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Аннотация

Статья посвящена индукции перехода в метаболически активное, но некультиви-
руемое состояние (НС) клеток Acinetobacter lwoffii JK ксенобиотиком 2,4,6-тринитрото-
луолом. В течение перехода культуры в некультивируемое состояние оценивались сле-
дующие параметры: рост культуры, жизнеспособность, утилизация глюкозы, элимина-
ция ксенобиотика из среды, образование продуктов первых этапов трансформации ксе-
нобиотика, динамика восстановленных кофакторов. В результате исследования было
показано, что образование некультивируемых форм исследуемых бактерий наблюдает-
ся на восьмые сутки их культивирования в присутствии ксенобиотика.

Введение

В ответ на стрессовые условия окружающей среды бактерии способны пе-
реходить в состояние покоя, характеризующееся резко сниженной метаболиче-
ской активностью и временной потерей способности к размножению. В случае
ряда грамположительных бактерий – это спорообразование, а у неспорообразу-
ющих – некультивируемое состояние (НС), по терминологии некоторых авто-
ров – гипометаболическое состояние.

У грамотрицательных бактерий морфологически дифференцированные
структурные образования, подобные эндоспорам бацилл, отсутствуют, однако
накоплено уже достаточно данных, свидетельствующих о способности неспо-
рообразующих бактерий к длительному существованию во внешней среде в
виде клеток со значительно сниженной метаболической активностью, не обна-
руживаемых традиционными методами лабораторного культивирования на пи-
тательных средах [1].

В настоящее время способность к переходу в некультивируемое состояние
обнаружена у широкого круга грамотрицательных бактерий. НС было описано
для таких родов, как: Vibrio, Shigella, Campylobacter, Helicobacter, Escherichia,
Micrococcus, Bacillus и других микроорганизмов.

Бактериальные клетки, переходя в некультивируемое состояние, могут
уменьшаться в размерах, изменяться морфологически, у них активируются
протеолитические ферменты, РНК и рибосомы подвергаются деградации. Уме-
ньшение линейных размеров некультивируемых форм по сравнению с обычны-
ми клетками описано для Campylobacter jejuni [2], Yersenia pseudotuberculosis
[3], Bacillus subtillis [4]. Клетки в некультивируемом состоянии, образующиеся,
например, у дрожжей при азотном голодании, сохраняют метаболическую ак-
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тивность, несмотря на присутствие морфологических изменений в ядре и цито-
плазме [5]. В условиях недостатка или отсутствия кислорода для клеток Myco-
bacterium tuberculosis и M. bovis в некультивируемом состоянии характерна
сильно утолщенная клеточная стенка, в особенности ее наружный слой [6].

Факторы внешней среды, индуцирующие переход бактерий в НС, весьма
разнообразны. Наиболее изучены абиотические факторы: температура, концен-
трация солей, свет, аэрация, низкая концентрация питательных веществ или их
отсутствие, наличие тяжелых металлов, а также таких биотических факторов
как антибиотики.

Известно, что 2,4,6-тринитротолуол обладает широким спектром токсиче-
ских эффектов, что предполагает наличие у него способности индуцировать
некультивируемое состояние бактерий. В связи с этим в настоящей работе бы-
ла предпринята попытка индуцировать некультивируемое состояние грамотри-
цательной бактерии Acinetobacter lwoffii JK 2,4,6-тринитротолуолом.

Постановка задачи

Объектом исследования служил штамм грамотрицательной бактерии
Acinetobacter lwoffii JK – изолят из коллекции Медицинской Академии Респуб-
лики Татарстан. В качестве индуктора некультивируемого состояния у иссле-
дуемого штамма использовали 2,4,6-тринитротолуол, ксенобиотик, известный
своей токсичностью по отношению к бактериям [9, 10].

Инокулят выращивали в колбах на 100 мл на мясопептонном бульоне
(МПБ) 16–18 ч при 30°С в условиях принудительной аэрации и вносили в среду
до конечной концентрации 3.4·107 клеток/мл. Культивирование вели в аэрируе-
мых условиях при 30°С в колбах на 250 мл, содержащих 60 мл синтетической
среды следующего состава (г/л): (NH4)2SO4 – 0.5; MgSO4·7H2O – 0.25; NaCl –
0.5; глюкоза – 3.0; фосфатный буфер (0.2 M KH2PO4 / Na2HPO4, pH 7.0) – 4%
(об./об.) с ксенобиотиком (200 мг/л, опытный вариант) и без него (контрольный
вариант). О способности культуры к росту судили по увеличению оптической
плотности, измеряемой фотоколориметре КФК-2-УХЛ4.2 при длине волны
670 нм.

