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Вопрос о роли тех или иных механизмов за�
щиты микроорганизмов от кислородзависимых
бактерицидных механизмов по�прежнему оста�
ется открытым. Общепризнанной считается
важная роль ферментов�антиоксидантов в вы�
живании бактерий при фагоцитозе. Однако из
доступной нам литературы известно и о возмож�
ной роли иных, неферментативных, механизмов
защиты от кислородных радикалов (низкомоле�
кулярные антиоксиданты, ловушки кислород�
ных радикалов, толерантность и слабая прони�
цаемость наружного слоя бактериальной клет�
ки) [2, 3, 4, 5]. В данной работе предпринята по�
пытка первичной оценки вклада устойчивости к
метаболитам кислорода in vitro характеристик
бактерий в их выживание при фагоцитозе.

Материалы и методы исследования
Ранее [1] нами предложен подход к оценке

устойчивости бактерий к спектру активных
форм кислорода (АФК), идентичных образу�
ющимся в ходе респираторного взрыва при фа�
гоцитозе. Для генерации активных форм кис�
лорода нами использована система, состоящая
из 0,05 мМ раствора рибофлавина (Riboflavin,
MB 376.38, «Reanal», Венгрия) и 1 мМ раство�
ра тетраметилэтилендиамина («Reanal», Вен�
грия) в 0,2 М фосфатном буфере рН 7,8, облу�
чаемых лампой дневного света. В качестве ис�
точника окиси азота нами использован нитро�
пруссид натрия (Sodium nitroprusside,
MB 297.96, «POCH», Польша). Схематично
приготовление систем генерации АФК [1]
представлено в таблице 1.

После внесения всех компонентов пробы
облучали лампой дневного света мощностью
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20 Вт на расстоянии 10 см в течение 30 мин. при
комнатной температуре (20 °С). Реакцию оста�
навливали прекращением освещения. Из всех
проб и контроля отбирали по 0,1 мл и осуще�
ствляли  посев в 3,0 мл питательного бульона
(НПО «Питательные Среды», Махачкала).
Жидкую питательную среду термостатирова�
ли при 37 °С в течение 4 часов (в случае опреде�
ления устойчивости к супероксиданиону,
NO�радикалу и азотсодержащим вторичным
кислородным радикалам E. coli) или 6 часов
(для S. aureus) при постоянном перемешивании.
После инкубации осуществляли замер оптичес�
кой плотности бульонных культур при 540 нм
на спектрофотометре СФ�46 (ЛОМО, Россия)
относительно стерильного питательного буль�
она. Результаты переводили в проценты по от�
ношению к  оптической плотности выросших в
контроле микроорганизмов.

Таблица 1. Компоненты для создания систем
генерации кислородных радикалов и тестирования

устойчивости бактерий к АФК
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Обозначения: * – эмпирический результат.
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Определение устойчивости бактерий к кис�
лород� и азотсодержащим продуктам реакций
респираторного взрыва производилось на 23
штаммах золотистого стафилококка и 23 штам�
мах кишечной палочки, использованных нами
ранее [1] и характеризовавшихся различной
выраженностью продукции ферментов антиок�
сидантов (супероксиддисмутазы и каталазы) и
устойчивостью к АФК.

Результаты исследования
Наименьший бактерицидный эффект на

представителей вида S. aureus оказывал оксид азо�
та. Чувствительны к NO· были 91,3% штаммов
данной выборки, т. е. два из двадцати трех бакте�
риальных изолятов оказались не чувствительны
к действию данного продукта. Выживание стафи�
лококков после контакта с окисью азота варьиро�
вало в пределах от 37% до 98%. Среднее значение
показателя устойчивости данных микроорганиз�
мов составило 71,7±17,8% (таблица 2).

Супероксиданион�радикал оказывался
токсичным для всей выборки стафилококков.
Устойчивость к O2·

–
 варьировала от 21 до 98%,

тогда как среднее значение составило
58,5±21,5%. Наиболее токсичным продуктом для
золотистых стафилококков явился пероксинит�
рит. Бактерии данной выборки оказывались
чувствительными к данному агенту в 100% слу�
чаев. При контакте с HOONO выживало в сред�
нем 50,3±20,4% бактерий. Выживание S. aureus
варьировало в пределах от 13% до 92%.

