли кофакторов и простети-
ческих групп энзимов. Микроорганизмы, в том числе патогенные для жи­
вотных и человека, не являются исключением. Однако вследствие огром­
ного разнообразия их, до сих пор значение ионов металлов для конкретных
таксономических групп, видов, штаммов остается недостаточно ясным.

В последние десятилетия важным этиологическим фактором ряда за­
болеваний инфекционного характера является Pseudomonas aeruginosa -
синегнойная палочка. Р. aeruginosa способна инфицировать разнообразные
органы и ткани, вызывая острые и хронические заболевания инфекционной
этиологии при возрастающих летальности и смертности: при псевдомо­
надной бактериемии летальность достигает 18—39 % [1]. Госпитальные
штаммы Р. aeruginosa характеризуются множественной резистентностью к
лекарственным средствам и даже панрезистрентностью к антибиотикам»,
что приводит к вспышкам нозокомиальных инфекций [2]. Одним из фак-;
торов вирулентности псевдомонад являются протеиназы [3, 4]. Заметную
роль в патогенности Р. aeruginosa играют коллагеназы (желатиназы). Ранее
нами было показано сильное подавление желатинолитической активности
супернатантов культуральной жидкости патогенных штаммов псевдомонад
этилендиаминтетраацетатом в конечной концентрации 10~3 М [5]. Однако;
роль ионов металлов в регуляции образования желатиполитических проте-;
иназ патоганными штаммами Р. aeruginosa остается неясной.

Цель настоящей работы -  раскрыть особенности изменения желати­
нолитической активности штаммов патогенных псевдомонад при добавле­
нии в питательную среду комплексонов в динамике роста культур.
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Штамм АТСС 15442 (эталонный) Р. aeruginosa, получен из музея
I осударственного НИИ стандартизации и контроля медицинских биологи­
ческих препаратов им. Л.А. Тарасевича (Москва, Россия). Госпитальные
штаммы микроорганизма предоставлены сотрудниками лаборатории внут­
рибольничных инфекций ЦНИИ Белгосмедуниверситета. Штаммы, ото­
бранные для исследования, отличались следующими особенностями:
штамм 23/2,Об2 -  хорошим урожаем биомассы и интенсивным пигментооб-
разованием; штамм 23/2гоб1 -  продукцией пиоцианина.

Монокультуру микроорганизма поддерживали и культивировали на
питательном бульоне на основе гидролизата кильки (НПО «Микроген»,
Махачкала) как подробно описано нами ранее [6]. Динамику роста биомас­
сы учитывали турбидиметрически при 600 нм. Пробы культуральной жид­
кости отбирали каждые два часа. Биомассу отделяли центрифугированием
в течение 15 мин при 3000 об/мин, супернатанты использовали для анали­
за. Этилендиаминтетраацетат (ЭДТА) динатриевую соль и диэтилдитио­
карбамат натрия (ДЭДТК) вносили в питательную среду в диапазоне кон­
центраций 10 4 — 10~7 М асептически перед посевом.

Протеолитическую активность определяли методом лизиса белка-
субстрата в тонком слое агар-агара как описано в нашей статье [7]. Кон­
центрация желатина составляла 5 г/л, агар-агара -  10 г/л. В качестве рас­
творителя для приготовления пластин использовали 0,01 М трис-HCl бу­
фер pH 7,5. Пластины с нанесенными пробами инкубировали при 37 °С в
течение 24 ч. Зоны лизиса визуализировали обработкой белок-агаровых
пластин 2 н. трихлоруксусной кислотой.

Все исследования выполнены не менее чем 4-кратно. Результаты об­
работаны статистически. Ниже в тексте приведены только статически до­
сі оверные (р < 0,05) изменения.

При добавлении ЭДТА в питательную среду динамика протеолити­
ческой активности при росте эталонного штамма заметно менялась. Сна­
чала (4 ч) желатинолитическая активность была на 20-30 % ниже, чем в
контроле, но с 8 ч уровень ее постепенно рос, и к 10 ч при всех концентра­
циях ЭДТА она на 20-40 % превышала уровень контроля, затем постепен­
но снижаясь до его уровня (рисунок а). Вместе с тем, ранее установлено,
что внесение в питательную среду ЭДТА практически не отразилось ни на
урожае биомассы, ни на кинетике роста эталонного штамма [8].
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Рисунок -  Изменения желатинолитической активности (% к контролю,
принятому за 100 %) супернатантов культуральной жидкости штаммов

Р. aeruginosa (а, б -  АТСС 15442; в, г -  23/2 ГОбі; д, е -  23/2 гоб2) при добавлении
в питательную среду этилендиаминтетраацетата динатриевой соли (а, в, д)

или диэтилдитиокарбамата натрия (б, г, е) в конечной концентрации
КГ4 (1), 1(Г5 (2), 1(Г6 (3), 10-7  (4) М или 10“3 (5) М
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При росте же штамма 23/2гоб1 ЭДТА во всех концентрациях вызвал
снижение желатинолитической активности, особенно к 8 ч, где падение
уровня составило 40-50 % (рисунок в) с последующим восстановлением до
уровня контроля. Нужно отметить, что наибольшая величина удельной
скорости роста культуры этого штамма под действием ЭДТА сдвигалась
5 ч в контроле до 7 ч, возрастая на 50 и 168 % при концентрации комплек­
сона 10 ' и 10’4 М соответственно [8].

