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А. Э. ПЫЖ1, В. Н. НИКАНДРОВ2

ВЛИЯНИЕ МЕДИ НА РОСТ И ОБРАЗОВАНИЕ ГЕМОЛИЗИНОВ
ГОСПИТАЛЬНЫМИ ШТАММАМИ PSEUDOMONAS AERUGINOSA

1 -  НИИ эпидемиологии и микробиологии М3 Республики Беларусь, Минск, Беларусь;
2-  Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Pseudomonas aeruginosa (синегнойная палочка) на протяжении двух последних десятилетий
занимает ведущее место в этиологической структуре госпитальных инфекций [1, 2]. Патогенное
действие Р. aeruginosa осуществляется через комплекс продуцируемых в окружающую среду
пигментов, ферментов, токсинов. Среди факторов патогенности данного микроорганизма важное
место занимают гемолизины -  термоустойчивый рамнолипид и фосфолипаза С. По данным лите­
ратуры оба гемолизина вызывают солюбилизацию и гидролиз фосфолипидов с образованием
фосфорилхолинов [3]. In vivo гемолизины приводят к развитию некротических поражений, осо­
бенно в печени и легких. Многофакторная природа патогенности обеспечивает этим бактериям
неуязвимость практически против любых защитных систем макроорганизма -  естественных
(тканевые барьеры, гуморальный и клеточный иммунитет), искусственных (иммунопрепараты,
антибиотики), а также дезинфектантов. Исследования последних лет указывают на рост устойчи­
вости Р. aeruginosa практически ко всем антибактериальным препаратам [4].

В настоящее время в связи с развитием множественной лекарственной устойчивости и вы­
явлением новых факторов патогенности возбудителей различных заболеваний актуальным явля­
ется поиск лечебных средств, не вызывающих отрицательных побочных действий: снижения им­
мунитета, аллергических реакций, появления новых устойчивых форм патогенных микроорга­
низмов. И в этом отношении терапия ионами меди и серебра наиболее перспективна при разра­
ботке тактики лечения. Медь играет одну из ключевых ролей в обмене веществ у всех живых ор­
ганизмов. Она входит в состав ряда биологических катализаторов -  ферментов. Именно поэтому
биологи назвали медь «металлом жизни». Прямо или опосредовано медь участвует в большинст­
ве обменных процессов и является одним из их основных регуляторов.

Цель работы -  оценить влияние сульфата меди на рост и образование гемолизинов штам­
мами Р. aeruginosa.

Материалы и методы. Исследования проведены на 3 клинических (23/2гоб1, 23/2гоб2,
74/5гобЗ) и эталонном (АТСС 15442) штаммах Р. aeruginosa, любезно предоставленных сотруд­
никами лаборатории внутрибольничных инфекций ЦНИЛ Белгосмедуниверситета. Штаммы,
отобранные для исследования, отличались следующими особенностями: для 23/2гоб2 -  хороший
урожай биомассы и интенсивное пигментоо^разование; 23/2гоб1 -  штамм -  продуцент пиоциа-
нина, а для штамма 74/5гобЗ отмечался значительный терморезистентный гемолиз. Культуру
микроорганизма поддерживали на мясо-пептонном агаре, затем пересевали в колбы Эрленмейера
объемом 250 мл с питательном бульоном на основе гидролизата кильки (НПО «Микроген»
г. Махачкала) и выращивали под ватно-марлевыми пробками в течение 24 ч на термостатируемой
качалке при 37 °С, со скоростью перемешивания 180 об/мин. Раствор сульфата меди на деиони­
зированной воде в концентрационном диапазоне Ю'4-10‘7 М добавляли в питательный бульон
перед посевом. Посевная доза составляла 0,5 млрд микробных тел/мл. Пробы культуральной
жидкости отбирали каждые два часа. Затем рост биомассы регистрировали турбидиметрически
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по величине абсорбции при 600 нм. Биомассу отделяли центрифугированием при 3000 об/мин,
супернатанты культуральной жидкости отбирали для исследования.