Для кишечной палочки пероксинитрит
оказался наименее опасным агентом; устойчи�
выми к нему оказались 68,1±27,74%. Не чувстви�
тельными к HOONO были 17,4% штаммов, ди�
апазон варьирования устойчивости эшерихий:
от 14% до 90%. Токсический эффект NO· и O2·

–

был примерно одинаков, среднее значение ус�
тойчивости E. coli к оксиду азота составило
43,46±17,32%, а к супероксид аниону –
42,27±14,89%. Чувствительными к данным про�
дуктам оказалось 100% штаммов данной выбор�
ки. Устойчивость к NO· варьировала в преде�
лах от 17% до 78%, к O2·

–
 от 7% до 73%.

Для оценки роли устойчивости к суперок�
сиданион�радикалу в выживании бактерий при
фагоцитозе, а также в способности микроорга�
низмов активировать клетки�фагоциты все изу�
чаемые штаммы были разделены на низко� и
высокоустойчивые (таблица 3). Среди стафи�

лококков слабой устойчивостью к токсическо�
му действию O2·

–
 обладали 43,5% штаммов. При

этом наблюдались достоверные различия в вы�
живании опсонизированных бактерий данной
группы со стафилококками, мало чувствитель�
ными к супероксиданиону. Среднее значение
индекса выживания первых составило
8,35±1,27%, тогда как у опсонизированных мик�
роорганизмов, проявляющих высокую устойчи�
вость к O2·

–
, – 25,75±7,82% (P<0,05). Внутри

групп, как и во всей выборке штаммов, наблю�
дались статистически значимые различия меж�
ду нативными и обработанными сывороткой
крови микроорганизмами по активации нейт�
рофилов и выживанию бактерий.

Среди штаммов E. coli 82,6% обладали сла�
бой устойчивостью к O2·

–
. Для подвергшихся оп�

сонизации кишечных палочек сравниваемых
групп имели место достоверные различия как
по активации фагоцитов, так и по выживанию
бактерий. Среднее значение индексов актива�
ции высокочувствительных к супероксиданио�
ну эшерихий, обработанных сывороткой кро�
ви, составило 1,79±0,13, а у штаммов, обладаю�
щих более высокой устойчивостью к данному
окислителю, – 1,29±0,16 (P<0,05). Средние зна�
чения индексов выживания бактерий этих групп
составили 43,9±6,35% и 77,37±14,85% соответ�
ственно (P<0,05).

При анализе устойчивости бактерий к ок�
сиду азота нами также было осуществлено ус�
ловное разделение всех микроорганизмов на
чувствительные (штаммы, обладающие устой�
чивостью к окиси азота менее 50%) и устойчи�
вые к действию NO· (штаммы, обладающие ус�
тойчивостью к оксиду азота более 50%). Дан�
ные представлены в таблице 4.

Среди штаммов S.aureus только четыре были
высоко чувствительны к действию NO·,что состав�

Журлов О.С., др. Устойчивость микроорганизмов к супероксиданиону...

Таблица 2. Устойчивость S. aureus и E. coli
к действию супероксиданиона, оксида азота (II)

и пероксинитрита

Обозначения: * – P<0,05 (относительно устойчивости бак�
терий к пероксинитриту). O2·

– – супероксиданион;
NO· – оксид азота; HOONO – пероксинитрит.

6�#����%��1�����"
��51���
���������5�

����
���#�	���#�������)M±m), % 78� 
S. aureus E. coli 

O2
· ¯ 58,5±21,5* 42,27±14,89* 

NO·  71,7±17,8* 43,46±17,32* 
HOONO 50,3±20,4 68,1±27,74 
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ляет 17,4% от всей выборки. По способности акти�
вировать фагоциты значимо отличались натив�
ные и опсонизированные микроорганизмы, ус�
тойчивые к оксиду азота. Достоверно различались
опсонизированные и неопсонизированные стафи�
лококки обеих групп по способности выживать
при фагоцитозе. Наиболее подверженными бак�
терицидному влиянию фагоцитов оказались оп�
сонизированные бактерии, обладающие высокой
чувствительностью к действию окиси
азота, индекс выживания данных мик�
роорганизмов составил всего
6,92±2,48%, что почти в три раза мень�
ше по сравнению с устойчивыми к NO·