Воздействие ЭДТА на культуру штамма 23/2гоб2 лишь в начальный
период роста (4-6 ч) обусловило колебания уровня желатинолитической
активности, не превышающие 20 %. И только в концентрации 1 0 ' М эф­
фектор вызвал резкое падение энзиматической активности (рисунок д).
При концентрации ЭДТА 10 7 М уровень биомассы этой культуры возрас­
ти в период 8-10 ч на 25 %, а при максимальной концентрации эффектора
падал к концу культивирования на 37 % [8].

Характер изменений уровня желатинолитической активности при
росте эталонного штамма в присутствии ДЭДТК был близок таковому при
действии ЭДТА. Однако величина сдвигов энзиматической активности
была несколько меньшей. К 4 ч при концентрации ДЭДТК 10’5 и 10 4 М
уровень энзиматической активности был снижен на 25 %, а к 10 ч лишь
при добавлении ДЭДТК в концентрации 10"7 и 10"6 М выявлен рост актив­
ности желатиназ на 25 % (рисунок б). Добавление в питательную среду
ДЭДТК на росте культуры эталонного штамма также принципиально не
пі разилось, и только при концентрации эффектора 10 4 М выявлена тен­
денция к снижению урожая биомассы на 17 % [8].

Изменения желатинолитической активности при росте штамма
11/2іобі, в целом, были также близки описанным выше для ЭДТА, при всех
копией грациях эффектора активность протеиназ падала, особенно сильно -
на 40 % к 8 ч, а затем постепенно достигала уровня контроля (рисунок г).
Поідсйствие ДЭДТК на культуру этого штамма вело к сдвигу максималь­
ной удельной скорости роста культуры с 5 ч в контроле до 7 ч, причем этот
параметр при концентрации ДЭДТК 10 4 М возрос в 2, 4 раза [8].

Вместе с тем, добавление ДЭДТК заметно изменяло рост штамма
J V2loft2. Так, при концентрации эффектора 10 і М рост культуры начинался
іп іііь после 4 ч вместо 2 ч в контроле. Внесение ДЭДТК в концентрации
Ю 1 и 10’ ' М вызвало угнетение роста на 25 %, а в концентрации 10-5 и
Ю М -  на 37 % [8]. Изменения же протеолитической активности у этого
нннмма значительно отличались от таковых при действии ЭДТА: в первые
И ч рос та культуры желатинолитическая активность угнеталась на 40-20 %,
и последующий период восстанавливаясь до уровня контроля (рисунок ё).

Итак, судя по изложенным материалам, внесение в питательную сре-
■1\ указанных комплексонов сопровождалось, в ряде случаев, существен-
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ными изменениями динамики желатинолитической активности суперна­
тантов культуральной жидкости трех штаммов микроорганизма. Совер­
шенно ясно, однако, что даже в максимальной концентрации ЭДТА и
ДЭДТК не связывают все катионы металлов питательной среды и продук­
тов жизнедеятельности псевдомонад. Положение усложняется хорошо из­
вестной способностью патогенных псевдомонад утилизировать целый ряд
органических соединений, включая компоненты дезинфектантов. Вслед­
ствие этого, по-видимому, наступает постепенная адаптация культур. Тем
не менее, при анализе полученных результатов отчетливо просматривают­
ся три ситуации. У двух штаммов эффекты ЭДТА и ДЭДТК были близки,
но в случае эталонного штамма выявлен выраженный рост уровня желати-
нолической активности, тогда как у штамма 23/2гоб1 -  только его снижение.
В случае же штамма 23/2гоб2 влияние комплексонов различалось, возмож­
но, из-за особенностей связывания ими отдельных катионов металлов. Все
это наглядно демонстрирует различия метаболической специфики отдель­
ных патогенных штаммов Р. aeruginosa и объясняет всю сложность борьбы
с данным возбудителем, поскольку, судя по всему, в каждом отдельном
случае потребуется разработка конкретной для выделенного штамма так­
тики подавления его роста и продукции факторов патогенности, что со­
ставляет задачу дальнейших исследований в перспективе.

Авторы выражают благодарность А.Э. Пыж за помощь в проведении
исследований.
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