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Цель. Исследовать влияние термостабильного (ТСТ) и термолабильного (ТЛТ) ле
тальных токсинов Yersinia pseudotuberculosis на формирование биопленки этими бак
териями. Материалы и методы. Для выделения токсинов и проведения экспериментов 
использовали штамм Y. pseudotuberculosis 512 (pYV48Mfl, рУМ82МД) и штамм 2517, 
несущий плазмиду вирулентности pYV и утративший ее. Результаты. В присутствии 
ТЛТ наблюдалась стимуляция образования биопленки при 20°С как штаммом 2517 
(pYV+), несущим плазмиду вирулентности, таки бесплазмидным штаммом 2517 (pYV). 
При низкой положительной температуре (6 — 8°С) ТЛТ снижал количество сфор
мированной биопленки. ТСТ ингибировал образование биопленки обоими иссле
дуемыми штаммами Y. pseudotuberculosis при инкубации в течение 3 суток при 20°С и 
6 — 8°С. Со снижением температуры степень ингибирования уменьшалась. Заключение. 
Оба белковых токсина Y. pseudotuberculosis влияют на формирование биопленки бак
териями псевдотуберкулеза, однако воздействие ТЛТ и ТСТ на процессы образова
ния биопленки различаются, и механизм такого действия токсинов предстоит выяс
нить.
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EFFECT OF YERSINIA PSEUDOTUBERCULOSISYOXINS ON THE BIOFILM FOR
MATION
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and Microbiology, Vladivostok, Russia

Aim. To study the effect of heat-labile (HLTY) and heat-stable (HSTY) lethal toxins of the of 
Yersinia pseudotuberculosis on the formation of biofilms by these bacteria. Materials and methods. 
For the isolation of toxins and the investigation their ability to effect on the biofilm formation there 
were used the strain o f Y. pseudotubereulosis 512 (рУУ48МД, рУМ82МД) and strain 2517, carry
ing virulence plasmid pYV and lost it, correspondingly. Results. The stimulation of biofilm forma
tion at 20°C by the strain 2517 (pYV+), carrying virulence plasmid as well as the strain 2517 
(pYV-) without plasmid were observed In the presence of HLTY. At low positive temperature (6
— 8°C) HLTY reduces the amount of the formed biofilm. HSTY inhibited the biofilm formation 
by the both strains of Y. pseudotuberculosis tested during the incubation for 3 days at 20°C and 6
— 8°C. Moreover the extent of inhibition was decreased with temperature decreasing. Conclusion. 
The both of the T. pseudotuberculosis protein toxins has been revealed to affect on the biofilm 
formation by Y. pseudotuberculosis bacteria, however, the impact of HLTY and HSTY in the proc
esses of biofilm formation was shown to be different, and the mechanism of such action of toxin- 
sis under way.
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В В Е Д Е Н И Е
Биопленка представляет собой сообщество одного или нескольких видов 

бактерий, прикрепленных к поверхности или друг к другу и заключенных в 
матрикс, состоящий из экзополисахаридов, белков, внеклеточной ДНК и 
других веществ [3, 8, 9.]. Биопленка защищает бактерии от неблагоприятных 
абиотических факторов внешней среды, а также от факторов специфической 
и неспецифической защиты иммунной системы хозяина. Бактерии в био
пленке могут «общаться» между собой посредством секреторных интерме
диаторов, которые служат основой их «социального» поведения или « q u o ru m  
sensing».

Многие хронические инфекции обусловлены бактериями, растущими в 
виде биопленок. Устойчивость бактерий к антибиотикам в биопленке в 1000 
раз больше, чем у планктонных форм [3,8]. Это вызывает необходимость ис
следования механизмов образования биопленок, а также поиск агентов, 
влияющих на этот процесс. Для разрушения бактериальной биопленки или 
ингибирования ее образования могут быть использованы различные низко
молекулярные вещества, ферменты, разрушающие матрикс, а также вещества, 
действующие на систему «quorum sensing».

Возбудитель псевдотуберкулеза человека — Y. pseudotuberculosis — широ
ко распространен в окружающей среде. Он изолирован из органов и фекалий 
многих видов млекопитающих, птиц, земноводных, рыб, членистоногих, а 
также из почвы, воды и растительных субстратов. Эти бактерии способны об
разовывать биопленку, которая защищает их от неблагоприятных экологиче
ских условий и от поедания беспозвоночными хищниками [1,4].

К настоящему времени известно, что Y. pseudotuberculosis в разных средах 
обитания (эндо- и эктотермные организмы, растения и другие объекты) про-
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дуцируют факторы патогенности с инвазивной, антифагоцитарной и токси
ческой функциями [6]. В частности, имеются сведения о нескольких токсинах 
этих микроорганизмов, их патогенетической роли [6, 7, 13] Однако нет дан
ных о влиянии этих биомолекул на процесс формирования биопленки 
Y. pseudotuberculosis.