штаммами, у которых среднее значение
индекса выживания составило
20,56±5,6% (P<0,05). У кишечных па�
лочек двух сравниваемых групп суще�
ственные отличия имелись лишь в ин�
дексах активации нейтрофилов натив�
ными бактериями. Таким образом,
было обнаружено, что устойчивость к
токсическому действию NO· существен�
но не влияла на способность микроор�
ганизмов активировать клетки�фаго�
циты и выживать при фагоцитозе.

Среди штаммов стафилококков
56,5% изучаемой выборки обладали
высокой чувствительностью к перок�
синитриту и прочим продуктам взаи�
модействия NO· и O2·

–
. Средние значе�

ния индексов активации нейтрофилов
и индексов выживания бактерий, об�
ладающих высокой и низкой устойчи�
востью к HOONO, были достоверно
отличны между опсонизированными и
неопсонизированными стафилококка�
ми. Устойчивые к пероксинитриту
микроорганизмы выживали при фаго�
цитозе почти в два раза эффективнее,
чем  штаммы, чувствительные к дан�
ному окислителю (таблица 5).

Кишечные палочки в целом прояв�
ляли большую устойчивость к перок�
синитриту, чем стафилококки. Пример�
но 82,6% штаммов обладали низкой
чувствительностью  к изучаемому про�
дукту. Нативные бактерии данной груп�
пы имели среднее значение индекса
выживания, равное 63,7±3,73%, а чув�
ствительные к HOONO – 17,0±5,08%

(P<0,05). Также существенно различались и ин�
дексы выживания опсонизированных бактерий:
56,66,57% и 17,04±4,07% соответственно (P<0,05).
Между сравниваемыми группами статистически
значимых отличий по способности активировать
нейтрофилы обнаружено не было.

Дальнейшее проведение анализа взаимо�
связей между устойчивостью бактерий к различ�
ным токсическим компонентам респираторно�

Обозначения: {O2·
–} ≤50% – штаммы, обладающие устойчивостью к суперок�

сид аниону, равной 50% и ниже, {O2·
–}  >50% – штаммы, обладающие высо�

кой устойчивостью к супероксид аниону, более 50%, N – количество штам�
мов, ИВ 1 – индекс выживания неопсонизированных бактерий, ИВ 2 –
индекс выживания опсонизированных бактерий, ИА 1 – индекс активации
нейтрофилов неопсонизированными бактериями, ИА 2 – индекс активации
нейтрофилов опсонизированными бактериями, * – достоверные различия
между значениями индексов относительно бактерий с {O2·

–} >50% (P<0,05),
** – достоверные различия между соответствующими индексами относи�
тельно группы неопсонизированных бактерий (P<0,05).

Таблица 3. Средние значения индексов активации нейтрофилов
и индексов выживания бактерий, обладающих высокой и низкой

устойчивостью к супероксиданион�радикалу

Таблица 4. Средние значения индексов активации нейтрофилов
и индексов выживания бактерий, обладающих высокой и низкой

устойчивостью к оксиду азота

Обозначения: см. к таблице 3.

Обозначения: см. к таблице 3.

Таблица 5. Средние значения индексов активации нейтрофилов
и индексов выживания бактерий, обладающих высокой и низкой

