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Ââåäåíèå
Ýíäîëèçèíû (ëèçèíû èëè ëèçîöèìû) áàêòåðèîôàãîâ,

ÿâëÿþùèõñÿ âèðóñàìè áàêòåðèé, ñïîñîáíû îñóùåñòâ-
ëÿòü ðàçðûâ ñâÿçåé â ïåïòèäîãëèêàíîâîì ñëîå êëåòî÷-
íîé ñòåíêè ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïðèâîäÿ ê ëèçèñó (äåã-
ðàäàöèè) ïîñëåäíèõ [1–2]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ, â ñâÿ-
çè ñ ïîÿâëåíèåì âñå áîëüøåãî ÷èñëà ðåçèñòåíòíûõ ê
àíòèáèîòèêàì áàêòåðèé, ôåðìåíòû áàêòåðèîôàãîâ
ðàññìàòðèâàþòñÿ â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû àíòèáèî-
òèêàì â ïðîôèëàêòèêå è ëå÷åíèè ðàçëè÷íûõ áàêòåðè-
àëüíûõ èíôåêöèé [1–8]. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýíäîëè-
çèíû ïðèñïîñîáëåíû ïðèðîäîé äëÿ ëèçèñà êëåòêè “èç-
íóòðè”, â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâóåò ìíîãî ïðèìåðîâ ýô-
ôåêòèâíîé ðàáîòû òàêèõ ôåðìåíòîâ “ñíàðóæè” â ñëó-
÷àå ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé (cì., íàïðèìåð, [2,
9–12]). Â ñëó÷àå ãðàìîòðèöàòåëüíûõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ ñëîæíîå ñòðîåíèå êëåòî÷íîé ñòåíêè áàêòåðèé,
íàëè÷èå âíåøíåé ìåìáðàíû, âîçìîæíî, ïðåïÿòñòâóåò
äîñòóïó ýíäîëèçèíîâ “ñíàðóæè” ê ðàçðûâàåìûì ñâÿ-
çÿì, ïîýòîìó ïðàêòè÷åñêè íåò ïðèìåðîâ ýôôåêòèâíî-
ãî ëèçèñà êëåòîê “èçâíå”. Äëÿ ìíîãèõ ôåðìåíòîâ òà-
êèõ ôàãîâ âàæíûì êîìïîíåíòîì äëÿ ýôôåêòèâíîãî
ëèçèñà ÿâëÿþòñÿ áåëêè-õîëèíû [13]. Ïðè èññëåäîâà-
íèè ñâîéñòâ ôåðìåíòîâ áàêòåðèîôàãîâ, ñïåöèôè÷íûõ
ê ãðàìîòðèöàòåëüíûì áàêòåðèÿì, in vitro èñïîëüçóþò-
ñÿ, êàê ïðàâèëî, êëåòêè, îáðàáîòàííûå õëîðîôîðìîì,
ñïîñîáñòâóþùèì îáðàçîâàíèþ ïîð (“äûðîê”) â êëå-
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Èçó÷åíû âîçìîæíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýíäîëèçèíà áàêòåðèîôàãà SPZ7 â ëèçèñå ãðàì-
îòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé “ñíàðóæè”. Ïîêàçàíî ñóùåñòâåííîå ïîâûøåíèå (1,5–3 ðàçà) àêòèâ-
íîñòè ýíäîëèçèíà áàêòåðèîôàãà SPZ7 â ëèçèñå êëåòîê S. enteritidis N60 è E. coli TG1 â
ïðèñóòñòâèè âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûõ âåùåñòâ, ïëþðîíèêîâ ñ êðóï-
íûì ãèäðîôîáíûì áëîêîì, ëèçîöèìà êóðèíîãî ÿéöà, à òàêæå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ïåïòèä-
íîãî àíòèáèîòèêà êîëèñòèíà. Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä ìîæåò îêàçàòüñÿ ïåðñïåêòèâíûì â ïî-
âûøåíèè ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ ëåêàðñòâåííûõ àíòèáàêòåðèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíî-
âå ôåðìåíòîâ áàêòåðèîôàãîâ â áîðüáå ñ ãðàìîòðèöàòåëüíûìè ìèêðîîðãàíèçìàìè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýíäîëèçèí áàêòåðèîôàãà, àíòèáàêòåðèàëüíûå ñðåäñòâà, êàòàëè-
òè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, ãðàìîòðèöàòåëüíûå áàêòåðèè, ñàëüìîíåëëà, E. coli, ýôôåê-
òîðû.

