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Цель. Оценка гемолитической активности в культуре S.pyogenes, претерпевающей торможе-

ние роста вследствие воздействия миллимолярных концентраций катионов цинка. Материалы и 

методы. Суспензию бактерий S.pyogenes, содержавшую 108 КОЕ/мл, засевали газоном на чаш-

ки Петри с кровяным питательным агаром. Спустя 30 мин на поверхность газона с помощью

36-канального штампа-репликатора каплями объемом по 5 мкл наносили водные растворы солей 
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цинка и меди с концентрацией по катионам металлов от 5 х 10-3 М до 5 х 10-1 М. Затем чашки 

с культурой бактерий инкубировали в течение суток при 37°С, после чего определяли диаметр 

зоны задержки роста и зоны ингибирования гемолиза. Для оценки наличия (отсутствия) в зонах 

задержки роста жизнеспособных бактерий, а также глубины повреждения клеток на периферии 

зоны задержки роста опыты сопровождали необходимыми контрольными высевами материала 

с последующим термостатированием. Результаты. В диапазоне концентраций катионов цинка 

от 50 до 500 мМ на газоне культуры S.pyogenes образуется зона задержки роста бактерий, кон-

центрически окруженная зоной ингибирования гемолиза, в пределах которой торможение роста 

бактерий визуально не регистрируется. Катионы меди не формируют зону ингибирования гемо-

лиза, выходящую за границу зоны задержки роста бактерий. Заключение. Ингибирующее действие 

катионов цинка на гемолитическую активность в культуре S.pyogenes реализуется специфически, 

оказывается обратимым и трактуется в контексте проявления антивирулентных свойств катионов 

металла.
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Aim. The work was performed with the purpose to study a hemolytic activity in the culture of S.pyogenes 

under the inhibitory action of millimolar concentrations of zinc ions. Materials and methods. Suspensions 

of S.pyogenes bacteria which contained 108 CFU/ml were sown by the lawns into the standard Petri dishes 

coated with the supplemented Blood Nutrient Agar. 30 min later the salt solutions of zinc or copper which 

contained the metals at the concentrations ranged between 5 x 10-3 M to 5 x 10-1 M were added by the 5 μl 

drops on the surfaces of the lawns with use of 36-channel stamp replicator. Then the dishes with bacterial 

cultures were incubated for 24 hrs at 37°C followed by measuring diameter of the area of culture growth 

inhibition and of the area of inhibition of hemolysis. The study was performed with use of controls towards 

measuring the state of bacterial cells obtained from different zones of the areas. Results. In presence of the 

zinc ions concentrations ranged between 50 to 500 mM the area of the growth inhibition of S.pyogenes was 

surrounded on the lawn of the bacterial culture by the area of the inhibition of hemolysis where the growth 

inhibition of S.pyogenes was not registered. Copper ions did not form such an area of the hemolysis inhibi-

tion. Conclusion. Inhibitory action of zinc ions on the hemolytic S.pyogenes activity in the culture seems to 

be specific and reversible, and is discussed in a context of the antivirulent zinc ions properties.
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В В Е Д Е Н И Е

Специфичность вовлечения катионов цинка в реализацию механизмов анти-

бактериального действия обеспечивается совокупностью свойств катионов, прояв-

ляющихся многофакторно — с позиций получаемого результата, и многоточечно —

с позиций определения мишеневой локализации и топики реакции [1, 2].

Известно, что цинк патоген-специфически снижает экспрессию шига-токси-

нов и других факторов вирулентности энтеропатогенных эшерихий [7, 8], специ-

фически ингибирует гемолитическую активность спирохет [9], угнетает активность 

протеаз боррелий [17] и стрептококков [11], ферменты гликолиза, биосинтез кап-
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сульной гиалуроновой кислоты [14], в культурах стафилококков и синегнойной па-

лочки реализует бактериостатическое действие, в опытах на патогенных и условно 

патогенных стрептококках удается описать патоген-специфическое бактерицидное 

действие катионов цинка [1, 2].