Гемолитическую активность в пробах культуральной жидкости объемом 0,02 мл определяли
на эритроцитарном агаре [5], за 1 гемолитическую единицу принимали площадь полного гемоли­
за, равную 10 мм2. Фосфолипазную активность определяли экспресс-методом на лецитиновом
агаре и учитывали площадь зон просветления в мм2 суспензии лецитина по методу [6]. Лецитин
получали спиртовой экстракцией из желтка куриного яйца [7]. Отделение пигментных фракций из
культуральной жидкости проводили экстракцией хлороформом, концентрацию пиоцианина учи­
тывали по абсорбции в 0,2 н растворе НС1 при 520 нм, пиовердин определяли в супернатантах
культуральной жидкости после обработки хлоридом железа (10'3М) по абсорбции при 450 нм [8].

Все эксперименты выполнены не менее, чем четырехкратно. Результаты обработаны стати­
стически путем подсчета выборочной средней арифметической (47), ошибки средней (т ) с помо­
щью пакетов прикладных программ Statistica 6.0, Origin 6.1.

Результаты и обсуждение. Судя по полученным данным, катионы меди оказали сложное
влияние на рост микроорганизма. Ингибирование роста на всех фазах развития популяции про­
исходило только в одном случае. Так, у штамма 74/5гобЗ в конце экспоненциальной фазы роста -
к 6 ч прирост биомассы в контроле составил 3,81±0,015 млрд, микробных тел/мл и 2,55±0,05 млрд
во всех случаях в опыте. Ионы меди в целом не оказали влияния на рост штамма 23/2гоб1 и в то
же время усиливали накопление биомассы штаммов 23/2гоб2 и эталонного. Максимальный сти­
мулирующий эффект у эталонного штамма проявлялся при наибольшей концентрации катиона в
среде к 5 ч: 1,275±0,025 млрд. м. т./мл в контроле и 1,95±0,05 млрд, в опыте. Рост штамма
23/2гоб2 усиливался на 60 % в конце логарифмической фазы -  начале стационарной на 60 % по
сравнению с контролем.

На образование гемолизинов внесение катионов меди оказало двойственное действие. Так,
гемолитическая активность штамма 23/2гоб2 на протяжении 2-8 ч культивирования в целом сни­
зилась и составила к 8 ч роста 100 гем. ед /мл при концентрации катиона 10‘4 ,10‘б,10'7 М и 400
гем. ед /мл для 10‘5 М соответственно против 600 гем. ед/мл в контроле.

Фосфолипазная активность супернатантов этого штамма, напротив, в присутствии ионов
меди во всех случаях существенно возросла, причем максимальный эффект наблюдался к 14 ч.
Удельная скорость нарастания фосфолипазной активности увеличилась в 3-6 раз по сравнению с
контролем (рис. 1). Однако через 24 ч подобный эффект иона меди не проявлялся.

Рис. 1. Удельная скорость на­
растания фосфолипазной активно­
сти штамма 23/2гоб2 в присутствии
сульфата меди в питательной среде

У штамма 23/2гоб1 отмечено незначительное кратковременное увеличение гемолитической
активности только к 10-4 ч роста, в процессе дальнейшего культивирования активность гемоли­
зинов либо не отличалась от контроля, либо ингибировалась на 50 % при концентрации ионов
меди 10=б М (не показано). На уровень фосфолипазной активности ионы меди оказали выражен­
ное ингибирующее действие уже в экспоненциальной фазе роста, о чем свидетельствует значение
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удельной скорости накопления фосфолипазной активности: в контроле она в 2,5 раза выше, чем в
опыте (рис. 2). В стационарной же фазе указанный эффект исчезал и фосфолипазная активность
соответствовала таковой в контроле до конца культивирования.
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Рис. 2. Удельная скорость на­
растания фосфолипазной активно­
сти штамма 23/2гоб1 в присутствии

j— , час сульфата меди в питательной среде

На фосфолипазную активность эталонного штамма ионы меди оказали наиболее сильное
действие: наблюдалось ингибирование на 50 % активности фосфолипазы С во всех случаях на
начальной фазе роста. Однако с выходом культуры в стационарную фазу роста эффект нивелиро­
вался и фосфолипазная активность не отличалась от контроля. Гемолитическая активность в при­
сутствии ионов меди, напротив, увеличивалась только в экспоненциальной фазе роста и состави­
ла 1300 гем. ед /мл в опыте и 800 гем. ед /мл в контроле для 2 ч культивирования, а с 6 ч роста не
отличалась от контроля.

