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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність роботи. Неконтрольоване використання антибіоти­

ків у медицині та ветерінаріі привело до появи 1 швидкого розповсюд­

ження стійких до них мікроорганізмів, серед яких особливу групу 

складають стафілококи.
Пластичність метаболізму стафілококів дозволяє їм приотооува- 

тися та виробляти засоби захисту одночасно до кількох антибіотиків, 

а також антиоептиків та дезинфікуючих засобів ( Lycn, Skurray , 

1 9 8 1 ) . Це призводить до зн и ж єн ря  ефективності лікування багатьох 

захворювань, що дозволяє розглядати отійкіоть до антибіотиків як 

одну з актуальних проблем сучасної мікробіолог)її та клінічної меди­

цини.
Виявлено, що виникнення отійкості до ліків у мікроорганізмів 

тісно пов’язане зі змінами їх обміну речовин. Незважаючи на те, що 

е достатня кількість публікацій з цієї проблеми, ряд питань, особ­

ливо в галузі молекулярних механізмів гтійкоаті, лишаютьая до кінця 

не з’ясованими.

Для 80-90-х років влаотива підсилена увага до деяких нових ас-* 

пектів антибіі_гикорезистентностІ з позиції визнання ролі кооператив­

них взаємодій всіх захисних систем в одній кліте її (Навашин, 1990).

В зв'язку з цим слід було чекати, що значна частина біохімічних про­

цесів, що супроводжують антибіотикорезистентніоть, буде зооереджена 

в мембрані, з якою, як відомо, пов’язано багато важливих для життя 
функцій клітин мікроорганізмів.

Останнім часом мембрану розглядають f як найважливішу "мішень" 

дії антибактеріальних сполук, так як окрім враження конкретно-функ­

ціональної одиниці, антибіотики виявляють різноманітний вплив на бак­
теріальну клітину.

За відсутністю системних даних про роль мембрани,як одного з 
факторів, що обумовлюють антибіотикорезистентніоть, вивчення проце­

сів, що протікають в ній при формуванні захисних механізмів та впли­

вові антибактеріальних сполук можуть мати велике значення для пошу­

ків раціональних методів боротьби з антибіотикостійкими штамами ста­
філококів.

Мета даної роботи. виходячи з вишевикляденого, метою нашого до 

слідження стало порівняльне вивчення мембранного апарату клітин ста- 
філококків за набуття Тми стійкості до антибіотиків. Реаліаація по­
ставленої _і.:ети вимагала розв'язання таких задач:

- рОЗрОбГІТИ НОВІ ефеИТИВНІ МЄТОДЛ Д е з ін т е г р а ц ії  ИЛІТИИ СТйфйЛО-
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коку та виділення внутрішньоклітинних структур в нативному стані;

- вивчити особливості функціонування мембранозв’язаних фермен­

тів ланцюгу перенооу електронів та трансформації енергії в клітина,; 
чутливого та отійких до антибіотиків штамів стафілококу;

- визначити особливості хімічного складу мембран отафілококу у 

зв'язку зі стійкістю до антибіотиків;

- провести порівняльне дослідження впливу пеніциліну, тетрацик­

ліну, еритроміцину та хлорамфеніколу на функціонування мембранозв’я- 

заних ферментів системи енергозабезпечення клітин стафілококу.

Наукова новизна. Представлені прямі експериментальні докази 

учаоті ц§мбранних структур у формуванні механізмів антибіотикорезис- 

тентності.

Вперше показано, що здобуття отїйкості до цілого ряду антибіо­

тиків у стафілококів пов’язано зі змінами функціонування ферментів 

дихального ланцюгу, хімічного складу та проникливості цитоплазмети. 

нЬЇ мембрани. Вказані зміни залежали від природи генетичних детермі­

нант, кодуючих стійкість до антибіотиків.

Виявлено вплив антибіотиків, що пригнічують синтез білку та 

компонентів клітинно? отірки, на проникливість мембран та функціону­

вання ряду мембраяозв’язаних ферментів.

Розроблено ефективний метод дезінтеграції клітин стафілококу з 

використанням ферментного препарату Штаму Actinomyces recifeneis. 
var. lyticus 2435 та запропоновані схеми одержання клітинних сті­

нок та цитоплазматичних мембран клітин отафілококу.

Практична значимість роботи. Дані, одержані ь робсті, дозволя­

ють оцінити роль мембрани як об’єкту дії антибіотиків і як структури, 

з якою пов’язано ряд ланцюг:|і механізму стійкості до антибіотиків.

Це треба враховувати при роаробці методів раціональної антибіотико- 

терапії та пошукові йоеих хіміотерапевтичних препаратів, об’єктом 

дії яких можуть бути мембранні структури.
Розроблений метод дезінтеграції клітий з використанням фермент­

ного препарату штаму Act. recijfensis var.ljticus 2435 придатний 

для одержання Інших внутрішньоклітинних утворень, включаючи генетич­

ний матеріал кл*?ин (Бабенко, Орябіноька, 1990), що може знайти ши­

роке використання при вивченні біології стафілококів та їх генетики.

