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	Аннотация: Встановлено стимулюючий вплив KJ, доданого в живильне середовище, на антагоністичну активність аерококів, що продукують водень пероксид. За аналогією з механізмами використання аніонів на тканинному та клітинному рівні макроорганізму доведено, що аерококи володіють KJ-пероксидазною активністю і використовуючи продукований водень пероксид окислюють KJ до стану гіпойодиду, який проявляє значно більшу бактерицидну дію, ніж нативний водень пероксид. Виявлено, що за умов гіперкапничної гіпоксії введення білим мишам лізату аерококів на 40 % збільшувало тривалість їх життя в порівнянні з контрольною групою; у разі експериментальної стафілококової інфекції комплекс аерококів з калієм йодидом сприяв більш швидкому загоєнню ран в порівнянні з контролем. Визначено умови йодування органічних молекул за допомогою продуцентів водню пероксиду та неорганічних сполук йоду.
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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Макроорганізм сумісно з його мікробіоценозами (бактеріями, вірусами, бактеріофагами, тощо) являє собою саморегулюючу біоасоціативну систему (Г.М. Кременчуцький та співавт., 2003). Мікроорганізми беруть участь майже у всіх біохімічних та фізіологічних процесах, що протікають на слизових оболонках і шкірному покрові (С.І.Климнюк, 2002). Достатньо вивчена також роль мікробів в регуляції і підтримці імунного статусу та фізіологічної рівноваги (гомеостазу) організму людини (А.А. Журило, 1999). Дещо гірше вивчено інформаційний статус мікроорганізмів (А.В.Алескин, 1999).

Біопрепарати з мікроорганізмів (пробіотики) сьогодні вже достатньо широко застосовуються в медичній практиці (В.В. Смирнов, В.С. Подгорський, Н.К. Коваленко, 2003). Однак, терапевтичний і профілактичний ефект пробіотиків опосереджується вельми складною системою ензимів, біологічно активних речовин, мікро- і макроелементів, рецепторних взаємодій з елементами імунної системи (А.Н. Бондаренко, 1996). Вплив мікро- і макроелементів на біологічні властивості пробіотиків (антагонізм, біохімічні, антигенні властивості, здатність щодо синтезу біологічно активних речовин,трансформації молекул макроорганізму) вивчено недостатньо.

Одним з найважливіших мікроелементів, що відіграють суттєву роль у біохімічних процесах макро- і мікроорганізмів, є йод і його сполуки (R.K.Мurray et al., 1999). Препарати йоду володіють дезинфікуючими властивостями із широким спектром антимікробної дії. Спиртові розчини йоду, окрім бактерицидної дії, проявляють також виражений спороцидний ефект, однак вони мають ряд недоліків, дещо знецінюючі їх практичне застосування. Основним з них є подразнююча дія на шкіру і слизові оболонки, здатність викликати опіки і алергійні реакції. Крім того, йод має обмежену розчинність у воді, він летючий і вельми токсичний.

В останні роки усе більш широке застосування знаходять так звані йодоформ - комплексні сполуки йоду з розчинними у воді полімерами. Йодофори, зберігаючи високі антисептичні властивості йоду, позбавлені більшості перерахованих вище недоліків. Вони володіють також миючими властивостями, що значно прискорює процес знезаражування. Однією зпозитивних властивостей йодофорів є збереження ними високої бактерицидної активності в присутності органічних речовин - білку, крові, гною.

Бактерицидна дія йоду у вигляді вказаного комплексу значно пролонгується в порівнянні з неорганічними його сполуками. Бактерицидну дію елементного йоду з однією позитивною валентністю пояснюють гальмуванням ензимних процесів або прямим галоїдуванням протеїнів мікробної клітини (Г.К. Палій та ін., 1997). Відомі дві основні системи, що перетворюють галогени (аніони)J і СІ у біологічно активні гіпогалоїди з різними біологічними властивостями. Перша - органний рівень - щитовидна залоза, в якій у процесі окислювання НАДН2 утворюється водень пероксид, який використовується КІ-пероксидазою для окислювання КJ і утворення ді-, трийодтироніну і тироксину (R.К. Мurrау еt аl., 1999). Друга - клітинний рівень - фагоцити, що використовують реакцію окислювання НАДРН2 для одержання водню пероксиду та синтезу за допомогою хлорпероксидази бактерицидного гіпохлориду (А.Ф.Панченко, А.М. Герасимов, В.Д. Антоненков, 1981).