Специфичность действия цинка в отношении Streptococcus pneumoniae обес-

печивается его избирательным импортом, реализуемым бактериями за счет работы 

специфических транспортеров [5]. Ингибирование гемолиза, переключение ме-

таболизма на утилизацию галактозы и торможение роста S.pyogenes вызываются 

цинком, примененным в концентрациях, значительно меньших, чем при действии 

других катионов металлов [14].

Целью работы явилась оценка гемолитической активности в культуре S.pyogenes, 

претерпевающей торможение роста вследствие воздействия миллимолярных кон-

центраций катионов цинка.

М А Т Е Р И А Л Ы  И  М Е Т О Д Ы

Культуры бактерий S.pyogenes предоставлены из рабочей коллекции лаборато-

рии индикации и ультраструктурного анализа микроорганизмов заведующим лабо-

раторией, кандидатом медицинских наук В.Г.Жуховицким. В работе использовали 

три клинических изолята S.pyogenes.

Для постановки реакций стандартизованную суспензию бактерий, полученную 

из суточных культур S.pyogenes и содержавшую 108 КОЕ/мл, засевали газоном из 

объема 1.0 мл суспензии в физиологическом растворе на стандартные стерильные 

чашки Петри диаметром 90 мм с питательным агаром Blood Base Agar (HiMedia 

Lab.), дополненным 10% дефибринированной бараньей крови (ЭКОлаб) и 1% глю-

козы. Спустя 30 мин на поверхность газона с использованием 36-канального штам-

па-репликатора с диаметром наконечников 2.0 мм каплями объемом по 5 мкл нано-

сили водные растворы сульфата цинка ZnSO4 x 7H2O, сульфата меди CuSO4 x 5H2O, 

хлорида цинка ZnCl2 и хлорида меди CuCl2 x 2H2O в 0.15 М NaCl (pH 7.11-7.31) с 

концентрацией по катионам металлов от 5 х 10-3 М до 5 х 10-1 М.

На препаративном этапе исследования маточные растворы солей стерилизова-

ли методом мембранной фильтрации с использованием насадок для водно-солевых 

растворов Millex с диаметром пор 0.22 мкм (Millipore), после чего готовили серии 

последовательных разведений маточного образца в 0.15 М растворе NaCl, служив-

шим внутренним контролем системы.

После нанесения солевых растворов каплями на газон содержавшие культуры 

бактерий S.pyogenes чашки Петри инкубировали в течение суток при 37°С. По исте-

чении срока инкубации результат реакции учитывали, определяя диаметр зоны за-

держки роста культуры и зоны ингибирования гемолиза с использованием угловой 

линейки Partigen (Behringwerke AG).

На каждом газоне реакцию бактерий на серию разведений соли металла воспро-

изводили трижды. Для каждого клинического изолята бактерий использовали при 

этом не менее двух параллельных чашек Петри.

Для контрольной проверки наличия (отсутствия) в зонах задержки роста куль-

тур жизнеспособных бактерий из центра зоны задержки роста микробиологической 

петлей диаметром 1.0 мм производили посевы материала в пробирки, содержавшие 

по 5.0 мл питательного бульона Nutrient Broth (HiMedia Lab.), дополненного 10% 

нормальной лошадиной сыворотки (Микроген) и 1% глюкозы. Образцы термоста-

тировали в течение срока до пяти суток при 37°С, после чего оценивали прозрач-

ность питательного бульона в сравнении с контрольным — стерильным.



19

Для оценки глубины повреждения клеток на периферии зоны задержки роста, 

содержавшей единичные сохранившиеся колонии S.pyogenes, микробиологической 

петлей диаметром 1.0 мм производили высевы этих отдельных колоний на кровяной 

агар указанного выше состава с использованием техники истощающего штриха и 

термостатировали образцы культур в течение суток при 37°С. По истечении срока 

инкубации оценивали размер, морфологию образовавшихся колоний, наличие и 

выраженность зоны гемолиза.

В ходе экспериментов кислотность 0.15 М раствора NaCl контролировали с по-

мощью базового электронного рН-метра Sartorius PB-11, укомплектованного элек-

тродом Sartorius PY-P11.

