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Iндукцiя стiйкостi до iонiв мiдi i кадмiю

мультирезистентних штамiв роду Pseudomonas

Induction of the resistance to copper and cadmium ions in three multiresistant Pseudomonas

strains has been studied. Pre-treatment of the strains with low concentrations of cadmium and

copper resulted in the increased metal tolerance in strains A03 and C25a, i. e. a shorter mean

generation time compared to the control. No cross-induction was observed for any strain. The

protein synthesis de novo is essential for the copper resistance in the studied strains, while the

cadmium resistance is determined by other factors.

Швидка iндустрiалiзацiя в XX ст. призвела до пiдвищеного надходження в навколишнє
середовище рiзноманiтних хiмiчних речовин. Важкi метали належать до класу одних з най-
бiльш небезпечних та розповсюджених в природi полютантiв [1]. Вiдомо, що мiкроорганiзми
здатнi пристосовуватися до наявностi iонiв важких металiв. В останнi роки iнтерес дослiд-
никiв до взаємодiї мiж мiкроорганiзмами та iонами металiв значно пiдвищився. Бiльшiсть
важких металiв високотоксичнi для живих органiзмiв навiть у невисоких концентрацiях.
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Такi метали, як мiдь, цинк, кобальт та деякi iншi, виконують каталiтичнi функцiї в клiтинi,
але за високих концентрацiй стають токсичнi [2].

Металостiйкi мiкроорганiзми характеризуються декiлькома вiдмiнними механiзмами
пристосування до токсичних металiв. Деякi бактерiї мають специфiчнi насоси-канали, що
“виштовхують” двовалентнi катiони крiзь мембрану [3]. Iншi шляхи детоксикацiї важких ме-
талiв мiкроорганiзмами включають зв’язування iонiв до рiзних сайтiв на поверхнi клiтини,
секвестрацiю шляхом внутрiшньоклiтинного “захоплювання” бiлками або iншими полiме-
рами, преципiтацiю iонiв металiв у виглядi фосфатiв, сульфiдiв та карбонатiв [4]. Нарештi,
деякi бактерiї мають специфiчнi ферменти, що змiнюють валентнiсть iонiв металiв [5].

Пiд впливом низьких концентрацiй токсикантiв може пiдвищитись стiйкiсть мiкроор-
ганiзму до того ж самого (iндукцiя) чи iншого (крос-iндукцiя) токсиканту [6–8]. У деяких
випадках iндуктивна адаптивна вiдповiдь на стресовi фактори у мiкроорганiзмiв потребує
синтезу бiлкiв de novo [9]. Так, iони кадмiю iндукували захисну адаптивну вiдповiдь не
тiльки проти дiї iонiв важких металiв [8], а й проти пероксиду водню [10].

У даному повiдомленнi наведено результати дослiдження iндукцiї резистентностi до iо-
нiв кадмiю та мiдi i ролi синтезу бiлкiв de novo в механiзмi стiйкостi до важких металiв
мультирезистентних штамiв роду Pseudomonas.

Об’єктом дослiдження були три мультирезистентних штами роду Pseudomonas, iзольо-
ванi з рiзних природних джерел [11] (табл. 1). Штами вирощували на мiнеральному сере-
довищi (МС), що мiстило, г/л: NaH2PO4 — 0,5; NH4NO3 — 0,5; CaCl2 — 0,1; дрiжджовий
екстракт — 0,5; цитрат натрiю — 10; агар — 15.

