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ПРОДУКЦІЯ АНТИБІОТИЧНИХ РЕЧОВИН БАКТЕРІЯМИ РОДУ PSEUDOMONAS
Антибіотики є найчисельнішою групою лікарських засобів, які використовуються для запобігання та лікування запальних процесів, викликаних бактеріальною мікробіотою, таких як ангіна та пневмонія, а також інфекційні запалення, які локалізується в закритих порожнинах (отит, гайморит, остеомієліт). Вони знаходять застосування в сільському господарстві, перш за все, як терапевтичні препарати у тваринництві, птахівництві, бджільництві і рослинництві [8].
Велика частина антибіотиків має природне походження, та їх основними продуцентами є мікроорганізми [4]. Особливо перспективними виявились бактерії роду Pseudomonas, що характеризуються здатністю синтезувати більше 300 різноманітних антимікробних речовин. Найбільш різноманітну групу відповідних сполук складають феназинові пігменти. Різні штами бактерій Pseudomonas aeruginosa продукують аеругінозін А, аеругінозін В, оксіхлорорафін, хлорорафін та піоціанін; Pseudomonas chlororaphis – феназин-1-карбонову кислоту; Pseudomonas iodininum –йодінін [3].
Метою дослідження була продукція феназинових сполук окремими штамами Р. fluorescens, P. chlororaphis та P. aeruginosa під час розвитку планктонних культур та при утворенні ними біоплівки. 

Дослідження проводилось на базі Біотехнологічного науково-навчального центру Одеського національного університету імені І. І. Мечникова. В роботі були використані такі штами псевдомонад:                    P. chlororaphis ONU 305, Р. fluorescens (ONU 303, ATCC 13225) та P. aeruginosa (ATCC 9027, ATCC 15692), які були отримані з колекції культур мікроорганізмів кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології Одеського національного університету імені І. І. Мечникова. 
В роботі для визначення характеристики продукції феназинових похідних псевдомонадами було проведено попереднє спостереження за характером росту штамів за різних умов існування. Культивування Pseudomonas spp. проводили у поживному середовищі Кінга у скляних флаконах при постійному струшуванні та у полістиролових планшетах. 
Середовище Кінга використовують для виявлення та диференціювання представників родини Pseudomonadaceae на основі здатності до синтезу пігментів [7]. Період адаптації мікроорганізмів до даного середовища був нетривалим: вже за 24 години від початку культивування спостерігалось практичне 10-кратне збільшення показників оптичної щільності суспензій досліджуваних штамів у порівнянні з вихідним рівнем. Найбільшу кількість клітин було зафіксовано для Р. fluorescens ONU 303.

Надалі практично для всіх культур відбувалось рівномірне накопичення біомаси. Проте, досліджувані штами можна розділити на дві групи: першу, представники якої характеризувались більш високим значенням швидкості росту (штами P. fluorescens ONU 303 та P. chlororaphis ONU 305) та другу (Р. fluorescens АТCС 13225, P. aeruginosa ATCC 9027,      P. aeruginosa ATCC 15692) – з менш вираженим значенням цього показника. 

Стаціонарна фаза росту мікроорганізмів, під час якої показники оптичної густини біомаси практично не змінювались з часом, наставала вже на третю – четверту добу для P. chlororaphis ONU 305, Р. fluorescens ONU 303 та Р. fluorescens АТCС 13225. У той час, як у штамів P. aeruginosa ATCC 9027 та ATCC 15692, швидкість приросту біомаси повністю компенсується швидкістю загибелі та лізису клітин на четверту – п’яту добу від початку культивування.

Коли субстрат повністю виснажується та накопичуються продукти обміну, що інгібують ріст, тоді швидкість приросту біомаси досягає нуля. Відбуваються істотні фізіологічні зміни клітин, і як правило, спостерігається фаза відмирання культури, що супроводжується повним лізисом клітин [6].
Більшість бактерій у навколишньому середовищі існують у вигляді біоплівки – структурованої багатоклітинної спільноти, що прикріплюється до будь-якої поверхні та утворює полісахаридний шар (матрикс) [10]. В роботі було досліджено розвиток штамів псевдомонад під час утворення біоплівки у лунках полістиролових планшетів.
Період адаптації клітин при формуванні біоплівки відбувався у межах 24 годин, але у порівнянні з суспензійною культурою підвищення біомаси було меншим. Очевидно, це пов’язано з тим, що на перших стадіях біоплівкоутворення відбувається адгезія клітин до щільної поверхні, без одночасного розмноження. З другої доби формування консорціумів мікроорганізми почали інтенсивно розмножуватись, що визначило суттєве збільшення клітин у їх складі. Найбільші показники відповідають P. aeruginosa ATCC 9027 та P. aeruginosa ATCC 15692.