Целью работы было изучение действия двух белковых токсинов, вызываю
щих гибель эндотермных экспериментальных животных при парентеральном 
введении — термолабильного и термостабильного на образование биопленки 
Y. pseudotuberculosis.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использованы штаммы Y. pseudotuberculosis из коллекции НИИЭМ 
им. Г.П.Сомова: 512 (рУМ82МД и рУУ48МД) — 01b серовар, изолированный 
от больного ДСЛ в РФ, 2517 — 03 серовар (Институт Пастера, Франция), не
сущий плазмиду вирулентности pYV и утративший ее.

Бактерии для выделения термостабильного (ТСТ) и термолабильного (ТЛТ) 
летальных токсинов выращивали на питательном агаре при температуре со
ответственно 6 — 8°С и 36 — 37°С. Токсины выделяли по методам [6], приме
няя фракционирование сульфатом аммония, ионообменную хроматографию 
и гель-фильтрацию. Биологическую активность этих токсинов определяли 
при парентеральном введении неинбредным мышам.

Для исследования действия токсинов на формирование биопленки Y. pseudo
tuberculosis ночную культуру бактерий, выращенных при температуре 20 — 
22°С, разводили бульоном Хоттингера до 104 — 105 клеток в мл и инкубирова
ли в 96-луночном планшете по 200 мкл на лунку в присутствии токсинов в 
течение 3 суток при 20 — 22°С или при 6 — 8°С. Конечная концентрация ток
синов в разных экспериментах составляла 10 — 50 мкг/мл. После инкубации 
из лунок удаляли неприкрепленные клетки, трижды промывали лунки 0,85% 
NaCl и окрашивали биопленки 0,5% кристаллическим фиолетовым (CV) в 
течение 20 мин при комнатной температуре. Краситель удаляли из лунок, и 
несвязавшийся CV отмывали водопроводной водой. Планшеты высушивали 
на воздухе, в каждую лунку добавляли по 200 мкл 2% уксусной кислоты в 95% 
этаноле и определяли оптическую плотность при 600 нм.

Все эксперименты проводили в 4-кратной повторности. При статистиче
ской обработке использовали программу MS Exel.

РЕЗ УЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е
Бактерии Y. pseudotuberculosis продуцируют нескольких токсинов, в том 

числе термолабильный летальный токсин и термостабильный летальный ток
син [6, 7]. Эти токсины отличаются друг от друга по молекулярной массе, 
отношению к температуре, биологическим свойствам. Их мишени и механизм 
действия остаются малоизученными.

Ранее нами было показано [5], что летальные токсины Y. pseudotuberculosis 
проявляли эмбрионотоксичность по отношению к развивающимся эмбрионам 
морского ежа Strongylocentrotus intermedius. Кроме того, ТЛТ ингибировал 
биосинтез ДНК и РНК, определяемый по включению экзогенных [3Н]тими- 
дина и [3Н]уридина клетками эмбрионов уже при 1 — 2 мкг/мл, а ТСТ не 
оказывал влияния на биосинтез нуклеиновых кислот даже в высоких концен
трациях, но ингибировал биосинтез белка в эмбрионах морского ежа. ТЛТ не 
снижал уровня включения меченых аминокислот клетками эмбрионов (табл.).
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Показатели 
активности токсинов ТЛТ ТСТ

Спермиотоксичность ЛД5 0 1 мкг/мл ЛД5 0 2 мкг/мл
Биосинтез ДНК Ингибирует 

(1— 2 мкг/мл)
Не ингибирует 
(200 мкг/мл)

Биосинтез РНК Ингибирует 
(1— 2 мкг/мл)

Не ингибирует 
(200 мкг/мл)

Биосинтез белка Не ингибиру
ет (10 мкг/мл)

Ингибирует 
(10 мкг/мл)

Активность тимидин- 
киназы

Ингибирует Не ингибирует

Активность уридин- 
киназы

Ингибирует Не ингибирует

Было показано, ЧТО ТЛТ ингиби- Биологическая активность токсинов Y. pseudotuber-
culnsisровал активность нуклеозидкиназ, 

тогда как ТСТ не влиял на актив
ность этих ферментов биосинтеза 
предшественников нуклеиновых 
кислот. Однако роль этих леталь
ных токсинов бактерий псевдоту
беркулеза в патогенезе болезни не 
ясна.

Нами была показана способ
ность четырех штаммов Y. pseudo
tuberculosis, выделенных из разных 
сред обитания, формировать био
пленку на абиогенной поверхности
[4]. Установлено также, что в про
цессе культивирования и формирования биопленки бактерии не утрачивали 
плазмиду вирулентности.

С помощью электронной микроскопии образцов Y. pseudotuberculosis, об
работанных антителами к ТЛТ и коньюгатами коллоидного золота, показана 
возможность продукции этого токсина бактериями вне теплокровного орга
низма (морская среда). Термолабильный летальный токсин вызывал значи
тельные повреждения в организме морских животных [6]. Кроме того, полу
чены данные о присутствии этого токсина во внеклеточном матриксе 
биопленки Y. pseudotuberculosis (рис. 1).

Для исследования воздействия токсинов на образование биопленки Y. pseudo
tuberculosis штаммы 2517 pYV- и 2517 pYV+ выращивали в присутствии ток
синов при 20°С и 6 — 8°С в течении 3 суток и измеряли количество образовав
шейся биопленки. Данные приведены на рис. 2.