При математической обработке результатов исследования достоверность разли-

чия средних величин устанавливали с помощью t-критерия Стъюдента.

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И  О Б С У Ж Д Е Н И Е

Как показывают результаты, представленные на рисунке, в культуре клеток 

S.pyogenes катионы цинка, примененные в виде сульфата (рис.А) или хлорида

(рис.Б) в миллимолярных концентрациях, реализуют выраженное антибактери-

альное действие, интенсивность которого при 10-кратном (с 50 до 500 мМ) повы-

шении содержания катионов металла в среде культивирования нарастает в сред-

нем в 1.7 раза, диаметр зоны задержки роста бактерий увеличивается на 2.9-3.8 мм

(р<0.001).

Одновременно за пределами внешней границы зоны задержки роста катионы 

цинка ингибируют гемолитическую активность S.pyogenes. 10-кратное (с 50 до 500 

мМ) повышение содержания катионов металла в среде культивирования увеличива-

ет димаметр зоны ингибирования гемолиза в среднем в 1.9 раза, или на 4.9-6.2 мм 

(р<0.001).

Представленные на рисунке данные очевидно демонстрируют, что диаметр зоны 

ингибирования гемолиза, образуемой в присутствии сульфата или хлорида цинка, в 

1.2-1.4 раза, или на 1.1-3.7 мм (р<0.001-0.01) превышает таковой зоны задержки рос-

та бактерий. Следовательно, в присутствии в культуральной среде катионов цинка 

формирующаяся зона задержки роста S.pyogenes концентрически окружена зоной 

Торможение роста культуры (1) и ингибирование гемолитической активности (2) S.pyogenes в присут-
ствии миллимолярных концентраций катионов цинка (M±m, n=18).
По оси абсцисс: концентрация катионов цинка, мМ; по оси ординат: диаметр зоны регистрируе-

мого эффекта, мм. А — водный сульфат цинка, Б — хлорид цинка. *p<0.01; **р<0.001 по сравне-

нию с диаметром зоны задержки роста.
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ингибирования гемолиза, в пределах которой торможение роста бактерий визуально 

не регистрируется.

При оценке глубины повреждения клеток на периферии зоны задержки роста 

установлено, что в условиях пересева на кровяной агар и последующего термоста-

тирования в течение суток сохранившиеся мелкие (точечные) колонии S.pyogenes 

в динамике наблюдения формируют колонии стандартного вида, морфологически 

сходные с интактными, имеющие диаметр 0.5-1.0 мм и окруженные четко просмат-

риваемой зоной гемолиза.

Примененные в виде сульфата или хлорида в миллимолярных концентрациях 

катионы меди, реализующие, как и катионы цинка, выраженное антибактериальное 

действие в культуре клеток S.pyogenes, не формируют зону ингибирования гемоли-

за, выходящую за границу зоны задержки роста бактерий.

Аналогично, в независимых исследованиях такая зона не образовывалась в 

культуре клеток S.pyogenes в присутствии сульфатов двухвалентных железа, марганца 

и никеля, примененных в миллимолярных концентрациях металлов. Катионы ко-

бальта, использованные в виде сульфата, формировали зону ингибирования гемоли-

за, выходящую за границу зоны задержки роста бактерий. Однако, достоверный ре-

зультат зарегистрирован только при максимальной из примененных концентрации 

металла (500 мМ), а разница диаметров образующихся зон составляла по кратности 

1.2 раза, или 1.2 мм (р<0.001), что оказывалось более чем в 3 раза меньше определен-

ного в настоящем исследовании действия соответствующей концентрации катионов 

цинка.

Известно, что экспрессия гемолизинов во многом определяет возможность пер-

систенции патогенных бактерий в организме хозяина, детерминирует выраженность 

проявления болезнетворных свойств микробов в ходе развития инфекционного 

процесса и различается у отдельных видов стрептококков, коррелируя с их инфек-

ционным потенциалом [10, 15, 20]. Входящие в состав нормальной микробиоты ки-

шечника человека бактерии Streptococcus agalactiae обладают существенно меньшей 

гемолитической активностью по сравнению с исследованными в данной работе па-

тогенными S.pyogenes [10, 15, 20].

