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Встановëено, що за сумісноãо використання з порфіринами бактеріофаã 
P. aeruginosa потенціює інãібуючу дію вісмутовиõ компëексів на 
процеси, контроëьовані системою quoru� sensing. Показано, що самі 
по собі вісмутові компëекси порфіринів знижують синтез піоцианіну 
та утворення біопëівки P. aeruginosa пропорційно їõ концентрації 
у середовищі. Найбіëь�у інãібуючу активність виявëяє Ві(III)�ТПП, 
наймен�у – Ві(III)�ПП IХ. За присутності 0,4 мкÌ Ві(III)�ТПП кіëькість 
піоцианіну у добовій куëьтурі змен�ується у 1,8 разу від контроëю. 
При 40 мкÌ Bi3+�ТПП кіëькість піãменту буëа нижчою у 2,3 разу, а при 
80 мкÌ – у 3,1 разу. За присутності бактеріофаãа (2½105 БУО/мë) 
вміст піãменту був нижчим у 2,5; 4,7 та 10 разів від контроëю при 
концентраціяõ вісмутовоãо компëексу ТПП 0,4; 4 і 80 мкÌ, відповідно. 
Ìаса біопëівки за сумісноãо впëиву бактеріофаãа і Bi(III)�ТПП утричі 
мен�а ніж при дії тіëьки одноãо порфірину. Вісмутові компëекси 
ін�иõ порфіринів чинять такий самий за спрямованістю ефект, аëе 
за кіëькісними показниками поступаються Ві(III)�ТПП. Встановëено, 
що за дії тіëьки бактеріофаãа формування біопëівки не пору�ується, 
аëе синтез піоцианіну суттєво змен�ується.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : біопëівка, піоцианін, P. aeruginosa, бактеріофаã 
вісмутові компëекси порфіринів. 

Ó зв’язку з широкиì розповсюдженняì бактерій з ìножинною стій-
кістю до антибіотиків в останній ÷ас виникла конöепöія відродження фа-
готерапії – використання бактеріофагів в лікуванні інфекöійних захворю-
вань [15]. В більш широкоìу сенсі фаготерапія передба÷ає застосування 
не тільки живих фагів, але і їх білкових продуктів, які ìожуть вбивати 
бактерії або підвищувати їх ÷утливість до інших антиìікробних засобів. 
До таких білків, перш за все, відносяться ферìенти бактеріофагів, які 
розщеплюють пептидоглікани клітинних стінок бактерій, полісахаридні 
капсули та позаклітинні поліìери [10,14]. Наявність деполіìераз свід÷ить 
про ìожливість використання бактеріофагів або їх ферìентів для руй-
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нування бактеріальних біоплівок. Ñтійкість бактерій у складі біоплівок 
до антиìікробних засобів зна÷ною ìірою забезпе÷ується ìатриксоì, до 
складу якого входять різні біополіìери [6,7,11]. Ðозщеплення поліìерів 
зìеншує в’язкість біоплівок, що сприяє підвищенню ÷утливості бактері-
альних клітин до антибіотиків [5,13].

Ðаніше наìи було показано, що коìерöійний препарат синьогнійного 
бактеріофага утворює негативні колонії на газоні Pseudo�onas aeruginosa 
ÀÒÑÑ 15692, але не впливає на форìування öиì штаìоì біоплівки та 
кількість планктонних клітин [3]. Òоìу було доöільниì дослідити здат-
ність öього бактеріофага потенöіювати дію сполук, які попереджають 
утворення біоплівки P. aeruginosa. 

Ìетою роботи було дослідження суìісного впливу синьогнійного 
бактеріофага і вісìутових коìплексів синтети÷них порфіринів – ефек-
тивних інгібіторів систеìи ìіжклітинної коìунікаöії і форìування біо-
плівки [1,4], на деякі показники функöіонування систеìи quorum sensing 
P. aeruginosa ÀÒÑÑ 15692.

Ìатеріали і методи
Ó роботі як тест-ìікроорганізì використовували колекöійний штаì 

Pseudo�onas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692. 
Досліджені у роботі порфірини синтезовані у ПНДЛ-5 ОНÓ іìені 

I.I. Ìе÷никова. Ниж÷е наведені структурні форìули, повні та скоро÷ені 
назви öих ре÷овин: 

 

Джерелоì бактеріофага слугував коìерöійний препарат «Бактеріофаг 
Псевдоìонас аеругіноза (синьогнійний)» виробниöтва ÌікроГен з титроì 
107 бляшкоутворюю÷их одиниöь в 1 ìл. 