òî÷íûõ ìåìáðàíàõ (ñì., íàïðèìåð, [14]). Îäíàêî ïðè
ðàçðàáîòêå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ôåðìåíòîâ áàêòåðèîôàãîâ âàæíûì ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ â îò-
íîøåíèè íåîáðàáîòàííûõ õëîðîôîðìîì êëåòîê ïàòî-
ãåíîâ. Â ëèòåðàòóðå îïèñàíû ðàçëè÷íûå àíòèìèêðîá-
íûå àãåíòû, îáëàäàþùèå ñâîéñòâîì èçìåíåíèÿ ïðî-
íèöàåìîñòè êëåòî÷íîé ñòåíêè áàêòåðèé, ñðåäè êîòî-
ðûõ ñëåäóåò îòìåòèòü õåëàòèðóþùèå àãåíòû [15–16],
ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå âåùåñòâà [17–19], ïåïòèäû è
ïåïòèäíûå àíòèáèîòèêè [20–22] è ò.ä. Îäíàêî èìååò-
ñÿ ëèøü íåñêîëüêî ðàáîò, ïîêàçûâàþùèõ ñèíåðãèçì
äåéñòâèÿ íà êëåòêè, íàïðèìåð, äâóõ ôåðìåíòîâ ðàç-
ëè÷íîé ñïåöèôè÷íîñòè èëè ôåðìåíòà è àíòèáèîòèêà
[1–2]. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó÷àëè äåéñòâèå ýí-
äîëèçèíà ôàãà SPZ7, ñïåöèôè÷íîãî ê Salmonella
enteritidis, íà íåîáðàáîòàííûå õëîðîôîðìîì êëåòêè.
Îñíîâíàÿ öåëü äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â èçó-
÷åíèè âëèÿíèÿ ýôôåêòîðîâ ðàçíîé ïðèðîäû íà êàòàëè-
òè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà áàêòåðèîôàãà SPZ7.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Ìàòåðèàëû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàí ýíäîëèçèí áàêòåðèîôàãà

SPZ7, ïîëó÷åííûé ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ áàêòåðèîôà-
ãîì êëåòîê Salmonella enteritidis øòàìì 60. Ôåðìåíò
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ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 19 êÄà áûë âûäåëåí è î÷è-
ùåí ìåòîäàìè æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè íèçêîãî
äàâëåíèÿ (êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà 0,2–0,5 ìã/ìë) [23–
24]; ðÍ-îïòèìóì àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ñîñòàâëÿë 8,5
[24]. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ êàòà-
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýíäîëèçèíà ôàãà SPZ7 ìû èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè S. enteritidis øòàìì 60 è E. coli
øòàìì TG1. Â ðàáîòå òàêæå èñïîëüçîâàíû òðèñ-HCl
(“ICN Biomedicals”, ÑØÀ), êîëèñòèí (“Sigma
Aldrich”, ÑØÀ), áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, êó-
ðèíûé ÿè÷íûé ëèçîöèì, ïëþðîíèêè F127, P85, L101
(“Serva”, Ãåðìàíèÿ).

Ìåòîäû

Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòà
Â ðóòèííûõ ýêñïåðèìåíòàõ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà

îïðåäåëÿëè ìåòîäîì òóðáèäèìåòðèè ïî èçìåíåíèþ
ìóòíîñòè ñóñïåíçèé êëåòîê S. enteritidis øòàìì 60 è
E. coli øòàìì TG1 âî âðåìåíè. Èçìåðåíèå èçìåíå-
íèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè âî âðåìåíè â íåïðåðûâíîì
ðåæèìå ïðîâîäèëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå “Shimadzu
UV-1601PC” ñ òåðìîñòàòèðóåìûì êþâåòíûì îòäå-
ëåíèåì ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ è äëèíå âîëíû 650 íì.
Â òèïè÷íîì ýêñïåðèìåíòå â êþâåòó îáúåìîì 0,5 ìë
âíîñèëè 480 ìêë áóôåðà äëÿ èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè
(20 ìÌ òðèñ-ÍÑl, ðÍ 8,5), 7 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê S.
enteritidis èëè E. coli (â òàêîì êîëè÷åñòâå, ÷òîáû
îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè 650 íì ñîñòàâëÿëà 0,65),
ïîìåùàëè â òåðìîñòàòèðóåìîå êþâåòíîå îòäåëåíèå
ñïåêòðîôîòîìåòðà (37°Ñ), âûæèäàëè íåñêîëüêî ìèíóò,
÷òîáû ñîäåðæèìîå êþâåòû ïðîãðåëîñü, è ðåãèñòðèðî-
âàëè ôîíîâîå çíà÷åíèå ëèçèñà êëåòîê. Çàòåì â êþâå-
òó âíîñèëè 3–5 ìêë 0,2–0,5 ìã/ìë ðàñòâîðà ôåðìåíòà
(êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ýíäîëèçèíà ñîñòàâëÿëà 1,2–
5,0 ìêã/ìë) è ðåãèñòðèðîâàëè ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü. Çà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ïðèíèìàëñÿ òàíãåíñ
óãëà íàêëîíà íà÷àëüíîãî ó÷àñòêà êðèâîé, îòðàæàþùåé
çàâèñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò âðåìåíè.

Àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ â ëèçèñå êëåòîê
S. enteritidis ïîêàçûâàëè òàêæå ìèêðîáèîëîãè÷åñ-
êèå òåñòû.

1. Ïîÿâëåíèå çîíû ëèçèñà (çîíà ïðîñâåòëåíèÿ) â
ìåñòå êîíòàêòà ýíäîëèçèíà SPZ7 ñ ãàçîíîì êóëüòóðû
êëåòîê. Â òèïè÷íîì ýêñïåðèìåíòå íà ÷àøêó Ïåòðè ñ
ãàçîíîì íî÷íîé êóëüòóðû S. enteritidis (109 ÊÎÅ/ìë)
íàíîñèëè 20 ìêë ðàñòâîðà ýíäîëèçèíà, îñòàâëÿëè èí-
êóáèðîâàòüñÿ â òå÷åíèå 6 ÷ ïðè 37°Ñ, íàáëþäàëè ïî-
ÿâëåíèå çîíû ïðîñâåòëåíèÿ â ìåñòå êîíòàêòà ôåð-
ìåíòà ñ ãàçîíîì êëåòîê. Â êîíòðîëüíîì ýêñïåðèìåí-
òå äîáàâëÿëè 20 ìêë áóôåðíîãî ðàñòâîðà, îñòàâëÿëè

èíêóáèðîâàòüñÿ â òå÷åíèå 6 ÷ ïðè 37°Ñ, íàáëþäàëè
îòñóòñòâèå çîíû ïðîñâåòëåíèÿ.

2. Èçó÷åíèå äèíàìèêè ëèçèñà êëåòîê ïîä äåéñòâè-
åì ýíäîëèçèíà SPZ7 ïóòåì ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà âû-
ðîñøèõ êîëîíèé. Â òèïè÷íîì ýêñïåðèìåíòå èç ñóñ-
ïåíçèè êëåòîê S. enteritidis (109 ÊÎÅ/ìë) â ïðèñóò-
ñòâèè è â îòñóòñòâèå ôåðìåíòà ÷åðåç îïðåäåëåííûå
ïðîìåæóòêè âðåìåíè îòáèðàëè ïðîáû (ïî 0,1 ìë), ïå-
ðåíîñèëè íà ÷àøêó Ïåòðè ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé;
÷àøêè èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ, êîëè÷åñòâî âûðîñøèõ
êîëîíèé ïîäñ÷èòûâàëè ÷åðåç 24 ÷.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ýôôåêòîðîâ íà àêòèâíîñòü
ýíäîëèçèíà SPZ7