З часом формування біоплівки уповільнюється, тобто швидкість розмноження клітин зменшується, а синтез матриксу, навпаки, стає більш інтенсивним [10]. Цей період для штамів P. fluorescens відповідає 4-5 добі, а для P. аeruginosa – 5-6 добі. Що стосується Р. fluorescens ONU 303, то швидкість утворення біоплівки цим мікроорганізмом дещо нижча, проте впродовж всього терміну культивування не було зафіксовано гальмування цього процесу. 
Зважаючи на отримані результати всі досліджувані штами можна умовно розділити на дві групи. До першої входять P. fluorescens ONU 303, P. fluorescens АТСС 13225 та P. chlororaphis ONU 305, для яких закінчення log-фази відбувається на другу добу та третя є початком стаціонарною фази росту. Для P. aeruginosa ATCC 9027 та P. aeruginosa ATCC 15692, що відносяться до другої групи, перехід від експоненціальної до стаціонарної фази настає від 72-ї до 96-ї години культивування.
Отже, процес культивування продуцентів біологічно активних сполук носить виражений двофазний характер. Перша фаза збалансованого зростання мікроорганізму характеризується швидким накопиченням біомаси продуцента на тлі вичерпання вуглецевого субстрату, а також азоту і фосфатів. На другій фазі (ідіофаза) приріст біомаси припиняється, відбувається зменшення концентрації клітин в культурі внаслідок загибелі і лізису деякої частини популяції. При цьому середовище збагачується продуктами обміну і продуктами автолізу загиблих клітин, і починається активний процес синтезу вторинних метаболітів [5, 2]. 

Феназин-1-карбонова кислота є попередником всіх інших похідних феназинового ряду, синтез якого здійснюється будь-яким мікроорганізмом-продуцентом цих сполук [9]. 

В роботі було встановлено, що утворення феназин-1-карбонової кислоти відбувається всіма досліджуваними штамами псевдомонад. Бактерії, що знаходяться у складі біоплівки інтенсивніше синтезують феназин-1-карбонову кислоту порівняно з планктонними формами існування. Наприклад, для штамів синьогнійної палички різниця у продукції цієї сполуки досягала від 4 до 10 разів при порівнянні мікроорганізмів, існуючих на межі розділу фаз, із клітинами у суспензії. Це можна пояснити збільшенням експресії генів мікроорганізмів, що знаходяться у стресових умовах.

На 8-му добу спостерігається різке зменшення виділення відповідного метаболіту у суспензії псевдомонад, адже вичерпання субстрату призводить до загибелі основної частини біомаси. Проте, у складі біоплівки продукція феназин-1-карбонової кислоти продовжується, що говорить про більш повільне розмноження мікроорганізмів. 
Оксіхлорорафін, або феназин-1-карбоксамід, є похідним феназин-1-карбонової кислоти, синтез якого, як вважають, здійснюється за допомогою РhzН-амідотрансферази [11]. Мікроорганізми, які мають у геномі відповідну рhzН-послідовність, характеризуються здатністю до одночасного утворення, як феназин-1-карбонової кислоти, так й оксіхлорорафіну [14]. 

Найвищі концентрації цього похідного було зафіксовано при культивуванні будь-якого з представлених видів у вигляді адгезованих до щільної поверхні клітин. Зокрема, у деяких випадках планктонні варіанти існування бактерій взагалі не утворювали оксіхлорорафін, у той час, як у вигляді біоплівки характеризувались його значним виходом. 
В роботі також було з’ясовано, що в міру розвитку культур, як планктонних, так й прикріплених, оксіхлорорафін синтезується у більшій кількості на більш відстрочених термінах, тобто коли відбувається зниження кисню у середовищі. Очевидно, це обумовлено відсутністю потреби у кисні при ферментативних механізмах синтезу відповідного метаболіту. При цьому у більш лімітованих за вмістом кисню умовах, зокрема у складі біоплівки, спостерігалась більш висока інтенсивність синтезу. Найбільші показники були характерними для штамів P. chlororaphis ONU 305 та P. aeruginosa ATCC 15692.

Піоцианін є одним з похідних феназинового ряду, що утворюється з попередника за допомогою PhzS-монооксігенази, структуру якої визначає специфічний phzS-ген [1, 16]. 

В роботі було визначено, що всі досліджені штами мікроорганізмів продукували піоцианін. Але інтенсивність його синтезу досить суттєво розрізнялась у різних культур. Так, найбільш активними виробниками цього метаболіту були штами синьогнійної палички, які на восьму добу культивування утворювали у два – три рази більше піоцианіну, ніж на третю. 
Утворення піоцианіну штамами псевдомонад, які не належать до виду P. aeruginosa, є нехарактерним, проте, досліджувані штами мали здатність до його вироблення [12]. Очевидно, це може бути пов’язано з тим, що штами            Р. fluorescens ONU 303 та P. chlororaphis ONU 305 було отримано з ризосфери, яка є місцем тісного контакту багатьох мікроорганізмів, між якими можливо горизонтальне перенесення генів [13].
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