Вив÷ення суìісного впливу синьогнійного бактеріофага і вісìутових 
коìплексів синтети÷них порфіринів на функöіонування систеìи quorum 
sensing P. aeruginosa проводили у стаöіонарній систеìі «планктон–
біоплівка» за показникаìи: утворення біоплівки, синтез піоöианіну, 
кількість планктонних клітин.
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Êультивування здійснювали у 48-лункових планшетах «Nuclon». Ó 
кожну лунку поìіщали 1 ìл середовища Гіса з глюкозою без індикатора 
Àндреде і вносили добову культуру P. aeruginosa до кінöевої конöентраöії 
103 кл/ìл. В експериìентах з бактеріофагоì у лунки вносили по 20 ìкл 
коìерöійного препарату. Вісìутові коìплекси порфіринів додавали до 
кінöевих конöентраöій 0,4; 40 та 80 ìкÌ.

Планшети інкубували в терìостаті при теìпературі 37 °Ñ впродовж 
24 годин. Після öього виìірювали опти÷ну густину планктонної культури 
на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) при довжині хвилі 540 нì. 

Біоплівки у планшетах відìивали від неприкріплених клітин 
фізіологі÷ниì роз÷иноì та фіксували 96% етанолоì на протязі 10 хв. 
Після фіксаöії зразки забарвлювали водниìи роз÷иноì кристалі÷ного 
фіолетового впродовж 5 хв. Біоплівку у планшетах після висушування 
при кіìнатній теìпературі руйнували за допоìогою лізую÷ого роз÷ину 
0,1 Ì NaOH + 1% SDS та інкубували при кіìнатній теìпературі 1,5 год. 
Облік результатів проводивли на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) 
при довжині хвилі 592 нì [9].

Для визна÷ення вìісту піоöианіну 5 ìл супернатанту переносили у 
÷исті пробірки, екстрагували 3 ìл хлорофорìу і реекстрагували 1 ìл 0,2 
Н HCl до виникнення ÷ервоного забарвлення. Заìіряли опти÷ну густину 
роз÷ину піоöианіну у 0,2 Н HCl на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) 
при довжині хвилі 510 нì [8]. 

Всі експериìенти проводили три÷і з 5 повтораìи в кожноìу. 
Ñтатисти÷ну обробку результатів досліджень провадили з викорис-

танняì загальноприйнятих ìетодів варіаöійного та кореляöійного аналізу. 
Ðозраховували середні зна÷ення показників (Х–) та їх стандартну похибку 
(SХ

-). Вірогідність відìінностей ìіж середніìи визна÷али за критерієì 
Ñтьюдента, оöінюю÷и вірогідність отриìаних результатів на рівні зна-
÷иìості не ìенше 95% (р≤0,05). Ìатеìати÷ні розрахунки здійснювали 
за допоìогою коìп’ютерної програìи Excel [2].

Ðезультати та їх обговорення
Одержані результати (рис. 1–3) свід÷ать про те, що досліджувані 

вісìутові коìплекси порфіринів інгібують утворення біоплівки, син-
тез піоöианіну та зìеншують вìіст клітин P. aeruginosa у планктоні. 
Вираженість öих ефектів залежить від конöентраöії сполук у середовищі. 
Показано, що найбільшу пригні÷ую÷у активність виявляє Ві(III)-ÒПП. 
Вже за конöентраöії 0,4 ìкÌ öей коìплекс знижує утворення біоплівки 
і синтез піоöианіну на 35% і 44%, відповідно. 

Два інші коìплекси у даній конöентраöії зìеншують öі показники на 
20–30%. За впливу більш високих конöентраöій досліджуваних сполук 
спостерігаються більш суттєві відìінності ìіж їх ефектаìи.
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Ðис. 1. Âміст планктонних клітин P. aeruginosa ÀÒСС 15692 за впливу вісмутових 
комплексів порфіринів та бактеріофага

Приìітка:     –  різниöя достовірна у порівнянні з  контролеì

Fіg.1. P. aeruginosa ÀÒСС 15692 planctonіc cells contaіn on the porphyrіnes 
bіsmuth complexes and bacterіophage presence