У попередніх дослідженнях показано, що представники нормальноїмікрофлори організму людини - аерококи, - що живуть на слизових оболонках порожнини рота, тонкого і товстого кишківнику, продукують водень пероксид у результаті окислювання молочної кислоти (Г.M. Кременчуцький, П.Я. Аренков, 1989), піровиноградної кислоти (С.А. Черняєв, 2002) і б-гліцерофосфату (С.А. Риженко, 2000). Аерококи використовують продукуємий водень пероксид для пригнічення росту інших мікроорганізмів і глутатіонпероксидазу - для захисту від ендогенного водню пероксиду.

Аерококи як мікроаерофіли позбавлені гемвмістних каталази і пероксидази (J.В.Еvans , 1953). Антиоксидантний захист клітин здійснюється функціонуванням глутатіонпероксидази, супероксиддисмутази, а також за допомогою хімічної реакції між піровиноградною кислотою і воднем пероксидом. Зроблено припущення, що окрім глутатіонпероксидазної активності мікроаерофіли можуть проявляти й інші види пероксидазної дії, наприклад, за рахунок ферментів типу І- пероксидази. Таким чином, мікроорганізми роду Аегососсиз володіють самими різними антагоністичними властивостями щодо інших членів мікробіоценозів, та механізми вказаної дії далеко ще не розкриті. Вказане диктує необхідністьвиконання нашого дослідження.

Зв'язок  роботи  з  науковими  програмами,  планами,  темами.

Дисертаційна робота є фрагментом планової науково-дослідної роботи кафедри мікробіології, вірусології та імунології Дніпропетровської державної медичної академії "Біотехнологія отримання асоційованого препарату ізAerococcus viridans і Вacillus subtilis, які входять до складу А-бактерину іСубаліну, та дослідження його біологічних властивостей "in vitro" і "іn vivo"(номер державної реєстрації – 0100V 003058)",  Інституту мікробіології і імунології ім.І.І.Мечнікова "Вивчення чутливості до дії сучасних антибіотиків та інші біологічні властивості госпітальних штамів-збудників гнійно-запальних інфекцій" (шифр ЦФ.4.28.99, № державної реєстрації 0199М003170), Дисертант є співвиконавцем фрагментів цієї наукової роботи.

Мета дослідження: визначити вплив йоду і його сполук на антагоністичну властивість та біохімічну активність мікроорганізмів, продукуючих воденьпероксид.

Задачі дослідження:

1. Вилучити і охарактеризувати охаректеризувати продуценти водню пероксиду різного походження, означити їх місце в таксономії мікроорганізмів;

2.    Означити субстрати, при окисленні яких продукується водень пероксид, і дослідити кореляцію цього процесу з антагоністичною активністю продуцента;

3.   Дослідити вплив сполук йоду на біологічні властивості продуцентівводню пероксиду;

4.   Встановити вплив біологічно активних речовин у комплексі з сполуками йоду на рівень антагоністичної активності і окислення молочної кислоти аерококами та їх ферментними комплексами;

5.   Дати комплексну порівняльну оцінку ефективності застосування аерококів сумісно з сполуками йоду та біологічно активними речовинами приекспериментальній стафілококовій інфекції;

6.    Визначити можливість йодування органічних речовин за допомогоюбактерій,  продукуючих водень пероксид;

7.     Вивчити антигіпоксичну дію лізату аерококів на моделі гіпоксії мишей.

Об'єкт дослідження. Мікроорганізми, які продукують водень пероксид.

Предмет дослідження. Сполуки йоду й їхній вплив на біологічні властивості продуцентів водню пероксиду. Біологічно активні речовини й їхній вплив на антагоністичні властивості представників нормальної мікрофлори. Терапевтична дія препарату з аерококів у комплексі з препаратами йоду та хімічно чистого водню пероксиду на моделі експериментальної стафілококової інфекції білих мишей.

Методи дослідження. Мікробіологічні (виділення продуцентів водню пероксиду з організму людини і тварин, їх морфологічна, біохімічна і фізіологічна ідентифікація). Біохімічні (визначення ферментативної активності продуцентів водню пероксиду, вилучення ферментних комплексів бактерій і визначення їх оксидазної активності).

Наукова новизна одержаних результатів.