Препарата клітинних стінок та цитоплазматичних мембран виділені 

ферментативним методом, можуть бути використані для виїчення їх 

структурно! організації та хімічного окладу, а також бути моделлю 

при вивченні механізму дії ряду антибіотиків та ферментів.
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На захист виносяться основні положення дисертаційної роботи:

- розробка методів виділення субклітинних структур з викорис­

танням ферментного препарату штаму Act. recifeaeie var. lyticua

2435;
- зміна активнооті пов’язаних з мембранами ферментів енергоза­

безпечення клітин стафілококу за набуття стійкості до антибіотиків;

- наявніоть змін цктохромного окладу та зміни кінетичних влас­

тивостей термінальної оксидази та АТФ-гІдролази в мембранах -ітійких 

штамів;
- генетично детерміновані змінр у білковому та ліпідному окла­

ді мембран клітин стафілококів;

- дія пеніциліну, тетрацикліну, хлорамфеніколу та еритроміцину 

на мембранний апарат клітин стафілококів.

АРообація роботи. Матеріали дисертаційної роботи представляли­

ся на підсумкових наукових конференціях Дніпропетровського державно- , 

го університету, на УП з’їзді Українського мікробіологічного това­

риства (Чернівці, 1989), на конференціях "Регуляція мікробного мета­

болізму" (Пущино, 1989), "Молоді вчені - біотехнології" (Москва,

1989), "Проблеми хіміотерапії бактеріальної Інфекції" (Мооква, 1991*), 

на Міжнародному коягреоі біохіміків (Ізраїль, 1991), на 21 з’їзді 

febs (Ірландія, 1992), на УІ з’їзді Українського біохімічного това­

риства (Київ, 1992), на Кейстонському оимпояіумі з молекулярної те 

клітинної біології (США, 1992), а також на УШ з’їзді Украіноького 
мікробіологічного товариства (Одеса, 1993).

Публікації. Результати досліджень опубліковані в 14 роботах,

5 роб!т подані до друку.
Структура та обояг дисертаційної роботи. Дисертація викладена 

на 200 сторінках друкароьного тексту І складається з вотупу, огляду 

літератури (2 розділи), експериментальної чаотини (5 розділів), зак­

лючения та висновків. Дисертація ілюстрована 25 таблицями та 27 ма­

люнками. Список використаної літератури містить 285 джерел вітчиз­

няних та Іноземних авторів.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Об'єктом досліджень було використано штамstnpt^loco'icue oureua 

209, а також ряд штамів стафилококк Із музею культур ,'ЦДІ еп»де«Іо~ 

яогії їм. Н.Б.ГзмалеІ АМН Росії, з відомою молекулярно-біологічно» 
харчктеристикою. Штам 8325-4 був вихідн.ім для отримання явтопам* 

Трансдуктянтів, шо несуть плазміди та Фаги. Аирошуввнкя клітин стафі­
лококу приводили на МИ А при температур* Ь7° С протягом 18 годая (яв
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кінця логарифмічно! фази росту).

При вивченні впливу антибіотиків на ферменти енергозабезпечен­

ня клітин вони вносились в живильне середовище в оуббактеріостатич 

них концентраціях, що складають для тетрацикліну 0,06 мкг/мл, хло- 

рамфеніколу - 1,94 мкг/мл, еритроміцину та пеніциліну - 0,03 та

0,075 мкг/мл відповідно.

Вивчення процесів обміну проводили на фракціях мембранних вези­

кул, одержаних при ультразвуковій дезінтеграції та ферментативному 

гідролізі. Ферментативний лізис здійснювала з використанням препара­

ту штаму Act. recifensis vas. lyticus 3435 при t° 37° С. Ультт'ч- 
звукову дезінтеграцію проводили на диспергаторі УЗДН вітчизняного 

виробництва та d d  -II виробництв*) Польщі. Обробка ультразвуком про­

водилась протягом 15 хвилин, з Інтервалом ЗО оек. Фракцію мембранних 

везикул одержували за допомогою Дпференційного центрифугування озву­

ченої суспензії при 22000 g протягом 60 хв. для ооадження незруйн̂ 

вЗних клітин та великих клітинних фрагментів, та с̂и 144000 g протр- 

гом 70 хв. для ооадження мембран.

Швидкість поглинання кисню мембранами бактерій визначали на по­

лярографі lp -7 (Че*о-Слсваччина) за допомогою закритого платиново­

го електроду Кларка. Константи гальмування визначали в координатах 

Дикоона ( Vinogradov et al. , 1980).
Активніоть мембранозв’язанйх дегідрогеназ визначали за віднов­

ленням 2,6-дихлорфенолІндофенолу на specord uv vis (Німеччина) при 

660 нм (Островський та Інші, 1968).