Сходный эффект в отношении фосфолипазы С проявился и у штамма 74/5гобЗ на всем
протяжения роста микроба, а ингибирование гемолитической активности у данного штамма от­
личалось от эталонного тем, что накопление гемолитической активности замедлялось на протя­
жении первых 6 ч роста, а начиная с 7 ч, происходило стимулирование на протяжении 7-14 ч, и
далее во всех случая вновь отмечался ингибирующий эффект до конца культивирования (рис. 3).

концентрация
CuSO4

—Ж— контроль
— 1СҐ*
—А— Ю'5,10'6,10'7

Рис. 3. Гемолитическая ак­
тивность штамма 74/5гобЗ на пита­
тельной среде с сульфатом меди в

час динамике роста

Известно, что в стационарной фазе роста у штаммов происходит интенсивное накопление
сине-зеленых пигментов [9]. Как установлено ранее, фракции пиоцианина 23/2гоб1 обладают соб­
ственной гемолитической активностью [10]. Поэтому следующим логичным шагом было просле­
дить влияние катиона меди на пигментообразование. Так, оказалось, у штамма 23/2гоб1 в присут-
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ствии катионов начиная с 12 ч культивирования во всех случаях отмечен рост уровня пиовердина
на 52,5 % при максимальном содержании катионов меди, на 76 % -  в остальных случаях (рис. 4).

Рис. 4. Концентрация пио­
вердина штамма 23/2гоб1, выра­
щенного на среде с сульфатом ме­
ди, в динамике роста

Таким образом, пик гемолитической активности штамма 23/2гоб1, возможно, связан с про­
дукцией пиовердина. Сходный эффект отмечался и для штамма 23/2гоб2, возможно, обусловивший
рост гемолитической активности в ранней стационарной фазе роста (10-14 ч). В данном случае
концентрация пиоцианина в культуральной жидкости также была выше, чем в контроле (рис. 5).
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Рис. 5. Концентрация пио­
цианина штамма 23/2гоб2, выра­
щенного на среде с сульфатом ме­
ди, в динамике роста

Следует отметить, что регуляция пигментообразования у патогенных псевдомонад проис­
ходит на транскрипционном и на посттранскрипционном уровне ионами железа, избыток кото­
рых стимулирует образование пиоцианина, недостаток -  пиовердина, а также посредством при­
сущего синегнойной палочке феномена «кооперативной чувствительности». Данные литературы
о влиянии тяжелых металлов на пигментообразование микроорганизмов фрагментарны и еди­
ничны. Встречаются работы, в которых показано как ингибирование пигментообразования
Р. aeruginosa хромом, никелем, свинцом и медью [9], так и способность пиовердина связывать
ионы меди и других тяжелых металлов [11]. Логично предположить, что кратковременное увели­
чение гемолитической активности у изученных штаммов связано с накоплением пигментов.

Известно, что высокие концентрации ионов меди токсичны для микроорганизмов вследствие
генерирования свободных радикалов, вызывающих перекисное окисление липидов мембран мик­
робных клеток [12]. Учитывая бактерицидные свойства ионов этого металла, следовало ожидать в
первую очередь ингибирование роста. Однако оно происходит не во всех случаях, отмечена рези­
стентность штаммов и стимуляция их роста. Ранее стимуляция роста ионами меди в высоких кон-
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центрациях отмечена для грибов Alternaria alternate, Aspergillus flavus, Cladosporium herbarum, вь:
деленных из почв промышленных районов [13]. Данные литературы об активации роста синегной
ной палочки солями меди в литературе отсутствуют. Возможное объяснение этому -  физиологиче
ские особенности данных штаммов. В то же время в литературе имеются указания на существование
антарктических микроорганизмов, проявляющих сверхустойчивость и полирезистентность к высо
ким концентрациям трех самых токсичных металлов (500-60000 мг/л Hg2+, Cu2+ и СгО2~4) [14].

Учитывая тот факт, что Си2+ непосредственно присоединяется к аминокислотам боковых це
пей (особенно цистеина и гистидина), нарушая функции ферментов, логично было ожидать и угне­
тение фосфолипазной активности. Предполагаемый нами эффект ингибирования фосфолипазы С
отмечен не во всех случаях, а возрастание фосфолипазной активности может быть связано как с
увеличением биомассы на примере штамма 23/2гоб2, так и не зависеть от роста. Кроме того, наи­
больший стимулирующий эффект наблюдался в некоторых случаях в наибольшей концентрации, в
то время как действие сульфата меди по данным литературы носит ингибирующий характер на
фосфолипазу С [15]. Это обстоятельство требует проведения дополнительных исследований.