Èñõîäíûå ðàñòâîðû ýôôåêòîðîâ (1–5% ïî ìàññå)
ãîòîâèëè â 1 ìë áóôåðà äëÿ èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè
ýíäîëèçèíà ìåòîäîì ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðàçâåäåíèÿ
äî ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé îò 0,1 äî 10–4 %. Â òèïè÷-
íîì ýêñïåðèìåíòå â êþâåòó îáúåìîì 0,5 ìë äîáàâëÿ-
ëè 430 ìêë áóôåðà äëÿ èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè, 7 ìêë
ñóñïåíçèè êëåòîê E. coli, 50 ìêë ðàñòâîðà ýôôåêòîðà.
Êþâåòó ïîìåùàëè â òåðìîñòàòèðóìîå êþâåòíîå îò-
äåëåíèå ñïåêòðîôîòîìåòðà (37°Ñ) è âûæèäàëè íå-
ñêîëüêî ìèíóò äëÿ òîãî, ÷òîáû ñîäåðæèìîå êþâåòû
ïðîãðåëîñü, çàòåì ðåãèñòðèðîâàëè ôîíîâîå çíà÷åíèå
ëèçèñà. Ïîñëå ýòîãî â êþâåòó äîáàâëÿëè 3 ìêë ðà-
ñòâîðà áàêòåðèîëèòè÷åñêîãî ôåðìåíòà è ðåãèñòðèðî-
âàëè ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ïî èçìåíåíèþ ïî-
ãëîùåíèÿ ïðè äëèíå âîëíû 650 íì.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Îòìåòèì, ÷òî áàêòåðèîôàã SPZ7 è ýíäîëèçèí ôàãà

ïðîÿâëÿþò âûñîêóþ ëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â îòíîøå-
íèè êàê S. enteritidis N60 (êëåòêà-“õîçÿèí”), òàê è ðå-
çèñòåíòíûõ ê ðèôàìïèöèíó êëåòîê S. enteritidis Rif
N92, íåêîòîðûõ øòàììîâ S. typhimurium (N204, N423/
80 è äð.), S. choleraesuis sp. è ò.ä. Êàê âèäíî èç
ðèñ. 1, íà ãàçîíå ñ êóëüòóðîé S. enteritidis N60 â ïðè-
ñóòñòâèè ôåðìåíòà ïîÿâëÿåòñÿ çîíà ïðîñâåòëåíèÿ (ëè-
çèñà) (ðèñ. 1, à), åå îòñóòñòâèå çàôèêñèðîâàíî ïðè äî-
áàâëåíèè áóôåðíîãî ðàñòâîðà â îòñóòñòâèå ôåðìåíòà
(ðèñ. 1, á). Èçó÷åíèå äèíàìèêè ëèçèñà êëåòîê â ïðè-
ñóòñòâèè ýíäîëèçèíà (ðèñ. 1, â) âî âðåìåíè ïîêàçàëî
ñóùåñòâåííîå óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè êëåòîê â ñóñ-
ïåíçèè S. enteritidis N60 (êðèâàÿ 1) ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì â îòñóòñòâèå ôåðìåíòà (êðèâàÿ 2). Îäíàêî,
êàê âèäíî, ïðîöåññ äîâîëüíî äëèòåëåí âî âðåìåíè è íå
ïðèâîäèò ê ïîëíîìó ëèçèñó êëåòîê ïàòîãåíà.

Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì ìû ïðîâåëè èññëåäî-
âàíèå äåéñòâèÿ ýôôåêòîðîâ ðàçíîé ïðèðîäû íà êà-
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òàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà ôàãà SPZ7.
Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå âå-
ùåñòâà (ÏÀÂ) ìîãóò âëèÿòü íà ïðîíèöàåìîñòü áèî-
ëîãè÷åñêèõ ìåìáðàí. Ñïîñîáíîñòü âûñîêîìîëåêóëÿð-
íûõ ÏÀÂ, ïëþðîíèêîâ ñ áîëüøèì ãèäðîôîáíûì áëî-
êîì, ê ðàçóïîðÿäî÷èâàíèþ áèñëîéíûõ ìåìáðàí îò-
ìå÷àëàñü â ðàáîòàõ [18–19]. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ
íà àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà ìû èñïîëüçîâàëè êàê ãèä-
ðîôèëüíûå (F127, F108), òàê è ãèäðîôîáíûå (L61,
P85, L101) ñîåäèíåíèÿ. Äëÿ âñåõ èñïîëüçîâàííûõ
ñîåäèíåíèé íàáëþäàëèñü ÿâíî âûðàæåííûå çàâèñè-
ìîñòè àêòèâíîñòè ôåðìåíòà îò êîíöåíòðàöèè ýôôåê-
òîðà, áîëüøèé ýôôåêò â îïòèìóìå ïðîÿâëÿëñÿ â ïðè-
ñóòñòâèè áîëåå ãèäðîôîáíûõ ìîëåêóë. Â êà÷åñòâå
ïðèìåðà íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû äàííûå äëÿ L101
(ðèñ. 2, à) è P85 (ðèñ. 2, á). Êàê âèäíî, ïðè óâåëè-
÷åíèè êîíöåíòðàöèè ïëþðîíèêà L101 íàáëþäàåòñÿ
ñóùåñòâåííîå ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòà
(ïðåäåëüíàÿ âåëè÷èíà îïðåäåëÿåòñÿ îãðàíè÷åííîé
ðàñòâîðèìîñòüþ äàííîãî ñîåäèíåíèÿ â âîäíîì áó-
ôåðíîì ðàñòâîðå); çàâèñèìîñòü àêòèâíîñòè ýíäîëè-
çèíà îò êîíöåíòðàöèè P85 èìååò âèä êðèâîé ñ îïòè-
ìóìîì. Àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà â áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå â îòñóòñòâèå äîïîëíèòåëüíûõ ñîåäèíåíèé, ïðèíÿ-
òàÿ çà 100%, îáîçíà÷åíà íà ðèñ. 2 áåëûì ñòîëáè-
êîì. Àíàëîãè÷íûå çàâèñèìîñòè áûëè ïîëó÷åíû äëÿ
ýôôåêòîðîâ äðóãèõ êëàññîâ: êîëèñòèíà (ñìåñü öèêëè-
÷åñêèõ ïîëèïåïòèäîâ), ëèçîöèìà (ôåðìåíò – ìóðî-

