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Резюме. Бактерии различных видов, в силу особенностей их метаболизма, обладают разной спо-
собностью противодействовать образованию свободных радикалов и оксидативному стрессу. Показа-
телем, отражающим развитие оксидативных процессов, является антиоксидантная активность пита-
тельных сред при культивирования бактерий. Цель. Сравнительная оценка антиоксидантной активно-
сти образцов питательных сред при культивировании P. aeruginosa и E. сoli. Материалы и методы. 
Антиоксидантную активность питательных сред оценивали методом регистрации хемилюминесцен-
ции. Оценивалась спонтанная антиоксидантная активность образцов питательных сред, а также их 
состояние в условиях оксидативного стресса. Результаты. Показано, что питательная среда, в ко-
торой культивировали P. aeruginosa обладает большей антиоксидантной активностью, чем среда с E. 
сoli. Выводы. Полученные результаты могут свидетельствовать о лучшей способности P. aeruginosa 
противодействовать образованию свободно-радикальных агентов, по сравнению с E. сoli. 
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Введение 
Pseudomonas aeruginosa и Esсheriсhia сoli — грамотрицательные бактерии, которые являются од-

ними из распространенных возбудителей инфекционных заболеваний и обладают разными структур-
ными и функционально-метаболическими особенностями. В отдельных работах отмечается разная 
чувствительность данных микроорганизмов к антибиотикам. Например, в работе Hanberger H. et al. 
показано, что чувствительность E. сoli к обычно используемым антибиотикам остается высокой, а 
восприимчивость P. aeruginosa достаточно низка [1]. В исследовании Eagye K.J. et al. отмечалась низ-
кая резистентность E. сoli к антибиотикам по сравнению с P. aeruginosa (резистентность к имипенему 
22–33%, к ципрофлоксацину 5–21%) [2]. Наряду с прямыми механизмами действия антибиотиков, 
механизмом, усиливающим их биоцидные свойства, является активация в бактерицидной клетке ок-
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сидативного стресса [3], вызванного чрезмерным образованием свободных радикалов [4, 5]. Оксида-
тивный стресс является универсальным звеном повреждения молекул и структур клеток, в частности, 
оказывает разрушительное воздействие на структуру и активность белков, а также вызывает мутаге-
нез и гибель бактериальных клеток [6, 7, 8, 9, 10, 11]. Бактериальные клетки имеют антиоксидантные 
системы защиты от оксидативного стресса. Чем выше уровень активности этих систем, тем выше 
устойчивость микроорганизмов к оксидативному стрессу. Оценка потенциала противодействовать 
оксидативным процессам может способствовать объяснению устойчивости бактерий к антибактери-
альным факторам. 

Для поддержания жизнедеятельности микроорганизмов, их нормального роста и развития требуют-
ся соответствующие условия. При культивировании важнейшие элементы питания и факторы роста 
поступают в бактериальную клетку в составе питательных сред (ПС). ПС имеют важное значение для 
постановки экспериментов в различных областях научного знания о микроорганизмах, а также слу-
жат необходимым средством для решения клинических задач; они находят применение в клинической 
и лабораторной диагностике, в микробиологии, биотехнологии, клеточных технологиях, биоинжене-
рии при выращивании тканей [12]. Одним из параметров состояния питательных сред является их 
антиоксидантная активность — способность противодействовать образованию свободных радикалов: 
активных форм кислорода (АФК) и пероксидных липидных радикалов [13]. Снижение антиоксидант-
ной активности в среде культивирования может свидетельствовать о развитии в ней оксидативного 
стресса, снижении активности защитных ферментных систем клеток, активной выработки окисли-
тельных метаболитов. 

Среди методов определения антиоксидантной активности субстратов одним из наиболее чувстви-
тельных является метод регистрации хемилюминесценции. Хемилюминесценция (ХЛ) — это свече-
ние, которое возникает при взаимодействии свободных радикалов, которое может быть избирательно 
усилено при добавлении различных веществ, в частности, люциногена и люминола [14]. 

Цель исследования
Сравнительная оценка антиоксидантной активности образцов питательных сред при культивирова-

нии бактерий P. aeruginosa и E. сoli

Методы исследования
Объектами исследования были штаммы бактерии P. aeruginosa и E. сoli, предоставленные Клиникой 