Доведена наявність у доброякісних та злоякісних пухлинах продуцентів водню пероксиду. Вперше встановлено стимулюючий вплив KJ, доданого до живильного середовища, на антагоністичну активність аерококів, продукуючих водень пероксид. За аналогією з приведеними вищемеханізмами використання аніонів на тканинному і клітинному рівнях макроорганізму висловлено припущення, що аерококи також володіють KJ-пероксидазною активністю і використовують продукуємий водень пероксиддля окислення KJ до гіпойодиду, що призводить до значного посиленняпротимікробної дії (в порівнянні з пероксидом водню).

Означено субстрати окислення продуцентів водню пероксиду, до яких відносяться: молочна кислота, б-гліцерофосфат, піруват, гліцин, глутатіон,валін, цистін, пролін.

Показана антигіпоксична дія лізату аерококів на моделі гіпоксії білих мишей. Виявлено стимулюючу дію сполук йоду на профілактичний та лікувальний ефект препарату з аерококів. Встановлена можливість йодування органічних речовин за допомогою продуцентів водню пероксиду, володіючих KJ-пероксидазною активністю.

Практичне значення одержаних результатів.

На підставі аналізу результатів експериментів зроблено висновок, що аерококи, введені підшкірно у вогнище поразки, розмножуючись там,проявляють профілактичний та лікувальний ефект за рахунок своїх продуктівметаболізму, у тому числі і пероксиду водню. Антагоністичну активність аерококів підсилюють треонін, глутамінова та аспарагінова кислоти, валін, глутатіон відновлений і цистеїн. Висловлено припущення і доведено, що амінокислоти відіграють значну регуляторну роль в окислювальномуметаболізмі аерококів.

Визначено, що сполуки йоду підвищують лікувальний ефект і захисну дію препарату з аерококів. Дані про йодування органічних речовин за допомогою продуцентів водню пероксиду відкривають новий шлях боротьби з йоддефіцитними захворюваннями.

Особистий внесок здобувача. Автор самостійно здійснив пошук літературних джерел та аналіз літературних даних. Вилучення продуцентів перекису водню з організмів людини та тварин, їх ідентифікацію і мікробіологічну характеристику повністю виконано автором. Дисертант особисто дослідив вплив сполук йоду на антагоністичну та біохімічні властивості продуцентів пероксиду водню. Статистична обробка дослідів, висновки та практичні рекомендації зроблені особисто автором.

Апробація результатів дисертації. Результати виконаних досліджень оприлюднені в доповідях на симпозіумі "Синтез, експериментальне вивченнята клінічне застосування четвертинних амонієвих сполук", Чернівці, 1995; на Міжнародній конференції "Стратегія і тактика використання антисептиків в медицині", Вінниця, 2000; на науковій конференції "Розвиток санітарної мікробіології в Україні", Чернівці, 2002; на міжнародній конференції "Новыеинформационные технологии в медицине и экологии", Ялта-Гурзуф, 2003; наміжнародній науковій конференції " Актуальные вопросы борьбы с инфекционными болезнями", м. Харків, 2003; підсумкових конференціяхДніпропетровської обласної СЕС, Дніпропетровськ, 2000 - 2003.

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 6 наукових праць, з них 3-у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України, два розділи у монографії, 2 роботи у матеріалах і збірниках конференцій.

Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 127 сторінках і складається із вступу, огляду літератури, розділу "Матеріали і методи досліджень", 3 розділів власних досліджень, аналізу та обговорення результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використанихлітературних джерел (всього 214 найменувань). Робота ілюстрована 36таблицями та 19 рисунками.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

У першому розділі роботи подано огляд літератури, в якому наведено дані щодо вмісту перекисводнюутворюючих бактерій в організмі людини, їх біологічних властивостей, впливу макро- і мікроелементів на мікроорганізми. Висвітлено недоліки вивчення взаємодії сполук йоду та біологічно активних речовин з мікроорганізмами - продуцентами перекису водню, обґрунтовано доцільність цього дослідження.

Матеріал і методи дослідження. Вилучено, ідентифіковано і охарактеризовано 102 штами аерококів і стрептококів різного походження, штами з вираженою антагоністичною активністю, яка вивчалася методом відстроченого посіву тест-культур через 24 години вирощування антагоністів (С.А.Риженко, 2001). Охарактеризовано також штам Vibrio NAG р-6078, позбавлений каталазної і пероксидазної активності, чутливий до <