Диференційні спектри поглинання цитохромів реєстрували на спек­

трофотометрі "вес-ап ВИ -8" (США). Цитохроми відновлювали дитіо- 

нітом натрію. СО-спектри записували після пропускання СО протягом 

ЗО оек через розчин ЦИТОХрОМІ-5, відновлених ДИ'іІОНІТОМ натрію (Лісен- 

кова, Мохова, 1964).'

Кітраредуктазну активність оцінювали за накопиченням нітрит- 

!он їв в культуральнїй рідині за методом БуЗлакової (1972).

Активність мембранозв'язаної АТФази визначали за приростом не­

органічного фосфору при гідролізі АТФ (Симакояа та інші, 1968).

Білок, у фракціях мембран визначали за методом Лоурі ( L o w r y  , 

1951) та Greenberg (Ї982).

Розділення білків мембран клітин стафілококу проводили методом 
електрофорезу в поліакриламідному гелі в присутності дсдецидсульфату , 

натрію за методом 7eber та Osborn (1969) в модифікації 0> Farr зі 

(1975).
Обчислення показників подібності білкових спектрів проводили
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за методом Sneath (1963). Коефіцієнти подібності представляли у 

вигляді оиметрично' відновно діагоналі матриці, яку піддавали нуи-- 

ричному аналізу методом одинарного зв’язку (Малашенко та Інші, 1980).

Інфрачервоні опектри сухих плівок мембран знімали на приладі 

Specord 75 IR • ВІднеоення смуг поглинанню проводили за Белами 
(1963). Розрахунок проводили за оптичною густиною смуг поглинання 

сигналів Амід-І (1600 ом-1), складноефірного зв’язку у фоофолГпІдах 

(1740 ом-1) і алкільних ланцюгів жирних кислот (2929 ом-1) (Остров- 

ський, 1973). Екстракцію ліпідів здійснювали за методом PoIch.Leea 
(1957). Денситометрування нейтральних ліпідів проводили на лазерно­

му денситометрі KB ultroecan XL (США).
Виявлення фоофатмістких ліпідів здійснювали методом Васьковоь- 

кого та Костецького (гл. Kates , 1972). Кількісний вміст фосфоліпі- 

дів у зразках визначали за методом Oerlach та Deutiche (1963).

Проникливіоть мембран клітин визначали за виходом низькомолеку­

лярних сполук, які мають максимум поглинання при 260 нм.

Статистичну обробку результатів щ оводили за методом Сепетліе- 

ва (І9ь8).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ІХ ОБГОВОРЕННЯ

І. Одержання мембран клітин стафілококу з ̂використанням 

ферментного препарату штаму Act. recifenaia var. lyticus

Методичні труднощі одержання чиотого препарату мембран, пов'я­
зані з особливостями будови клітинної стінки отафілококу, потребу­

ють пошуку нових засобів дезінтеграції клітин, які дозволяють збе­

регти цілістність та високий рівень їх ферментативно! активнооті.
В роботі приведені дані про підбір оптимальних умов лізиоу клі­

тин стафілококу ферментним препаратом штаму Act. recifenals var. 

lyticuB 2435 та Факторах, що підвищують активність цього процеоу. 
Проведено порівняльне вивчення ефективності дезінтеграції inf оуо- 

пензИ клітин стафілококу ультразвуком, лізоцимом та препаратом шта­

му 2435. Показано, що ультразвукова обробка забезпечувала руйнуваяья 

близько 68# клітин, лізоцим в концентрації 100 мкг/мл при З-гсДиняій 

дії лізував не більше як Іб? клітин. Використання ферментного препа­

рату штаму 2435 протягом цього періоду п ізводило до практично пов­

ного руйнування клітин отафілококу. Гопередня ооробка клітин протя­

гом 5-15 хв. розчинами МаО!г (0,05-0,5 М) або циотеї.на-НО! '0,Dl- 

О.І М) та sou (0,01-0,02 fit) сприяло підвищенню їх чутлшзост* до 
ферментативного гідролізу в 2,г.-4,7 рази тл дозволи; скоротити пче 

лізису з 3-х годин дт 5-Т5 хь. при температурі йо"о проведення 56^.
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і до 90 хв. при температурі 37° С.

На оонові цих досліджень розроблені методи виділення фракцій 

цитоплазматичних мембран, що включають попередню обробку клітин, 

фепментативний гідроліз та диференційне центрифугування (мал. І). 

Розроблений метод ферментативної дезінтеграції клітин стафілококу 

на данному етапі доолідження може використовуватись також для отри­

мання фракції клітинних стінок. Вихід клітинних стінок при підібра­

них нами умовах склав £{J. Цитоплазматичні мембрани зберігали актив- 

ніоть мембранозв’язаних ферментів та високий рівень вмісту цитохро- 

мів (табл. І).