Как видно из рис. 2, ТЛТ неодинаково действует на процесс образования 
биопленки Y. pseudotuberculosis при разной температуре. В присутствии этого 
токсина наблюдалась стимуляция образования биопленки при 20°С как штам

мом 2517 (pYV+), несущим плазмиду 
вирулентности, так и бесплазмидным 
штаммом 2517 (pYV-). При низкой 
положительной температуре (6 — 8°С) 
количество биопленки снижалось в 
присутствии ТЛТ.

ТСТ ингибировал образование 
биопленки обоими исследуемыми 
штаммами Y. pseudotuberculosis при 
инкубации в течение 3 суток при 20°С 
и 6 — 8°С. Причем со снижением тем
пературы степень ингибирования 
уменьшалась. Механизм такого дей
ствия токсинов предстоит выяснить.

Рекомбинантный цитотоксический 
некротизирующий фактор Y. pseu- 

л  „ dotuberculosis [2] в концентрации 30
мкг/мл стимулировал образование био- 

после инфицирования. пленки теми же штаммами в два раза.
Видны гранулы термолабильного токсина. В литературе есть данные об уча-
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стии в образовании биопленок пневмо
кокков in vitro токсина — пневмолизина.
Мутантные штаммы Streptococcus pneumo
niae без пневмолизина не способны фор
мировать такое же количество биопленки 
на абиогенных субстратах и клетках чело
века. Роль пневмолизина в образовании 
биопленки не связана с его гемолитиче
ской активностью, ответственной за по
вреждение ткани при пневмококковых 
заболеваниях. Предполагают, что пневмо
лизин может играть роль адгезина, скре
пляющего клетки пневмококка друг с 
другом на ранних этапах формирования 
биопленки. Конфокальная и электронная 
микроскопия показали локализацию ток
сина на поверхности клеток пневмокок
ков и во внеклеточном матриксе, что 
указывает на роль этого белка в фазе агрегации образования биопленки [14].

В состав внеклеточного матрикса входят различные белки, которые могут 
участвовать в прикреплении клеток друг к другу и к поверхности. Так, бета- 
токсин — фактор вирулентности Staphylococcus aureus, обладающий сфинго- 
миелиназной активностью, играет роль в созревании биопленки [11]. В при
сутствии ДНК он образует ковалентные поперечные связи, формируя 
нерастворимый нуклеопротеидный матрикс, который способствует образова
нию биопленки in vitro и in vivo [10, 12].

Термолабильный летальный токсин также обнаружен во внеклеточном 
матриксе биопленки Y. pseudotuberculosis, он стимулировал ее формирование 
при 20°С. Механизм этого действия белкового токсина возбудителя псевдоту
беркулеза предстоит выяснить.

Одним из последних успехов молекулярной биологии стало открытие си
стем токсин-антитоксин, которые контролируют выживаемость бактерий и 
их вирулентность. Показано участие подобных систем в образовании био
пленок [15].

Эти достижения открывают возможности для разработки новых способов 
лечения, поскольку высокая антибиотикорезистентность становится все более 
распространенной и критическая роль биопленок в вирулентности бактерий 
становится все очевидней. Терапевтическое воздействие на биопленки может 
быть направлено на различные этапы их формирования, такие как блокиро
вание синтеза или разрушение полимерного матрикса, нарушение межкле
точного обмена информацией, а также оно может сочетаться с собственно 
бактерицидными агентами. Такой подход будет более эффективным и требу
ет углубления знаний о структуре и функциях биопленок.
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Рис. 2. Влияние токсинов на образование 
биопленки Y pseudotuberculosis.
1 — влияние ТЛТ на штамм 2517+, 2 — 
влияние ТЛТ на штамм 2517-, 3 — влияние 
ТСТ на штамм 2517+, 4 —влияние ТСТ на 
штамм 2517-. В каждой группе столбиков 
слева направо: контроль, 20°С, 6 — 8°С.
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ХАРАКТЕРИСТИКА КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ ESCHERICHIA COLI, ВЫ
ДЕЛЕННЫХ ОТ ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ  КРОНА

Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины, Москва

Цель. Оценить пул E.coli внутри пораженной зоны кишечника пациентов с болезнью 
Крона. Материалы и методы. Клинические изоляты (28), атакже контрольные образцы 
были протестированы относительно их возможной принадлежности к определенной 
филогенетической группе, способности к адгезии и инвазии на модели монослоя эпите
лиальных клеток СаСо2, способности к формированию биопленки и подвижности. 
Результаты. Было показано, что E.coli, высеянные из различного биоматериала, от
личались по филогенетической принадлежности и способности образовывать биопленку. 
E.coli, относящиеся к типу адгезивно-инвазивных, обнаруживались преимущественно в 
материале биопсии слизистой кишечника пациентов с болезнью Крона. Заключение. Есть 
основания полагать, что тип адгезивно-инвазивных E.coli сложился на стыке экологиче
ских ниш просвета и стенки кишечника.
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