Каждые 24 часа количество живых (культивируемых) микроорганизмов
определяли путем подсчета числа колониеобразующих единиц (КОЕ). Для это-
го клеточную суспензию в соответствующем разведении высевали в 5–7-
кратной повторности на чашки Петри с агаризованной мясопептонной средой и
инкубировали при 30°С в течение 2 суток. Подсчет колоний производили в ва-
риантах разведений, дающих не более 80 колоний на чашке. Данные выражали
в виде средних величин с расчетом среднеквадратичных отклонений.

На 14, 21 и 28 сутки также производили оценку числа живых, жизнеспо-
собных и мертвых клеток с использованием теста Kogure, основанного на по-
ложении, что живые клетки увеличиваются в размерах при добавлении богато-
го питательного субстрата в условиях одновременного блокирования реплика-
ции и деления [11]. Для этого образец, в котором присутствовали различные по
жизнеспособности клетки, инкубировали 4 ч и 24 ч при 30°С в присутствии 250
мкг/мл дрожжевого экстракта и 20 мкг/мл налидиксовой кислоты. После инку-
бации каплю из суспензии фиксировали на предметном стекле формальдеги-
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дом и окрашивали фуксином. Число различных по морфологии и чувствитель-
ности к окраске клеток регистрировали под микроскопом в 20 полях зрения и
выражали в процентах по отношению к общему числу бактерий.

Количество окисленных и восстановленных кофакторов определяли спек-
трофлуориметрически [12, 13] на спектрофлуориметре “SIGNE – 4M” (г. Рига).
Интенсивность флюоресценции суспензии одинакового количества клеток в
физиологическом растворе измеряли на длине волны регистрации 460 нм (для
восстановленных никотинамидадениндинуклеотидов) и 530 нм (для окислен-
ных флавинадениндинуклеотидов) при длине волны возбуждения 340 нм.
Предполагая, что интенсивность пика флуоресценции на длине волны 460 нм и
530 нм пропорциональна количеству восстановленных никотинамидаденин-
нуклеотидов и, соответственно, окисленных флавинадениндинуклеотидов, ин-
тенсивность флуоресценции в нулевой момент времени в контрольном опыте
принимали за единицу, соответствующую, исходя из сказанного выше, единице
количества исследуемых кофакторов.

Количество живых и жизнеспособных клеток оценивали методом окраши-
вания культуры пропидиум йодидом. Пропидиум йодид добавлялся к клеточ-
ной суспензии в концентрации 2.9 мкM. После 10-минутной инкубации образ-
цы центрифугировались и дважды отмывались в NaCl. Флюоресценция изме-
рялась на спектрофлуориметре “SIGNE – 4M”, возбуждение и испускание из-
мерялись при 495 и 615 нм соответственно. Результаты нормировались по оп-
тической плотности при 680 нм и выражались в процентах [14].

Концентрацию глюкозы определяли ферментативным методом [15]. К 0.02 мл
культуральной жидкости после осаждения клеток центрифугированием при
3500 g в течение 15 мин. добавляли 2 мл рабочего раствора (субстратно-фер-
ментативная смесь, растворенная в буфере с фенолом). Пробирки инкубирова-
ли 15 мин. при 37°С, интенсивно встряхивая их через 5–10 мин. После оконча-
ния инкубации определяли оптическую плотность при длине волны 510 нм в
кювете с толщиной слоя 3 мм против холостой пробы (рабочий раствор). Кон-
центрацию глюкозы рассчитывали по калибровочной кривой, построенной с
использованием стандартного раствора глюкозы в диапазоне концентраций 5–
50 мМ.

THT определяли методом, основанным на его реакции с сульфитом натрия
в щелочной среде [16]. К 5 мл культуральной жидкости после осаждения кле-
ток центрифугированием при 3500 g в течение 15 мин. добавляли 20 мл дис-
тиллированной воды и 0.5 г Na2SO3. Через 5 мин. добавляли 0.5 мл 8% раствора
NaOH и тщательно перемешивали. Через 10 мин. измеряли оптическую плот-
ность при 440 нм на фотометре КФК2УХЛ4.2 (кювета 10 мм). Концентрацию
ТНТ рассчитывали по калибровочной кривой, построенной с использованием
растворов ТНТ в диапазоне концентраций 20–200 мг/л. Эффективность транс-
формации ТНТ оценивали по убыванию концентрации ТНТ в культуральной
жидкости.

Для интегральной оценки количества продуктов нитровосстановления
(ПНВ) использовали способность альдегидов, в том числе и ароматических,
взаимодействовать с восстановленными азотсодержащими соединениями [17].
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Суммарное количество ПНВ определяли с помощью цветной реакции с n-диме-
тиламинобензальдегидом по методике, описанной Наумовой с соавторами [18].

Суммарное количество ПНВ и нитритов оценивали в относительных еди-
ницах (отн. ед.), принимая за 1 отн. ед. значение оптической плотности (D420

при определении ПНВ и D530 – нитритов), соответствующее максимальному
содержанию этих веществ в среде культивирования обоих штаммов.