Мал. І. Схема виділення мембран та клітинних стінок Із клітин 
стафілококу з використанням препарату штама 2445
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Таблиця I

Питома активність оиатем енергетичного метаболізму та 

вміоту цитохрімів в препаратах мембран s. аигвиз

штама 209 Р

Метод НАДН- Яегіїтаогенази* 1 ш ** а зам*

Цитохроми,

руйну­ окои5 
да за

сукци-
натвання малат НАДН В а 0

Ультра­
звук
Фермент­
ний пре­
парат

300.0 
+92,4
220.0 
+38,6

29,4
+6,4

*6.1
+1,2

12,2
+2,3

12,0 
+2.5

160,8
+41,4
ІЗІД
+36,1

1,8
+0,2
3,24

+0,4

0,46
+0,09
0,53

+0,11

0,17
+0,04
~0,20
+0,03

0,20
+0,06

0,26
+0,04

* ямолів оуботрату за хв. на мг білку;

** :.,дмолів РІ на мг білку за годину.

Одержані дані свідчать про перспективиІоть використання лізо- 

ензимного препарату штаму 2435 для дезінтеграції клітин стафілококу 

та виділення оубклітинних структур. Ми гадаємо, що розроблені мето­

ди можуть бути з успіхом використані для одержання відомостей про 

субмікроскопічні зміни бактеріальних структур, які здійснюютьоя під 

дією протимікробних ополук,а також в результат І формування зах~.оних 
до них механізмів.

2. Активніоть мембранозв’язаних ферментів енергозабезпечення 

клітин стафілококу у зв’язку зі стійкістю 

до антибіотиків

Виходячи з поставлено! перед нами задачі вияонекня ролі мембран­

ного апарату стафілококів в процесі розвитку антибіотикоотійкості, 

була проведена оцінка сиотем енергетичного метаболізму за інтеновв- 

нtотю швидкості окислення різних оуботратів в мембранах чутливих їв 

стійких до антибіотиків штамів стафілококів.

Ми намагал̂оь з'ясувати, чи е взаємозв’язок між активиІотв ди­
хальних феріентів з! атійкіотю до антибіотиків та природою геяатаяних 
детермінант.

В роботі показано, що Інтродукція Lлзмід рвзнотеятності в чут~ 

ливий до антибіотиків штам стафИокону 8G25-4 забезпечувала вбільагн- 
ня на 104-30$ швидкості окиолення субстратів НАДІЇ, малату, сукцлнг- 
ту, Інтенаифіквцію механізм.з відновлення нітратів в 1,11-1.40 ілш\й 

І зниження активності деяких дегідрогеназ ЦТК (табл. 2). Можливо, «з



Штам

Стій­
кість 
до ан­
тибіо­
тик'і в

Окоидази, 
нмолів 0> за з. на 

мг*6 білку

Дегідрогенази, 
нмолів субстрату за 

хв на мг білку

Цитохроми, 

нмолів на мг білку

НАДН тла?
сукци-
нат НАДН малат сукщ

нат _ в а 0

8325-4 III ,5+9 28,8£2 27,5+2 268,8+15 25,4+7 8,3+2 1,33+0,2 0,88+0,2 0,489+0.06

NLT-3 То 253,4+30'55,6+6 38,0+2 200,1+19 14,СьЗ 12,4+4 0,93+0,08 0,34+0,06 0,435+0„04

здТ-3<52А)Тс 245,0+10 68,8+7 40,Сг2 181,5+24 20,1+5 4, Оі_і 0,87+0,06 0,15+0,04 0,399+0,04

BLC-3 С о 334,2+22 58,3+3 41,3+3 134,1+28 15,7+2 4,2+1 1,07+0,09 0,23+0.07 0.489+0,08

КІіС-3(52А )Ст - ■ - - 140,4+21 8,9+1 8,8+2 0,86+0.09 0,15+0,03 0,399+0.05

Его 994 Еи 149,7+10 40,5+2 35,0+2 160,3+II 19,1+5 6,9+1 0,32+0,06 0,16+0,04 0,362+0,02

Его 994(52А )Е и - - 164,8+29 18,1+4 6,3+1 0,26+0,09 0,10x0,02 0,344+0,03

Bpt Еа ,Тс ,Р0І67,3+20 31,6+1 ЗІ .8+1 145,6+41 6,7+1 5,1+1 j ,67+0,10 0,31+0,06 0,507+0,07

Ш )
За,Тс ,РЯ152,6+11 34,0+2 - 134,5+12 19,6+3 5,1+1 0,62+0,12 0,17+0.03 0,344+0,03

И В  101 & 160,5+16 40,0+2 28,8+1 84,4+12 23,5+5 10,3+2 1,10+0,2 0,33+0,08 0,435+0,05
------- - #

То - тетрациклін, Са - хлорамфенікол, Ец - еритроміцин, 5, - пеніцилін.