ìèäàçà) è äð. Ëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà
áûëà ïðîâåðåíà êàê íà êëåòêàõ S. enteritidis N60,
òàê è E. coli TG1. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçó-
åìûé â ðàáîòå êîëèñòèí îòíîñèòñÿ ê ïåïòèäíûì àí-
òèáèîòèêàì, îáëàäàþùèì áàêòåðèöèäíûì äåéñòâè-
åì, íî â äàííîé ðàáîòå áûëè âçÿòû âåñüìà íèçêèå
åãî êîíöåíòðàöèè (íåñêîëüêî ìêã/ìë), íå âûçûâàþ-
ùèå ñóùåñòâåííîãî óâåëè÷åíèÿ ôîíîâîãî ëèçèñà áàê-
òåðèàëüíûõ êëåòîê èëè ïîäàâëåíèÿ èõ ðîñòà. Àíàëî-
ãè÷íî ëèçîöèì êóðèííîãî ÿéöà â îòñóòñòâèå ýíäîëè-
çèíà ôàãà SPZ7 è ñàì âûçûâàë óñèëåíèå ëèçèñà êëå-
òîê S. enteritidis N60 è E. coli TG1, îäíàêî âìåñòå
äâà ôåðìåíòà äåéñòâîâàëè ñóùåñòâåííî áîëåå ýô-
ôåêòèâíî, ÷åì ïî îòäåëüíîñòè. Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëå-
íû ñðàâíèòåëüíûå äàííûå ïî âëèÿíèþ îïòèìàëüíûõ
êîíöåíòðàöèé ðàçíûõ ýôôåêòîðîâ íà êàòàëèòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà ôàãà SPZ7 â ëèçèñå êëåòîê E.
coli TG1 (àíàëîãè÷íûå äàííûå ïîëó÷åíû è äëÿ S.
enteritidis N60). Êàê âèäíî, àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà â
ïðèñóòñòâèè ýôôåêòîðîâ âîçðàñòàåò â 1,5–3 ðàçà.

Çàêëþ÷åíèå
Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå èçó÷åíû âîçìîæíîñòè

ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýíäîëèçèíà áàêòåðèîôàãà SPZ7 â
ëèçèñå ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé “ñíàðóæè”. Âû-
ÿâëåíî ñóùåñòâåííîå ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè ýíäîëè-
çèíà áàêòåðèîôàãà SPZ7 â ëèçèñå êëåòîê S.
enteritidis N60 è E. coli TG1 â ïðèñóòñòâèè âûñîêî-