Способность катионов цинка ингибировать гемолитическую активность пря-

мым воздействием на патогенные бактерии описана в культурах спирохет [9], си-

негнойной палочки [12], пиогенного стрептококка [14]. Воздействуя на клетки 

Serpulina hyodysenteriae, катионы цинка вызывают снижение процессов биосин-

теза белка, группирование рибосом и осветление цитоплазмы, определяются в 

связанном клетками состоянии и полностью ингибируют гемолиз [9]. В культурах 

Pseudomonas aeruginosa катионы цинка, повышая гидрофильность наружной мемб-

раны клеточной стенки бактерий, ингибируют гемолитическую активность и обра-

зование биопленок, не оказывая влияния на рост планктонных клеточных форм [12]. 

Ингибирование гемолиза S.pyogenes реализуется катионами цинка, примененными 

в концентрациях, значительно меньших, чем при действии других исследованных 

катионов металлов [14].

Наряду с прямым воздействием цинка на патогенные бактерии реализация ан-

тигемолитических эффектов катионов металла может достигаться за счет изменения 

ими физико-химических и структурно-функциональных свойств мембраны эритро-

цитов [3, 4, 13, 19]. Обратимо связываясь с поверхностью эритроцита и изменяя со-

стояние липидного бислоя мембраны, катионы цинка могут динамически блокиро-

вать специфические сайты связывания лизинов, изменять конформацию эпитопов 

и характеристики взаимодействия лизинов с фосфолипидами поверхности клетки, 
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вплоть до полного исключения возможности связывания литических агентов с мем-

браной эритроцита [3, 4, 19].

Этот механизм реализуется в условиях ингибирования катионами цинка гемо-

лиза эритроцитов кролика, вызываемого стафилококковыми альфа и бета токсина-

ми, а также стрептолизинами О и S [4], он задействован в блокировании цинком 

гемолиза эритроцитов кролика, индуцированного присутствием бактериального 

аэролизина [3], а также препятствует реализации гемолиза эритроцитов человека в 

присутствии стрептолизина О [19]. Гемолиз эритроцитов кролика, вызываемый ци-

толизином Vibrio metschnikovii, ингибируется катионами цинка за счет разрушения 

тетрамеров цитолизина или предотвращения их образования на мембране эритро-

цита [13].

Недавними исследованиями описан не известный ранее механизм гемолити-

ческого воздействия лейкоцидинов LukED и HIgAB Staphylococcus aureus на эрит-

роциты человека, способствующий обретению клетками бактерий достаточных 

количеств железа для поддержания режима персистенции в организме хозяина

[16, 18]. Указанные лейкоцидины распознают и связывают на эритроцитах человека 

хемокиновый рецептор DARC, служащий для заякоривания токсических агентов в 

клеточной мембране с последующей реализацией цитолиза [16, 18]. Понятно, что 

в таком случае топика реакции формирует возможность мишень-направленного 

блокирования DARC рецептора или его структурных аналогов, как и самого взаи-

модействия гемолизинов с рецепторами, экспрессированными на эритроцитах, в 

логистике отмены гемолитического воздействия патогенных бактерий [16, 18].

Могут ли катионы цинка в процессе ингибирования гемолиза реализовать свое 

протективное действие за счет блокирования DARC рецептора и его аналогов, за-

якоривающих в мембране эритроцита стафилолейкоцидины или гемолитические 

стрептолизины — вопрос, ответ на который можно давать лишь вероятностно. По 

всей видимости, могут, так, как уже отмечали, эффекты стафилотоксинов, стреп-

толизинов, аэролизина и вибриоцитолизина в отношении эритроцитов человека и 

кролика отменяются катионами цинка, в том числе за счет динамического блокиро-

вания специфических сайтов связывания лизинов [3, 4, 13, 19].