Нитриты определяли по общепринятой методике с реактивом Грисса [19].
За одну относительную единицу принимали значение оптической плотности,
соответствующее максимальному содержанию нитритов в среде культивирова-
ния обоих вариантов.

Результаты и обсуждение

1. Рост культуры и токсическое действие 2,4,6-тринитротолуола. Из
данных, представленных на рис. 1 видно, что исследуемый штамм характери-
зуется медленным ростом и в стационарную фазу переходит только на четвер-
тые сутки. ТНТ в концентрации 200 мг/л полностью подавляет его рост. Тем не
менее, представлялось интересным оценить способность культуры элиминиро-
вать ТНТ.
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Рис. 1. Динамика роста клеток A. lwoffii JK на синтетической среде с ТНТ в концентра-
ции 200 мг/л (опыт) и без него (контроль)

Из данных, представленных на рис. 2, следует, что, несмотря на подавле-
ние роста, исследуемый штамм A. lwoffii JK к 6-м суткам элиминировал ТНТ на
35% от начальной концентрации 200 мг/л.

Ранее мы показали, что в метаболической адаптации микроорганизмов к
токсическому действию ксенобиотиков значительную роль играет смена фер-
ментных систем детоксикации, после инактивации системы  редукции  подклю-
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Рис. 2. Элиминация ТНТ (200 мг/л) A. lwoffii JK из среды культивирования
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Рис. 3. Образование продуктов нитровосстановления и нитритов в процессе культиви-
рования A. lwoffii JK на синтетической среде с ксенобиотиком (200 мг/л)

чается система денитритации. Причиной такой смены, по нашему мнению, мо-
гут быть кинетические различия ферментов систем, а также их чувствитель-
ность к инактивирующему действию ксенобиотика [20]. Основываясь на этом
предположении и принимая во внимание токсическое действие ксенобиотика,
мы определили особенности стратегии трансформации ТНТ Acinetobacter
lwoffii JK, определив продукты начальных этапов трансформации – суммарное
количество продуктов нитровосстановления и нитритов. Как видно из рис. 3,
по истечении первых двух суток культивирования система редукции практиче-
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ски полностью инактивировалась и происходило переключение стратегии тран-
сформации ТНТ – подключение системы денитритации.

Таким образом, штамм A. lwoffii JK неспособен трансформировать ТНТ,
используя только стратегию нитровосстановления ксенобиотика, что говорит в
пользу сильного токсического пресса, оказываемого 2,4,6-тринитротолуолом.

2. Влияние ТНТ на образование восстановленных кофакторов. Извест-
но, что восстановленный НАД (НАДФ) используется клеткой для образования
ПНВ [21]. Однако нельзя исключить, что восстановленные флавиновые кофак-
торы также могут участвовать в этом процессе. Учитывая это, мы определили
динамику образования восстановленных кофакторов (рис. 4) и окисленного
ФАД (рис. 5), количество которого обратно пропорционально восстановленно-
му. Из представленных данных видно, что в присутствии ТНТ количество вос-
становленных пиридин-нуклеотидов снижается. Что, вероятно, и является при-
чиной использования кофакторов не только для жизнеобеспечения клеток, но и
образования ПНВ. Примерно такая же динамика отмечена для окисленного
ФАД, что свидетельствует об увеличении его восстановленной формы в клет-
ках. Увеличение количества восстановленного ФАД, вероятнее всего, можно
объяснить тем, что он не участвует в образовании ПНВ. Кроме того, нельзя ис-
ключить и возможности ингибирования ТНТ и продуктами его трансформации
передачи водорода на хиноны дыхательной цепи.

3. Утилизация глюкозы. Так как глюкоза является основным источником
энергообеспечения, в процессе которого образуются восстановленные кофак-
торы, используемые в том числе и для образования ПНВ в клетке, мы исследо-
вали процесс потребления глюкозы, результаты которого представлены на
рис. 6.

Acinetobacter lwoffii JK практически полностью использовал глюкозу из
среды контрольного варианта в течение 7 суток культивирования.

В опытном варианте снижение концентрации глюкозы в среде происходи-
ло не столь интенсивно как в контроле, и к 8 суткам элиминация глюкозы из
среды практически прекратилась.

В литературе имеются данные по ингибированию ключевых дегидрогеназ
клетки ТНТ и продуктами его нитровосстановления [22, 23]. Для рода
Acinetobacter характерно прямое окисление субстрата через пентозофосфатный
путь [24, с. 314]. По-видимому, снижение эффективности утилизации глюкозы
связано с накоплением в среде ПНВ, ингибирующих ключевой фермент пенто-
зофосфатного пути – глюкозо-6-фосфатдегидрагеназу.