Щоб визначити, чи можлива iндукцiя резистентностi до iонiв важких металiв у мульти-
резистентних штамiв роду Pseudomonas при дiї низьких концентрацiй мiдi i кадмiю, штами
A17, A03 та C25a вирощували протягом 12 год у рiдкому МС з додаванням 0,1 г/л Cu

2+

чи 0,05 г/л Cd
2+ (iндукованi клiтини) або в тому ж самому середовищi без металу (не-

iндукованi клiтини). 1 мл iнокуляту з iндукованих та неiндукованих культур переносили
в середовище МС з 1 г/л Cu

2+ (Сu-iндукованi культури) чи 0,5 г/л Cd
2+ (Cd-iндукованi

культури). Для визначення крос-iндукцiї штами, що пiддавали дiї низьких концентрацiй
мiдi, переносили в середовище з 0,5 г/л Cd

2+, а культури, iндукованi кадмiєм, вирощували
в середовищi з 1 г/л Cu

2+. Рiст культур визначали турбiдиметрично при 540 нм кожнi 2 год.
Для визначення ролi синтезу бiлкiв de novo в резистентностi дослiджуваних штамiв бак-

терiї до важких металiв їх вирощували в рiдкому МС, що мiстило 1 г/л Cu
2+ чи 0,5 г/л Cd

2+,
куди додавали 100 мг/л хлорамфенiколу (iнгiбiтор синтезу бiлка у бактерiй) безпосередньо
на початку експерименту або на 6-й год культивування. За ростом культур спостерiгали
протягом доби.

Iндукцiю стiйкостi до iонiв мiдi та кадмiю мультирезистентних штамiв Pseudomonas до-
слiджували шляхом попередньої iнкубацiї штамiв у середовищi з низькими концентрацiями
вiдповiдних металiв. За контроль вважали рiст неiндукованих культур у присутностi iонiв
мiдi чи кадмiю. Характер вiдповiдi росту штамiв A17, A03 та C25a на iндукцiю низьки-

Таблиця 1. Мультирезистентнi штами роду Pseudomonas

Штам Мiсце видiлення Cистематичне положення

A17 Гнiй Pseudomonas sp.
A03 Польовий грунт Pseudomonas sp.
C25a Грунт з територiї машинобудiвного заводу Pseudomonas aeruginosa
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Рис. 1. Вплив iонiв мiдi та кадмiю на рiст мультирезистентних штамiв роду Pseudomonas A17 (а, б ), A03 (в, г)
i C25a (д, е) за iндукованих та неiндукованих умов. Штами вирощували в присутностi 0,1 г/л Cu

2+ ( ),

0,05 г/л Cd
2+( ) та в середовищi без металу ( ) з подальшим пересiвом у середовище, що мiстило 1 г/л

Cu
2+ або 0,5 г/л Cd

2+

ми концентрацiями мiдi та кадмiю був специфiчним для кожного штаму (рис. 1). Iндукцiя
iонами мiдi чи кадмiю не впливала iстотно на швидкiсть росту А17 у середовищi з тим
самим металом. При ростi iндукованих мiддю клiтин штаму А03 спостерiгали лаг-фазу
в 2 год порiвняно з 6 год у контролi; при цьому тривалiсть генерацiї становила 4,05 год
для Cu-iндукованої культури та 4,348 год для неiндукованих клiтин (див. рис. 1, в). В iн-
ших випадках помiтної рiзницi мiж тривалiстю лаг-фази за iндукованих та неiндукованих
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Рис. 2. Вплив хлорамфенiколу на рiст штамiв А17 ( ),
А03 ( ) та С25а ( ): у середовищi з кадмiєм (а), мiд-
дю (б ) та без металу (в). Хлорамфенiкол додавали без-

посередньо на початку експерименту ( , , ) та на
6-й год культивування ( , , )