Сказанное означает, что в древнейшей системе утилизации бактериями желе-

за гема, необходимого для обеспечения их персистенции в организме хозяина, а в 

более широком плане — обеспечения их жизнедеятельности, в целом, появляется 

естественный, природный фактор ограничения. Это катионы цинка, постоянно 

циркулирующие даже в не связанной белками и аминокислотами (ионной) форме 

в нормальной плазме крови, активно высвобождаемые из внутриклеточных депо в 

условиях любого тканевого повреждения или воспаления и препятствующие разви-

тию массированного гемолиза в динамике инфекционного процесса, вызываемого 

или осложняемого бактериями, экспрессирующими в качестве одного из факторов 

патогенности гемолитически активные соединения.

Тем самым в организме хозяина реализуется механизм ограничения гемолиза, 

способный предотвращать тяжелые проявления гемолитико-уремического синдро-

ма, как это происходит в условиях ингибирования цинком экспрессии шига-токси-

нов у патогенных Escherichia coli [8], поддерживать менее измененными тканевой 

обмен и метаболические процессы, замкнутые на физиологическую гемодинамику 

[8]. Одновременно, этот механизм оказывается протективным и для бактерий — с 

позиций поддержания определенных режимов их персистенции, поскольку, как ус-

тановлено в опытах на Bacillus subtilis, связывание цинка с регуляторным белком 

PerR приводит к дерепрессии hemA оперона биосинтеза гема и угнетению экспрес-
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сии гена katA, кодирующего синтез содержащей гем каталазы [6]. В результате клет-

ка накапливает токсические количества гема, идет отравление клетки гемом [6]. Не 

случайно, в отличие от других химически близких металлов, содержание цинка в 

клетках разных видов бактерий поддерживается на одном и том же уровне, в доста-

точно узком диапазоне вариабельности [6].

В нашей работе обнаружено, что зона задержки роста S.pyogenes в присутствии 

миллимолярных концентраций катионов цинка концентрически окружена на газо-

не зоной ингибирования гемолиза, в пределах которой торможение роста бактерий 

визуально не регистрируется. Рассматривая диффузию катионов цинка в агаре как 

процесс снижения концентрации металла от центра зоны реакции на ее периферию 

и далее, можно заключить, что в условиях нарастания концентрации цинка в культу-

ральной среде (с периферии зоны реакции к ее центру) системы продукции гемоли-

зинов S.pyogenes реагируют на присутствие катионов раньше и, следовательно, ока-

зываются более чувствительными к токсическому действию металла, чем системы 

собственно роста и жизнеобеспечения. Аналогично, специфическое действие цинка 

на энтеропатогенные эшерихии реализуется в концентрациях металла, не ингибиру-

ющих рост бактерий [7].

Полученные нами данные позволяют трактовать ингибирование цинком экс-

прессии гемолизинов S.pyogenes в контексте специфического воздействия катионов, 

поскольку понятно, что неспецифические, общетоксические эффекты, реализация 

которых проявлялась бы ослаблением гемолиза вследствие торможения роста бак-

терий или их форсированной гибели в результате отравления токсическими концен-

трациями катионов, не позволяли бы обнаружить зону ингибирования гемолиза, в 

которой задержка роста S.pyogenes визуально не регистрируется.

Как и в работах по ингибированию цинком гемолиза эритроцитов, индуциро-

ванного воздействием аэролизина [3], вибриоцитолизина [13] и стрептолизина О 

[19], описанные в нашем исследовании эффекты катионов металла реализуются 

обратимо. На периферии зоны задержки роста S.pyogenes формируются мелкие (то-

чечные) колонии персистеров, которые при высеве на кровяной агар и термостати-

ровании в благоприятных условиях образуют колонии стандартного вида с полно-

стью восстановленной гемолитической активностью клеток.

Результаты работы обнаруживают реализацию в отношении S.pyogenes анти-

вирулентных свойств катионов цинка, что согласуется с данными, полученными 

на биопленках P.aeruginosa [12]. Обретающая сегодня все большую практическую 

значимость концепция антивирулентности биологически активных соединений, 

как раз, полагает возможность нахождения и использования в контексте стратегии 

борьбы с патогенами механизмов, реализация которых позволяла бы избирательно 

выключать определенные сигнальные пути бактериальной клетки вне общего ток-

сического воздействия на процессы жизнеобеспечения бактерий [12].
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