ФГБОУ ВО БГМУ Минздрава России, выделенные из клинического образца. В качестве питательной 
среды использовался ГРМ-бульон. Стандартизацию количества бактерий в суспензии проводили по 
оценке мутности стандарта Мак-Фарланда с оптической плотностью 1,0. Оценку регистрации хеми-
люминесценции питательных сред, проводили на приборе Хемилюминомер-003 [14]. Метод позволя-
ет оценить оксидативные процессы в различных субстратах, в том числе и в средах культивирования. 
Принцип измерения основан на детекции квантов света, выделяемых при взаимодействии чрезвы-
чайно активных агентов — свободных радикалов. В качестве модели, в которой оценивалась анти-
оксидантная активность сред культивирования, выступал фосфатный буфер (KH₂PO₄ – 20 мM, KCl 
– 105 mM, рH 7,45 ед.), с добавлением цитрата натрия (50 мМ) и люминофора люминола (5-амино-
2,3-дигидро-1,4-фталазиндион) для усиления выделяемых квантов света. Оценка ХЛ исследуемых 
образцов проводилась на 1, 5 и 7 сутки. Образцы сред культивирования в объеме 0,5 мл, добавляли 
к 20 мл модельной системы и помещали в камеру прибора. После этого через специальное отвер-
стие в приборе в смесь образцов сред и модельной системы вводили раствор сернокислого железа 
(FeSO₄.7H₂O – 50 мМ) для инициации цепных реакций образования свободных радикалов, в первую 
очередь активных форм кислорода [15]. Измерение образцов проводилось 3 минуты и описывалось в 
параметрах кинетики ХЛ. Для изучения не только спонтанной антиоксидантной активности сред, но 
и их состояния в условиях оксидативного стресса был использован NaCI (50 мг/мл). NaCI вызывает 
гиперосмотический стресс и применяется для гиперактивации оксидативных процессов. Параметры 
ХЛ выражали в условных единицах интегрального показателя светосуммы сечения. Статистическую 
обработку результатов проводили, используя пакет программ «Statistiсafor Windows». Проверку на 
нормальность распределения фактических данных выполняли с помощью критерия Шапиро-Уилка. 
Поскольку распределение отличалось от нормального, то высчитывали непараметрический критерий 
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Майна-Уитни. Результаты считали достоверными при р<0,05. Показатели представляли в виде меди-
аны (Me) и межквартильного интервала (IQR). 

Результаты и обсуждение
Для проведения сравнительной оценки образов сред, в которых культивировались микроорганиз-

мы с контрольными образцами сред, необходимо исследовать уровень антиоксидантной активности 
ГРМ-бульона без микроорганизмов. Для этого образцы ГРМ-бульона добавлялись в модельную си-
стему, после чего производилось измерение уровня хемилюминесценции. Было установлено, что вне-
сение проб в модельную систему вызывало снижение параметров ХЛ (рисунок 1).

 

Рис. 1. Запись хемилюминесценции модельной системы, в которой происходит образование актив-
ных форм кислорода: 1 — Модельная система; 2 — Добавление ГРМ-бульона.
Figure 1. Chemiluminescence curve of a model system in which reactive oxygen species are formed: 1 — 
Model system; 2 — Addition of nutrient broth for culturing microorganisms

Светосумма свечения является интегральным параметром ХЛ и высчитывается как площадь под 
всей кривой (произведение значений оси абсцисс на значения оси ординат). Представленные на ри-
сунке кривые отражают снижение хемилюминесценции модельной системы с ГРМ-бульоном. Таким 
образом, ГРМ-бульон обладает антиоксидантной активностью — способностью тормозить цепные 
процессы образования свободных радикалов. Установленные параметры светимости среды взяты в 
качестве эталона сравнения с образцами сред, в которых культивировались микроорганизмы.

Для оценки способности микроорганизмов противодействовать оксидативным процессам исходно-
го уровня активности была исследована спонтанная хемилюминесценция питательных сред культиви-
рования. Динамика изменения оксидативных процессов носила следующий характер: в первые сутки 
фактически не было выявлено изменений как в сравнении с контролем, так и между параметрами ХЛ 
разных микроорганизмов. Вместе с тем, уже на пятые сутки отмечалось снижение оксидативных про-
цессов, то есть усиливалась антиоксидантная способность сред культивирования. На седьмые сутки 
это усиление носило еще более выраженный характер (таблица 1).

Из таблицы можно видеть, что ХЛ подавлялась на 5 и 7 сутки. На 7 сутки угнетение имело еще более 
выраженный характер. Чем сильнее снижались параметры ХЛ, тем более выраженной была антиокси-
дантная активность сред культивирования.