Note: –   significant different from control
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Якщо за присутності 80 ìкÌ Ві(III)-ПП IХ ìаса біоплівки становить 
біля 70% від контролю, то за дії Ві(III)-ÒПП і Ві(III)-ÒХП вона є ниж÷ою 
у 12 та 5,5 разів, відповідно. Òака саìа залежність спостерігається при 
визна÷енні впливу на пігìентоутворення P. aeruginosa. Більш високу 
інгібую÷у активність у порівнянні з Ві(III)-ПП IХ виявляють ìезозаìіщені 
вісìутові коìплекси. Ñинтез піоöианіну зìеншується у два рази за 
присутності вісìутового коìплексу протопорфірину IХ і у три рази за 
дії двох інших сполук. На нашу дуìку більша ефективність Ві(III)-ÒПП 
і Ві(III)-ÒХП ìоже бути обуìовлена присутністю в мезо-заìісниках öих 
ìолекул ÷отирьох позитивно заряджених атоìів азоту, що полегшує 
їх зв’язування з негативно зарядженою поверхнею клітин. В ìолекулі 
Ві(III)-ПП IХ у бокових заìісниках таких атоìів неìає. Êріì того, öей 
коìплекс ìоже руйнуватися геìоксигеназою клітин. 

Êількість клітин у планктоні (рис. 1) зìеншується за впливу усіх 
досліджуваних сполук, але не так зна÷но, як утворення біоплівки і синтез 
фенізінового пігìенту. Оскільки пул планктонних клітин форìується 
завдяки їх поділу та відкріпленню від біоплівки, ìожна припустити, що 
вісìутові коìплекси порфіринів сприяють саìе другоìу ìеханізìу. На 
користь öього свід÷ать отриìані наìи раніше дані про більш ефективне 
пригні÷ення досліджуваниìи сполукаìи росту P. aeruginosa у суспензійній 
культурі в порівнянні зі зìеншенняì вìісту клітин у рідкій фазі в систеìі 
«планктон–біоплівка» [12]. 

Наведені на рис. 1 і 2 дані деìонструють, що за додавання тільки 
одного бактеріофага форìування біоплівки і накопи÷ення клітин у 
планктоні не порушуються. Однак при öьоìу вдві÷і зìеншується синтез 
піоöианіну (рис. 3). Ó рази суìісного використання з порфіринаìи 
препарат бактеріофага потенöіює дію вісìутових коìплексів, хо÷а у 
різноìу степені щодо окреìих характеристик. Òак, зìеншення вìісту 
планктонних клітин спостерігається в усіх варіантах, але воно не переви-
щує 5–15% і не є достовірниì (рис. 1). Ó той же ÷ас, контрольовані сис-
теìою quoru� sensing проöеси форìування біоплівки та синтез піоöианіну 
за присутності бактеріофага достовірно інгібуються у порівнянні з дією 
тільки одних порфіринів (рис. 2 і 3). Найбільш суттєві зìіни (зниження 
у 2–3 рази) спостерігаються при конöентраöіях вісìутових коìплексів 
40 і 80 ìкÌ. Наприклад, за присутності 0,4 ìкÌ Bi(III)-ÒПП кількість 
піоöіаніну у добовій культурі зìеншується у 1,8 разу від контролю, при 
40 ìкÌ кількість пігìенту була ниж÷ою у 2,3 разу, а при 80 ìкÌ – у 
3,1 разу. За додавання бактеріофага вìіст пігìенту був ниж÷иì у 2,5; 4,7 
та 10 разів від контролю при конöентраöіях вісìутового коìплексу ÒПП 
0,4; 40 і 80 ìкÌ, відповідно. Ìаса біоплівки за суìісного впливу бакте-
ріофага і Bi(III)-ÒПП утри÷і ìенша ніж при дії тільки одного порфірину. 

Вісìутові коìплекси інших порфіринів ÷инять такий саìий за спря-
ìованістю ефект. Ñлід відìітити також зна÷не зростання ефективності 
найìенш активного з досліджуваних сполук Ві(III)-ПП IХ. 
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Ðис. 2. Утворення біоплівки P. aeruginosa ÀÒСС 15692 за впливу вісмутових 
комплексів порфіринів та бактеріофага

Приìітка: *  – різниöя достовірна у порівнянні з дією тільки порфіринів
– різниöя достовірна у порівнянні з  контролеì

Fіg. 2. P. aeruginosa ÀÒСС 15692 bіofіlm formatіon on the porphyrіnes bіsmuth 
complexes and bacterіophage presence

Note: * –   significant different from porphyrines
Note: –   significant different from control
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Ðис. 3. Синтез піоцианіну P. aeruginosa ÀÒСС 15692 за впливу вісмутових 
комплексів порфіринів та бактеріофага

Приìітка: * – різниöя достовірна у порівнянні з дією тільки порфіринів
– різниöя достовірна у порівнянні з контролеì

Fіg. 3. P. aeruginosa ÀÒСС 15692 pіocyanіn bіosynthesіs 
on the porphyrіnes bіsmuth complexes and bacterіophage presence