устойчивостью к пероксинитриту

Экспериментальная и клиническая медицина

 N ���� ���� ���� ���� 
S. aureus 

{O2
· ¯ }<50% 10 1,58±0,12 2,74±0,32** 49,0±8,35 8,35±1,27** 

{O2
· ¯ }>50% 13 1,74±0,15 2,9±0,31** 72,93±10,49 25,75±7,82*,** 

E. coli 
{O2

· ¯ }<50% 19 1,45±0,07 1,79±0,13** 54,89±5,9 43,9±6,35 
{O2

· ¯ }>50% 4 1,48±0,29 1,29±0,16* 58,86±5,34 77,37±14,85* 

 N ���� ���� ���� ���� 
S. aureus 

{NO· }<50% 4 1,96±0,39 2,91±0,62 55,0±23,62 6,92±2,48** 
{NO· }>50% 19 1,61±0,09 2,81±0,24** 64,11±7,59 20,56±5,6*,** 

E. coli 
{NO· }<50% 15 1,58±0,06 1,79±0,15 52,74±7,32 42,6±7,54 
{NO· }>50% 8 1,24±0,15* 1,55±0,2 60,9±3,47 63,09±10,37 

9
��51���
����

% 
N ���� ���� ���� ���� 

S. aureus 
{HOONO}<50 13 1,72±0,1 3,04±0,26** 48,44±8,21 10,03±3,23** 
{HOONO}>50 10 1,6±0,19 2,56±0,37** 80,8±10,7* 28,79±9,3** 

E. coli 
{HOONO}<50 4 1,65±0,16 1,98±0,26 17,0±5,08 17,04±4,07 
{HOONO}>50 19 1,42±0,08 1,64±0,13 63,7±3,73* 56,6±6,57* 
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го взрыва и способностью активировать
нейтрофилы, а также выживать в ходе фа�
гоцитоза было осуществлено с использо�
ванием корреляционного метода статис�
тики (таблица 6).

Таким образом, исследование связи па�
раметров выживания бактерий при контак�
те с синтезируемыми радикалами с пара�
метрами выживания при фагоцитозе позво�
лили выявить следующие закономерности
(таблица 7).

Во�первых, наименьший бактерицид�
ный эффект на представителей вида
S.aureus оказывал оксид азота; наиболее
токсичным продуктом для S.aureus явил�
ся пероксинитрит. Во�вторых, для E.coli
пероксинитрит, напротив, оказался наи�
менее опасным агентом, в то время как ток�
сический эффект NO· и O2·

–
 был примерно

одинаков. В�третьих, устойчивость к АФК,
как выяснилось, связана с активацией ней�
трофилов и, в особенности, с выживанием
бактерий при фагоцитозе. При этом наи�
более выраженная связь с выживанием от�
мечена для показателя устойчивости ста�
филококков и кишечных палочек к перок�
синитриту. В наименьшей степени с изуча�
емыми феноменами был связан показатель
устойчивости к окиси азота.
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Обозначения: 1 – нативные бактерии; 2 – бактерии, опсонизирован�
ные сывороткой крови; - и – – достоверное изменение (повышение
или снижение) признака; SA, EC, EF – Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis.

Таблица 7. Связь устойчивости бактерий к АФК
со способностью активировать нейтрофилы крови человека

и выживать при фагоцитозе

Обозначения: Кат. – каталазная/пероксидазная активность, * – P<0,05.

Таблица 6. Связь между устойчивостью бактерий к различным
АФК и их выживанием при фагоцитозе, активностью

ферментов�антиоксидантов и способностью активировать
нейтрофилы крови человека

Журлов О.С., др. Устойчивость микроорганизмов к супероксиданиону...
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��78� :7� :7�� :(� :(� 60  ���* 
S.aureus 

{O2
· ¯ } 0,108 0,009 0,489* 0,552* 0,569* 0,529* 

{NO·  } -0,414* -0,155 0,134 0,469* 0,354 0,248 
{HOONO} -0,321 -0,309 0,541* 0,587* 0,725* 0,457* 

E.coli 
{O2

· ¯ } -0,441* -0,311 0,261 0,518* 0,769* -0,012 
{NO·  } -0,330 -0,254 0,208 0,355 0,428* 0,031 
{HOONO} -0,261 -0,291 0,689* 0,573* 0,399 0,345* 
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�������� 
1 - ↓ EC - ↑ SA {O2

· ¯ } 
 2 ↓ EC - ↑ SA, ↑EC ↑ SA, ↑EC 

1 ↓ EC ↓ SA - - {NO·  } 
 2 - - ↑ SA ↑ SA 

1 - - ↑ SA ↑ SA, ↑ EC 
{HOONO} 

2 - - ↑ EC ↑ SA, ↑EC 