умов не виявлено. Скорочення тривалостi генерацiї спостерiгалося для металоiндукованих
клiтин штаму С25а: тривалiсть генерацiї Cu-iндукованих клiтин становила 4,132 год по-
рiвняно з 4,56 год в контролi, а Cd-iндукованих клiтин — 4,85 год порiвняно з 5,12 год
в контролi (див. рис. 1, г). Рiст штаму C25a при iндукцiї iонами мiдi та кадмiю характе-
ризувався скороченою тривалiстю генерацiї: 4,15 год у Сd-iндукованих клiтинах порiвняно
з 4,6 год у контролi та 4,84 год у Cu-iндукованих клiтинах порiвняно з 5,1 год у контролi
(див. рис. 1, д, е). Крос-iндукцiї (iндукцiя стiйкостi до iонiв мiдi шляхом попередньої дiї
низьких концентрацiй кадмiю чи навпаки) не виявлено для жодного штаму; навпаки, повне
пригнiчення росту спостерiгалося в усiх випадках, за винятком одного, коли рiст Сd-iндуко-
ваних клiтин штаму А17 у присутностi iонiв мiдi характеризувався подовженою тривалiстю
генерацiї (4,545 год) у порiвняннi з контролем (3,8 год).

Iндукцiя стiйкостi до iонiв важких металiв була показана для деяких мiкроорганiзмiв,
включаючи Pseudomonas putida [12], Bacillus sp. [13], E. coli [7] та Xanthomonas campestris [8].
Попереднє культивування штамiв А03 та С25а у присутностi низьких концентрацiй iонiв мi-
дi та кадмiю сприяло росту iндукованих клiтин у середовищi з 1 г/л Cu

2+ чи 0,5 г/л Cd
2+,

такi ж результати отриманi для Bacillus thuriengiensis [14] та Bacillus sp. [13]. У той самий
час рiст iндукованих клiтин штаму А17 не вiдрiзнявся значно вiд контролю. Крос-iндукцiї
не виявлено для жодного з штамiв, подiбну картину спостерiгали у Zn-iндукованих клiтин
Xanthomonas campestris [8], що не характеризувався пiдвищеною стiйкiстю до кадмiю; iншi
данi свiдчать про iндукцiю стiйкостi до кадмiю iонами марганцю у B. thuriengiensis [14]
та до цинку iонами кадмiю у X. campestris [8]. Цi результати можуть свiдчити про рiзнi
фiзiологiчнi механiзми, що зумовлюють iндукцiю стiйкостi до iонiв кадмiю та мiдi у муль-
тирезистентних штамiв роду Pseudomonas.

У деяких випадках iндукована вiдповiдь мiкроорганiзмiв на стресовi фактори потребує
синтезу бiлкiв de novo. При вирощуваннi мультирезистентних штамiв A17, A03 та C25a
в середовищi з кадмiєм додавання 100 мг/л хлорамфенiколу на початку культивування
або на 6-й год вiд початку експерименту нiяким чином не впливало на рiст зазначених
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штамiв (рис. 2, а). У той самий час додавання хлорамфенiколу в середовище, що мiстило
1 г/л Cu

2+, на початку культивування призводило до пригнiчення росту штамiв A17, A03
та C25a, а додавання антибiотику на 6-й год культивування спричиняло сповiльнення та
зупинку росту цих штамiв (див. рис. 2, б ). Рiст штамiв A17, A03 та C25a у рiдкому сере-
довищi без металу, що мiстило 100 мг/л хлорамфенiколу, значно не вiдрiзнявся вiд росту
штамiв у тому ж середовищi без хлорамфенiколу (див. рис. 2, в).

Нашi данi свiдчать про необхiднiсть синтезу бiлкiв de novo для росту дослiджуваних
штамiв у присутностi iонiв мiдi, у той час як у механiзмi стiйкостi штамiв A17, A03 та
C25a до iонiв кадмiю синтез бiлкiв de novo значної ролi не вiдiграє. Banjerdkij iз спiвавт.
спостерiгали подiбне явище, тобто повне пригнiчення iндукованої iонами кадмiю стiйкостi
до кадмiю та цинку у Xanthomonas campestris при попереднiй дiї на клiтини хлорамфе-
нiколу [8]. Вiрогiдно, стiйкiсть дослiджених штамiв до iонiв мiдi та кадмiю визначається
iншими механiзмами.
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