К сожалению, механизмы устойчивости Р. aeruginosa к токсическому действию меди по
сравнению с хромом и ртутью наименее изучены. Можно думать, что резистентность Р. aeruginosa к
ионам тяжелых металлов вызвана двумя основными механизмами: посредством контроля хромо­
сомными генами метаболизма меди в нормальных нерезистентных клетках и плазмидами у устой­
чивых штаммов. Так называемые R-плазмиды синегнойной палочки обеспечивают не только мно­
жественную антибиотикорезистентность посредством фосфорилирования, ацетилирования и адени­
лирования, но и устойчивость к ионам ртути, кадмия, хрома [12]. Выше отмечена способность пио-
вердина Pseudomonas putida связывать ионы меди в нерастворимые комплексы, поэтому возможно
усиление образования пиовердина у синегнойной палочки в ответ на присутствие катиона обеспе­
чивает его детоксикацию. У эталонного штамма в бульоне с Сн2+ с 14 ч роста отмечено изменение
цвета культуральной жидкости из светло-желтого до светло-коричневого, после осаждения пиоциа-
нина окраска надосадка не изменялась. Это может свидетельствовать о выделении в культуральную
жидкость связывающих ионы меди экзометаболитов (металлтионеинов, сульфидов и т. д.).

Наличие же плазмидной устойчивости к ионам меди впервые показано на примере сор-
оперона на плазмиде высокой мобильности pPT23D у фитопатогена Pseudomonas syringae p v  to­
mato [16]. Транскрипция этого оперона индуцируется ионами меди, в результате трансляции об­
разуются периплазматические белки для связывания ионов. Сведения о плазмидной устойчиво­
сти синегнойной палочки к меди не встречаются.

Заключение. Мировая медицинская практика свидетельствует в том, что микроорганизмы и
вирусы становятся все более опасными для человека. Против всех инфекционных заболеваний, а
их более 1000, создать вакцины невозможно. Сегодня огромное количество штаммов патогенных
и условно патогенных микроорганизмов -  возбудителей инфекционных процессов обладают ге­
нетической множественной резистентностью к антибиотикам, сульфаниламидам, фуранам и мно­
гим другим противомикробным препаратам, к иммуноглобулинам, к фагоцитозу, бактериофагам,
химическим средствам стерилизации и Дезинфекции. Резистентность к лекарствам у микробов —
явление всегда генетическое, передающееся потомству при репликации нуклеиновых кислот. Ус­
тойчивость к лекарствам развивается спонтанно и независимо от лекарства. Эти сведения прин­
ципиально важны. В идеале нужны препараты, к которым на генетическом уровне устойчивость
вообще развиваться не может. Для этого у микроорганизмов лекарства должны поражать такие
мишени, которые лимитируют жизнедеятельность и являются не биохимическими процессами, а
структурами организма, которыми могут быть жгутики, реснички, клеточная стенка, цитоплазма­
тическая мембрана, митохондрии, лизосомы и другие структуры.

Катион Сн2+ относится к металлам-заг^естителям, необратимо замещающим металлы в ак­
тивных центрах ферментов, инициирует перекисное окисление цитоплазматических мембран с
юследующим цитолизом микробной клетки.

Полученные нами оригинальные результаты не только в очередной раз подчеркивают выра-
кенную биологическую активность синегнойной палочки как ведущего фактора в развитии внут­
рибольничных инфекций, но и диктуют необходимость проведения углубленных исследований
лияния металлов с переменной валентностью на биологические свойства патогена с целью изы-
кания возможных путей блокирования факторов вирулентности и/или снижения их активности.
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Summary

The effect of the copper content of the medium on the yields of growth and hemolytic activity
clinical strains Pseudomonas aeruginosa was examined. The effect of the copper ions was depending on
concentration and strain. The presence of copper ions in the medium has been shown to inhibit or in­
crease hemolytic activity and bacterial growth. The new hemolytic properties of blue-green pigments
were described.
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