Добавление в среду культивирования индуктора NaCl приводило к усилению ХЛ по сравнению со 
значениями ХЛ спонтанных оксидативных процессов. Вместе с тем, несмотря на общее увеличение 
уровня оксидативных процессов, отмечалась та же закономерность, что и для спонтанных процессов 
(таблица 2).
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Таблица 1
Параметры спонтанной ХЛ сред культивирования бактерий 

Table 1
Parameters of spontaneous chemiluminescence of bacteria cultivation media 

Светосумма/ Light Sum (Me (IQR), n=10)

Контроль/ Control Микроорганизм/ 
Microorganism 1-сутки/ 1-day 5-сутки/ 5-day 7-сутки/ 7-day

102,5 
(100,0-103,0)

P. aeruginosa 100,0 
(100,0-101,0)

74,0 
(72,0-76,0)*,**

37,0 
(36,6-37,5)*,**

E. coli 102,0 
(100,8-103,0)

90,5 
(90,0-91,0)*,**

55,1 
(54,0-58,0)*,**

*Различия статистически значимы по сравнению с контролем при р<0,05, ** Различия статистически 
значимы между микроорганизмами при р<0,05
*Differences are statistically significant compared to control at p<0.05, ** Differences are statistically 
significant between microorganisms at p<0.05

Таблица 2 
Параметры индуцированной ХЛ сред культивирования бактерий различных видов

Светосумма/ Light Sum (Me (IQR), n=10)
Светосумма/ Light Sum (Me (IQR), n=10)

Контроль/ Control Микроорганизм/ 
Microorganism 1 сутки/ 1-day 5 сутки/ 5-day 7 сутки/ 7-day

102,0 
(100,0-102)

P. aeruginosa 100,8 
(100,0-101,0)

85,7 
(80,0-87,0)*,**

43,7 
(43,0-45,0)*,**

E. coli 103,0 
(100,0-104,0)

97,9 
(97,0-100,0)*,**

59,0 
(57,0-59,7)*,**

*Различия статистически значимы по сравнению с контролем при р<0,05, ** Различия статистически 
значимы между микроорганизмами при р<0,05
*Differences are statistically significant compared to control at p<0.05, ** Differences are statistically 
significant between microorganisms at p<0.05

Данные таблицы показывают, что после первых суток значения ХЛ практически не изменились. 
На 5 и 7 сутки отмечалось снижение оксидативных процессов, то есть усиливалась антиоксидантная 
способность сред. При этом большей антиоксидантной активностью здесь также обладали среды с 
P. aeruginosa, чем среды с E. coli (рисунок 2) .

 

Рис. 2. Динамика индуцированной антиоксидантной активности сред по данным регистрации хеми-
люминесценции при культивировании бактерий различных видов: P. aeruginosa и E. Coli
Figure 2. Dynamics of the induced antioxidant activity of the media according to the registration of 
chemiluminescence during the cultivation of bacteria of various species: P. aeruginosa and E. coli 
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Визуализация параметров ХЛ на рисунке отражает разные характеристики микроорганизмов утили-
зировать свободные радикалы. Микроорганизм P. Aeruginosa более интенсивно снижал оксидативные 
процессы в условиях их усиления индуктором NaCl. 

Полученные результаты могут свидетельствовать о лучшей способности P. aeruginosa противодей-
ствовать образованию свободно-радикальных агентов, по сравнению с E. сoli. По данным литературы, 
P. aeruginosa имеет развитую систему антиоксидантной защиты, которая включает в себя три катала-
зы (katA, katB и katC), четыре алкилгидропероксидредуктазы (ahpA , ahpB , ahpCF, ohr), направленные 
на обезвреживание H₂O₂. Основной каталазой P. aeruginosa является katA, а ее экспрессия контролиру-
ется несколькими системами (например, системой чувствительностью кворума (QS), анаэробным ре-
гулятором (ANR), а также OxyR и IscR) [16,17,18]. Поскольку оксидативный стресс является важным 
фактором микробицидного действия антибиотиков, то выявленные различия в способности противо-
действовать образованию свободнорадикальных агентов могут вносить вклад в объяснение разной 
устойчивости микроорганизмов к антибактериальным факторам. 

Заключение
Образцы сред с P. aeruginosa и E. coli обладали антиоксидантной активностью. Однако на первые 

сутки уровень антиоксидантной активности сред соответствовал уровню контроля. Увеличение анти-
оксидантной активности отмечалось на пятые сутки, а на седьмые сутки данное увеличение носило 
более выраженный характер. Установленная динамика была характерна как для спонтанных (базаль-
ных), так и активированных индуктором NaCl оксидативных процессов. 
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Abstract. Bacteria of different species, due to the peculiarities of their metabolism, have different abilities 
to counteract the formation of free radicals and oxidative stress. An indicator reflecting the development of 
oxidative processes is the antioxidant activity of nutrient media during the cultivation of bacteria. The aim of 
the study. Comparative evaluation of the antioxidant activity of nutrient media samples during the cultivation 
of P. aeruginosa and E. coli. Materials and methods. The antioxidant activity of nutrient media was assessed 
by recording iron-induced chemiluminescence. Spontaneous antioxidant activity of nutrient media samples, 
as well as their parameters under conditions of oxidative stress, were evaluated. Results. It is shown that the 
nutrient medium in which P. aeruginosa was cultivated has a greater antioxidant activity than the medium 
with E. coli. Conclusions. The results obtained may indicate a better ability of P. aeruginosa to counteract 
the formation of free radical agents compared to E. coli.
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