Таблиця 2

Питсш активність оистем енергетичного метасіолізму та вмісту цитохромів в 

препарєтах мембран чутливого та стійких до антибіотиків штамів 8. aureus

00
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виявлені зміни активності дихальних оистем мають біологічний аміот

з точки зору забезпечення функціонування клітин в nprovTHOOTl високих 

концентрацій антибіотиків. »

Проведений кінетичний аналіз впливу ціаніду калію на активніоть 

НАЛН-оксидазної системи мембран дозволив виявити зміни на рівні тер­

мінальної оксидази за набуттям стійкості стафілококу до антибіотиків. 

Зменшення констант гальмування активності окиолення НАДН в 1,4-2,4 

рази мембранами стійких штамів можна пояснити підвищенням у них кон­

центрації відновленої форми цитохромокскда чі, яка зв'язує Інгібітор 

( Kaufman , Gelder . 1974).
Для оцінки ролі пізних компонентів електронтранопортної оиотемп 

як складової частини механізму стійкості до антибіотиків було прове­

дено порівняльна еивчєння якісного складу та к ількісного вміоту ци- 

тохромів в препаратах мембран, чутливих та стійких штамів.

Рееотрація диференційних (відновлених дитіонітом проти окйоле- 

ного повітрям) спектрів поглинання овіту дозволила виявити в мембра- 

г.чх всіх досліджуваних штамів цитохроми а 1 в. Диференційні спектри 
комплекоу з СО виявили присутність цитохрому о. Інтродукція генетич­

них детермінант в'клітині чутливого штаму забезпечувала . зсув 

диференційних максимумів поглинання для цитохромів в і о та приводи­

ла до зниження питомого вмісту цитохромів а і в (табл. 2). -Зміни 

спектральних характеристик мембран СЕІдчать про наявність якісно Ін­

ших цитохромних компонентів або про зміни у співвідношенні цитохром- 

них компонентів, що Існують в мембранах батьківського штаму.

Відомо, що в результаті функціонування дихального лзнцюгу у 

клітигіх утворюються АТФ та Інйі макроергічні сполуки. З метою оцін­

ки інтенсивності синтезу АТФ нами була визначена АТФ-фосфогІдролазна 

активність мембран ста̂'яококів у зв’язку зі стійкістю до антибіоти­

ків. *

Проведені дослідження показали, що мембрани стафілококів неза­

лежне від штамової належності мали АТФазну активність, оптимальні 

умови дії якої проявлялись при pH 6,5 1 температурі 45° С. Однова­

лентні катіони 'А‘г ні їїа+ не стимулювали активність ферменту, як це 

було показано для клітин Інших мікроорганізмів ( Ku)?ak, Yotis , 1981). 
Аналогічно впливали іони Са24-. Разом з тим, іони , внесені в се­
редовище для інкубації в концентрації 4 і ,  викликала 3,1-3,8-кратну 

стимуляцію АТФазної акхивності. Ефект М̂  можна співвіднести з його 

здатністю утворювати хелатний комплекс з АТФ, який е істинним суб­

стратом для бактеріальних АТФаз ( ota , Morishita , 1986).
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Зв'язана з мембраною АТФаза усіх досліджуваних штамів проявля­

ла чутливість до ингібіторів NaP, азіду натрію 1 N  .Мі-дипикло- 

гексілкарбодиіміду (ДЦКД), що в специфічним Інгібітором протонних 

Аі'Фаз.
Незважаючи на подібність у відношенні ряду кінетичних парамет­

рів АТФазної реакції, мембрани чутливого штаму, відрізнялись від мем­

бран стійких до антибіотиків клітин стафілококу. Інтенсифікація 

швидкооті гідролізу АТФ мембранами стійких клітин у 1,3-2,5 рази, а 

також збільшення чутливоот! ферменту де ДЦКД у 1,04-2,25 рази могли 
свідчити про більшу інтенсивність енергетичного метаболізму у зв’яз­

ку з виникненням стійкості до антибіотиків.

Приведені дані овідчать про те, що набуття клітинами стійкості 

до антибіотиків внаолідок інтродукції плазмід резистентності пов’я­
зане зі зміною комплекоу функціональних властивостей, що сп(впряже­

ні з процеоами енергозабезпечення клітин. Характер цих змін визна­

чався природою генетичних детермінант. Показано, що штами стафілоко­

ків, лізогені за фагом 52А, відрізнялися від їх плазмідних варіантів. 

Трансдукція фагу 52А забезпечувала зниження рівню активності НАДН- 

оксидазної системи, нітраредуктази та АТФази, що могло свідчити про 

вплив цього генетичного фактору на метаболічні процеси клітини.

3. Особливості окладу мембран чутливого та стійких до 

антибіотиків штамів стафілококів

Аналіз кореляції між ступенем амін функціонування зв’язаних з 

мембранами ферментів та природою резистентном! дозволив допустити, 

що мембранні структури втягнені в сиатему реалізації генетьчної Ін­

формації, що міститься в гечах антибіотикорезистентнооти.