Ðèñ. 1. Ìèêðîáèîëîãè÷åñêèå òåñòû ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýíäîëèçèíà áàêòåðèîôàãà SPZ7:
â – äèíàìèêà ëèçèñà êëåòîê S. enteritidis N60 âî âðåìåíè, âûðàæåííàÿ êàê ÷èñëî êîëîíèé (log
ÊÎÅ/ìë) â ïðîáàõ, îòîáðàííûõ èç ñóñïåíçèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè (1) è â îòñóòñòâèå (2)
ôåðìåíòà; à è á – ãàçîí êëåòîê S. enteritidis N60 ïîñëå äîáàâëåíèÿ 20 ìêë áóôåðíîãî ðàñòâî-
ðà â ïðèñóòñòâèè (à) è â îòñóòñòâèå (á) ôåðìåíòà è èíêóáèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 6 ÷ ïðè 37°Ñ
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ïëþðîíèêîâ L101 (à) è P85 (á) íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà áàêòåðèîôàãà SPZ7 â
ëèçèñå êëåòîê E. coli øòàìì TG1 ïðè ðàçíîé  êîíöåíòðàöèè (%) ýôôåêòîðîâ: 2à – 10–3, 3à – 10–2, 4à – 10–1;
2á – 10–4, 3á – 10–3, 4á – 10–2, 5á – 10–1; 1à, 1á – êîíòðîëü, àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â îòñóòñòâèå ýôôåêòîðîâ. Óñëîâèÿ
ýêñïåðèìåíòà: 20 ìÌ òðèñ-HCl áóôåð (ðÍ 8,5), 37°Ñ, èñõîäíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ñîîòâåòñòâîâàëà 0,65 åäèíèö

ïîãëîùåíèÿ ïðè 650 íì, êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà â êþâåòå 1,2 ìêã/ìë

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ýôôåêòîðîâ íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ýíäîëèçèíà áàêòå-
ðèîôàãà SPZ7 â ëèçèñå êëåòîê E. coli øòàìì TG1. Ñëåâà íàïðàâî: 1 – êîíò-
ðîëü, 2 – 0,01% P85, 3 – 120 íã/ìë ëèçîöèì, 4 – 0,1% L101, 5 – 0,01% F127, 6
– 25 ìêã/ìë êîëèñòèí. Àêòèâíîñòü ïðåäñòàâëåíà â % ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðî-
ëþ. Êîíòðîëü – àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â áóôåðíîì ðàñòâîðå â îòñóòñòâèå ýôôåê-
òîðîâ. Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà: 20 ìÌ òðèñ-HCl áóôåð (ðÍ 8,5), 37°Ñ, èñõîäíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ñîîòâåòñòâîâàëà 0,65 åäèíèö ïîãëîùåíèÿ ïðè 650 íì,

êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà â êþâåòå 1,2 ìêã/ìë

ìîëåêóëÿðíûõ ÏÀÂ, ïëþðîíèêîâ ñ êðóïíûì ãèäðî-
ôîáíûì áëîêîì, ëèçîöèìà êóðèíîãî ÿéöà, à òàêæå
íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ïåïòèäíîãî àíòèáèîòèêà êîëèñòè-
íà. Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïåðñïåê-

òèâíûì â ïîâûøåíèè ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ ëåêàð-
ñòâåííûõ àíòèáàêòåðèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå
ôåðìåíòîâ áàêòåðèîôàãîâ â áîðüáå ñ ãðàìîòðèöà-
òåëüíûìè ìèêðîîðãàíèçìàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðîãðàììû IPP (Project agreement 82032-AK2).
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ENDOLYSIN OF BACTERIOPHAGE SPZ7: THE EFFECT OF “HELPERS”
ON THE ENZYME LYTIC ACTIVITY TOWARDS GRAM-NEGATIVE
MICROORGANISMS

N.L. Klyachko, S.A. Legotsky, P.A. Levashov, V.M. Popova, A. Timasheva,
N.G. Belogurova, I.A.Dyatlov, A.V. Levashov
(M.V. Lomonosov Moscow State University, Faculty of Chemistry, Department of Chemical
Enzymology, Moscow, Russia;  State Research Center for Applied Microbiology and
Biotechnology, Moscow Region, Obolensk, Russia)

Bacteriophage SPZ7 endolysin functioning in the lysis of gram-negative bacteria from “outside”
was studied. Significant (1.5–3 times) increase of endolysin activity towards S. enteritidis N60
and E. coli TG1 was shown in the presence of high molecular surfactants, pluronics, with large
hydrophobic block; hen egg lysozyme, and peptide antibiotics, colistin in low concentrations. An
approach developed can be an important for increasing an efficiency of pharmaceutical
antibacterial preparations based on bacteriophage enzymes working against gram-negative
microorganisms.

Key words: bacteriophage endolysin, antibacterials, lytic activity, gram-negative
bacteria, Salmonella, E. coli, effectors, “helpers”.
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