4. Определение живых и жизнеспособных (некультивируемых) клеток.
Для доказательства токсичности ТНТ на клеточном уровне определили количе-
ство живых и жизнеспособных клеток:
• оценка количества колониеобразующих единиц (КОЕ) чашечным методом;
• окрашивание клеток пропидиум йодидом и фуксином;
• определение живых и жизнеспособных (некультивируемых) клеток в тесте

Когуре.
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Рис. 4. Динамика образования восстановленного НАД культурой A. lwoffii JK
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Рис. 5. Динамика образования окисленного ФАД культурой A. lwoffii JK

При высеве инокулята на чашки с плотной питательной средой уже на 3
сутки наблюдалось достоверное снижения числа КОЕ как в контрольном, так и
в опытном вариантах (рис. 7). Начиная с 7 суток и до конца эксперимента, ко-
личество КОЕ в контрольном варианте держалось на одном уровне, тогда как в
опыте оно практически равнялось нулю. Таким образом, можно сделать вывод,
что уже на 8 сутки культура A. lwoffii JK на синтетической среде с ксенобиоти-
ком перешла в некультивируемое состояние.
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Рис. 6. Динамика утилизации глюкозы клетками A. lwoffii JK из синтетической среды с
ТНТ в концентрации 200 мг/л (опыт) и без него (контроль)
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Рис. 7. Количество колониеобразующих единиц клеток A. lwoffii JK, высеянных из син-
тетической среды с ТНТ в концентрации 200 мг/л (опыт) и без него (контроль), и вы-
росших на МПА. За 100% принимали количество КОЕ в нулевой момент времени

Принимая во внимание отсутствие КОЕ и окрашивание 40% клеток опыт-
ного варианта на 7–8 сутки культивирования  (рис. 8),  следует  сделать  вывод,
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Рис. 8. Количество живых и жизнеспособных (неокрашиваемых пропидиум йодидом)
клеток A. lwoffii JK в тесте на жизнеспособность

что неокрашиваемые клетки на этот срок наблюдения являются жизнеспособ-
ными, но некультивируемыми.

После перехода культуры в некультивируемое состояние для оценки жиз-
неспособности клеток использовали тест Когуре [11].

Табл. 1
Процентное содержание клеток в 14, 21 и 28-суточной суспензии

A. lwoffii JK (тест Kogure)

Время, суткиКлетки, % 14 21 28
Крупные клетки 60 7 0

Мелкие клетки 32 68 59

Мертвые клетки 8 25 41

Было отмечено, что на 14 сутки на внесение экзогенного питательного суб-
страта отвечало 60% клеток, при содержании мертвых и мелких клеток 8% и
32% соответственно (табл. 1). Мелкие клетки, не реагирующие на внесение пи-
тательного субстрата, не окрашивались фуксином, как окрашивались мертвые
клетки в опыте, что подтверждает их жизнеспособность. На 21 сутки картина
изменилась: количество мертвых клеток возросло в три раза, количество мел-
ких – в два раза, в то время как количество крупных клеток снизилось с 60% до
7%. На 28 сутки количество мертвых и мелких клеток практически сравнялось,
что свидетельствует о постепенном отмирании культуры и, следовательно, о
постоянном токсическом давлении, оказываемом ксенобиотиком.
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Оба метода оценки жизнеспособности культуры – окрашивание пропидиум
йодидом и тест Когуре – показали наличие некультивируемых, но жизнеспо-
собных клеток, начиная с 7–8 суток культивирования.

Таким образом, можно сделать вывод, что помимо прочих токсических
эффектов в отношении микроорганизмов – генотоксичность и мутагенность
[24], ингибирование ключевых ферментов утилизации глюкозы [22, 26], изме-
нение морфологии клеток, увеличение удельной плотности клеток [27], увели-
чение проницаемости внешней липопротеидной мембраны [10] – 2,4,6-трини-
тротолуол способен приводить штамм A. lwoffii JK в жизнеспособное, но не-
культивируемое состояние уже на 8 сутки культивирования.

Summary

J.F. Kostytcheva, R.E. Davidov, B.M. Kurinenko. Induction of viable but nonculturable
state of Acinetobacter lwoffii JK by 2,4,6-trinitrotoluene.

Dynamics of transformation of Acinetobacter lwoffii JK cells by cultivation under non-
optimal conditions (with presence of xenobiotic 2,4,6-trinitrotoluene) into viable but noncul-
turable form has been studied. The transition of the culture to nonculturable state goes along
with the estimation of the following parameters: counting colonies, measuring optical density,
glucose utilization, xenobiotic elimination from the cultivation medium, appearance of the
initial products of TNT transformation, dynamics of reduced cofactors. The transition of the
culture to the nonculturable state has been shown on the 8th day of incubation with 2,4,6-tri-
nitrotoluene.
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