У зв’язку з цим, провідним напрямком подальших досліджень стало 

порівняльне вивчення хімічного окладу мембран чутливого та стійких 

до антибіотиків штамів стафілококів.

Проведені дослідження показали, что білки мембран усіх дослід­
жуваних штабів при електрофорезі з дедевдлеульфатом натрію розподі­

лялись на фракції з молекулярними маоами від 10 до 170 КД, то відпо­

відав літературним даним для мембранних білків інших штамів стафіло­

коків (Григорьева, Лукоянова, 1981). Набуття стійкості супроводжува­

лось збільшенням білкових фракцій від 26 до 35 компонентів. Індиві­

дуальнім' білкових сьектрів мембран підтверджувала наявніоть нових 
білків, пов'язпіих з реалізацією резистентності чи втратою здатнос­

ті к.'і.'ин оинті )у ряду білків, які е у батьківського штама.
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Серед досліджених культур більшою подібносте'білкових спектрів 

хар ктертізувались штами, які несли плазміди отійкооті по антибіоти­

ків та їх трансдуктанти по фагу %2А.

Денситометрування електрофореграм білків та розраховані показ­
ники подібності дозволили нам провести групування дооліджених куль­

тур з? ступенем подібності їх білкових спектріті I одержані резуль­

тати подати у вигляді стовпчатої діаграми, розрахованої за методом 
одинарного зв'язку (мал. 2). На діаграмі ломана лінія, що поєднує 

досліджені штами, являє ообою найкоротший зв’язок між ними при най- 

виших коефіцієнтах подібності.

Мал. 2. Діаграма, що ві,;ображ&а подібність білкових спектрів різних 

штамів стафілококів: І - Его 994, 2 -.Его 994 ( 52А), 3 - N lC-3,

4 _ NIC-3 (52А), 5 - ПХ-Т-3 (52А), 6- NbT-3, 7 - Ept , 8 - Ept (52A\ 

9 - PUBIOI, 10 - 8325-4

Вивчення ліпідного складу мембран дозволило виявити особливості 

ліпоуенезу клітям стафілококу у зв’язку зі стійкістю до антибіотиків. 

Провезені дослідження показали присутність у мембранах усіх дослід-, 

жуваних штамів стафілококів двох класів сполук - нейтральних ліпідів 

та фосфоліпідів. Фракційний оклад нейтральних ліпідів був представ­

лений моно- і дигліцерчдами, фракцією вільних жирних кислот, триглі- 

церидами, також виявлені* каротиноїди та дві не Ідентифіковані фрак- 

гіТ.

Показана закономірність збільшення в мембранах стійких штамів _
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фракцій триглІцервдів та каротиноідних пігментів (табл. 3), що, мож­
ливо, мало великий біологічний зміот. Виявлене переважання тригліце- 

ридів могло свідчити про збільшення чаоткг нейтральних ліпідів, які 

лежать в основі обміну фосфолігідів, а також виконуючих роль запас­

них енергетичних речовин. Збільшення вмісту каротиноіднх пігментів 

можна розглядам як непряме підтвердження збагачення мембран мена- 

ХІнонами, які за даними Hammond, White (1970) еиявлялись у фрак­

ціях каротіїноїдних пігментів.
Таблиця З

Вміот окремих фракцій ліпідів та каротиноїдних пігментів 

в мембранах чутливого та стійких до антибіотиків штамів 

стафілококів (дані приведені в % по відношенню де штаму

8325-4)

Штам
Стійкіоть 
до анти­
біотиків

ТриглI- 
цериди

Кароти­
ноїди 1 

пігменти

Кардіо­
ліпін

Фосфа-
тидна
кислота

8325-4 чутливий 100 100 100 100

N l T-3 • То 128,8 119,8 119,0 169,6

■ N lT-3 (52А) Тс 101,8 101,1 113,0 321,7

Его 994 Sn 172 Д 172,5 130,0 169,6

Его 994 (52А) Em 135,1 139,6 121,0 304,0

Ept Em.TG.Pn 127,9 127,5 117,1 143,5

i5pt (52A) Em,Tc,Pn 105,4 123,1 115,1 252,0

РцВ 101 Pn 149,5 169,2 120,0 152,0

Ntf-3 Cm 133.3 202,0 - -

NiC-3 (52A) Cm 115,3 103,3 - -

не визначали.

Вивчення окладу фоофоліпідів дозволило встановити, що за скла­
дом основний фракцій фосполіпідів резиотентн! клітини, ЯКІ МІСТИЛИ 

плазміди отійкості, не відрізнялись від чутливого до антибіотиків 

штаму отафілококів 1 включали кардіоліпін, фоафатидилгліцерин, фос- 

фатчдалетаноламін, фоофатидну кислоту та неідентифікований фосфолі- 
під Ур ЛІ огенізація алазмідних штамів фагом 52А корелювала з вклю­

ченням до складу мембр,аних ліпідів не Ідентифікованого фоофолІпІ;у У2
1 одночоонов втратою здатнооті до синтезу фосфоліпіда У| (мал. 3).

розвиток стіґчооті до антибіотиків супроводжувався перерозподі­

лом окрема* £рчкц1й фос?ол!аІдІв у бік збільшення вмісту кардіолірі-
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ну та фосфатидиоГ кислоти (табл. 3). Не виключено, що перерозподіл 

у гчладі фосфоліпідів може обумовлюватися високою мс гяболіч :ою ак­
тивністю цих сполук та їх можливими взаємоперетвореннями.

Мал. 3. Фосфоліпіди мембран клітин стафілококів: І - кардіоліпін,

2 - фоофатидилгліцерин, 3 - фосфатидилетаноламін, 4 - фоофатидна 

киї лота, 5 - не ідентифікований фссіїюліпід Ут, 6 - не Ідентифікований 
фосфоліпід У2

Аналіз-уючи літературні дані (Белоуоова, 1980), ми припустили, 

що розвиток стійкооті гз антибіотиків л.оже супроводжуватись Інтенси­

фікацією метаболічних шляхів, які відповідають за 61 'синтез ліпідів. 

Аналіз !Ч-спектрів покгзав зростання відношення ліп’дп до білка у 

клітинах стійких до антибіотиків штамів у 1,12-1,72 рази, що під­

твердило наше припущення.

Відповідно до одержаних нами даних доцільно було припусідти, 

що змін;: в ліпідному складі могли б сприяти виникненню стійкості 

клітин стафілококу до високих концентрацій антибіотичних речовин 
внаслідок зміни функціональної лабільності мембран.

Проведені дослідження показали, що Інтенсифікація ліпідоутвс- 

рення та перерозподіл у білково-ліпідному комплексі приводили до 

підвищення функціональної лабільності мембран стійких клітин, про 
що свідчило збільшення їх клітинної проникності у І,4-3,0 рази для 

продуктів нуклеотидної природи під впливом екстремальних температур 

та різних значень pH середовища.
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Таким чином, виявлені нами особливості метаболізму клітин ста­

філококу дозволяють припустити, що один з механізмів антибіотикоре- 

зиствнтнооті обумовлений модифікацією ліпідного та білкового складу 

мембран, що вказує на значні перебудови мембранного апарату клітин 

отафілококу при реалізації механізмів стійкості до антибіотиків.

4. Деякі аопекти механізму дії ряду антистафілококових 

рнтибіотиків

Враховуючи важливу роль мембрани в жіттедіяльності клітини, ми 

припустили, що вона може бути залучена і в систему дії ряду антибак­

теріальних сполучень, первинний механізм яких, як вважалось, не 

зв'язаний з мембинотропними ефектами.
В таблиці 4 приведені дані, які вказують на зміни в кількісному 

вміст! цитохромів та у функціонуванні деяких пов’язаних з мембранами 

ферментів при внеоеннї пеніциліну, тетрацикліну, хлорамфеніколу та 
еритроміцину в середовище вирощування вихідного штаму стафілококів 

в суббактеріостаточних концентраціях. Вказані зміни, вирогідно, слід 

піднести до порушення біосинтетичних процеоів в метаболізмі деяких 

мембранних білків.
Таблиця 4

Питома активність систем енергетичного метаболізму та вміоту

цитохромів в препаратах мембран s. aUreus штама 8325-4,

вирощених в присутності антибіотиків (дані приведені в % по 

відношенню до вихідного штаму)

14

Антибіо­
тик

Концен­
трація
анти­
біотика

НАДН- Дегідрогенази Цитохроми

даза НАЛН оукцг
нат малат і в 0

АТФаза

100 100 100 100 100 100 100 100

Пвніпчлін 0,0075 68,3 43,8 100 172,4 71,5 50,8 62,3 68,6

Еритроміцин 0,03 84,6 85-,6 41,5 11,0 62,2 23,8 24,6 90,7
Тетрациклін 0,06 - 39,6 51,9 92,7 38,2 131,7 130,2 54,1 70,6
Хлорамфені-
кол 1,94 84,9 55 ,6 184 ,1 176,0 134,1 79,4 86, d .29,7

Поряд в тим внесення антибіотиків в реакційну систему, яка міс­

тить мембрани клітин, що вирооли у відсутності антибіотиків, також 
дозволило виявити пригнічення активностей ферментів НАДЧ-оксидазі! I 

АТФази на 55,4-67,3?. Очевидно, що одержаний ефект не був пов'язаний 
з пепрсіею ог̂тегу ферментів, б мав характер швидкої реакції на вве-
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дений в систему антибіотик.

Ми припустили, що ці зміни можуть бути обумовлені порушенням 

конформаційного стану мембран прї адсорбції на ній антибіотичних 

речовин. Ллє зміна проникності клітин для низькомолекулярних сполук 

нуклеоїидно! природи відмічена тільки для тетрацикліну та хлорамфе- 

иіколу. Відсутність деструктивних змін мембран під дією пеніциліну 

та еритроміцину могла вкопувати на різницю у ступеню зв’язування їх

з поверхневими структурами та свідчити про Інші механізми проникнен­

ня до мікробної клітини. •

Разом з тим, вирощування клітин стафілококу в присутності суб- 

. бактеріостатичних коньзнтрацій усіх досліджених антибіотиків приво­

дило до порушень мембран, які проявлялися у р1 як 1й зміні проникнос­

ті клітин під дією екстремальних температур. Характер порушень мем­

бран у иьому випадку не був ідентичним порушенчю мембран при дії 

антибіотиків, внесених до середовища для культурування клітин in 

vitro • Можливо, зміна отруктурно-функцІ овального отану.мембран є 
наслідком впливу суббактеріостатичних концентр&цій антибіотиків на 

метаболічні процеои клітин-

Проведені дослідження можуть свідчити про те, що мембрана вклв>- 

чена в оистему первинного механізму дії досліджених антибіотиків, що 
необхідно враховувати при їх рекомендації в клініці.

ВИСНОВКИ

1. Розроблені методи ечділєння препаратів клітинних стінок та 

функціонально активних Фракцій цитоплазматичних мембран стафілококів, 

які включають попередню обробку клітин 0,1 М розчином циотеїну-НСІ , 
наступний гідроліз з використанням ферментного препарату штаму Aot. 

recifensia var. lyticus 2435 І даференційне центрифугування.
2. Реалізація механізмів антибіотикорезястентності супроводжу­

валась зниженням швидкості дегідрування субстратів ЦТК, збільшенням 

оксидазних і нітратредуктазно? активностей та підвищенням чутлиЕос- 

ті НАДН-оксидазної системи до інгібіторе KCN, то вказувало ж змі­

ни в 'енергетичної̂ метаболізмі штамів s. aureus . які містять плаз­

мі®! стійкості до пеніциліну, тетрацикліну, хлорачфеніколу I еритро­

міцину.
3. В дихальному ланцюгу всіх досліджених штамів s. arreus вияв­

лено цитохроми а, г і о. Набуття стійкості супроводжувалось знижен­
ням питомого змісту цитохромів а {в та зміною спектральних характе­
ристик цитохромів в і о.

4. Встановлено,-що АТФаза всіх досліджених штамів ,s. aureus
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Mg-залешшы ферментом, чутливим до Інгібіторів NaF, азиду натрію 

та 74ГСД, з оптимумом дії при pH 6,5 та температурі 45° С. Набуття 
отііікооті до антибіотиків приводило до підвищення АТФ-гІдролазної 

аКлИЕНост1 мембранних препаратів в І,3-2,5 рази та пропорціонально- 

го збільшення чутливості фермента до Інгібіторе ДЦКД.
5. Інтродукція плазмід резистентності І генома фагу 52А в клі­

тини чутливого штаму s. aureus забезпечувала зміну білкового про­

філю мембран, підвищення в 1,12-1,72 рази відносної частки мембран­

них ліпідів та перерозподіл їх вмісту в бік збільшення кардіоліпіну, 

фоофатидної кислоти, тригліцеридів та каротироїдклх пігментів.

6. Стійнооть до антибіотиків штамів з. aureus корелювала зі 
зміною осмотичної отабільнооті мембран, на що вказувало підвищення 

в І,4-3,0 рази їх проникливості для низькомолекулярних сполук нук- 

леотидної природи під дією різних температур та значень pH середо­

вища .
7. Показане, що суббактеріостатичні концентрації пеніциліну, 

тетрацикліну, хлора ьфеніколу та еритроміцину впливають на активніоть 

ферментів електроктранспортного ланцюга і АТФази, а також на аеыбран­

ну проникли'віоть, що свідчить про залучення мембранних структур чут­

ливого штаму стафілокок’в до системи дії вказаних антибіотиків.
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mids of resistance ô some antibiotics. Ізгаеі. 1991
T O  .

* Vinnikov A.i., Solodok L.P., Oryabinskaya L.B., Uherevaah H.V. 

The membraneconnocted ATPase of antibiotics resistance staphy­

lococcal з trains / /  21st FEB6 Meeting, August 9-14-.- Ireland,
I4> Bublin 2.-"!992

Oryabinskay L.B., Vinnikov A.I.,Rubon 0.7. Gfenetic determinants 

of the membrane-bound ATPasa of Staphylococci /■/ Keystone Sym­

posia on Molecular and Cellular Biology.- J. of Cellular bioc­

hemistry, т 1995» *

A H  України
О  С



Ав 29.343

'тип > -ЬГУ S i Kut v