Note: – significant different from porphyrines
Note:   – significant different from control
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Òакиì ÷иноì, встановлено, що за коìбінованого використання бактері-
офага та інгібіторів систеìи quorum sensing P. aeruginosa спостерігається 
потенöіювання ефектів öих засобів і пригні÷ення rhl- ланки ìіжклітинної 
коìунікаöії P. aeruginosa. Зна÷не зниження синтезу піоöианіну, як одного 
з факторів патогенності, зìеншує інфекöійний потенöіал P. aeruginosa. 
Ìожливиì ìеханізìоì потенöіювання дії вісìутових коìплексів порфіри-
нів ìоже бути розрідження ìатриксу біоплівки і слизового шару навколо 
клітин завдяки впливу деполіìераз бактеріофага, що поліпшує контакт 
öих сполук з клітинаìи. Здатність саìого препарату бактеріофага пригні-
÷увати синтез піоöіаніну свід÷ить про наявність в ньоìу коìпонентів, які є 
інгібітораìи rhl- ланки quorum sensing. Останнє обґрунтовує доöільність 
дослідження більш широкого кола ознак, залежних від функöіонування 
систеìи ìіжклітинної коìунікаöії та її окреìих ланок. 
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ÂËÈßÍÈÅ ÂÈÌСÌУÒÎÂЫÕ ÊÎÌПËÅÊСÎÂ ПÎÐФÈÐÈÍÎÂ È 
ÁÀÊÒÅÐÈÎФÀÃÀ ÍÀ ФÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎПËÅÍÊÈ È СÈÍÒÅЗ 

ПÈÎÖÈÀÍÈÍÀ PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Ðеферат

Показано, ÷то при совìестноì использовании с порфиринаìи пре-
парат бактериофага P. aeruginosa потенöирует ингибирующее действие 
висìутовых коìплексов на проöессы, контролируеìые систеìой quoru� 
sensing. Ñаìи по себе висìутовые коìплексы порфиринов снижают 
синтез пиоöианина и образование биопленки P. aeruginosa пропорöио-
нально их конöентраöии в среде. Наибольшую угнетающую активность 
проявляет Ві(III)-ÒПП, наиìеньшую – Ві(III)-ПП IХ. В присутствии 0,4 
ìкÌ Bi(III)-ÒПП коли÷ество пиоöианина в суто÷ной культуре уìеньша-
ется в 1,8 раза от контроля. При 40 ìкÌ Bi(III)-ÒПП содержание пиг-
ìента было ниже в 2,3 раза, а при 80 ìкÌ – в 3,1 раза. В присутствии 
бактериофага (2½105 БОÅ/ìл) содержание пигìента снижалось в 2,5; 
4,7 та 10 раз от контроля при конöентраöиях висìутового коìплекса 
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ÒПП 0,4; 4 і 80 ìкÌ, соответственно. Ìасса биопленки при совìестноì 
воздействии бактериофага и Bi(III)-ÒПП была ìеньше втрое ÷еì при 
действии только одного порфирина. Висìутовые коìплексы других по-
рфиринов оказывают такой же саìый по направленности эффект, но по 
коли÷ественныì показателяì уступают Ві(III)-ÒПП. При использовании 
одного бактериофага образование биопленки не нарушается, однако 
синтез пиоöианина существенно снижается. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : биопленка, пиоöианин, P. aeruginosa, бакте-
риофаг висìутовые коìплексы порфиринов. 
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ACTION OF PORPHYRINES BISMUTH COMPLEXES  
AND BACTERIOPHAGE ON PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
BIOFILM FORMATION AND PIOCYANIN BIOSYNTHESIS

Summary

It was shown that P. aeruginosa bacteriophage can posses inhibitory 
action on the quorum sensing system in presence of synthetic porphyrines 
bismuth complexes. Synthetic porphyrines bismuth complexes, used alone, 
show an ability to inhibit piocyanin biosynthesis depend of its concentra-
tion in culture media. Ві(III)-ÒPP shows the highest inhibitory activity, 
Ві(III)-ПП IХ – the lowest. In presence of 0.4 µM Ві(III)-ÒPP piocyanin 
concentration in culture media decreases 1.8 times as compared to the 
control. In presence of 40 µM Ві(III)-ÒPP pigment concentration decreased 
2.3 times and in presence of 80 µM – 3.1 times. In presence of bacterio-
phage (2½105 PFU/ml) and Ві(III)-ÒPP concentrations (0.4; 4 and 80 µÌ) 
pigment contain decreased 2.5; 4.7 and 10 times respectively. The biofilm 
mass on the synergistic action of the bacteriophage and Ві(III)-ÒPP was 
three times lower than in presence of this porphyrine bismuth complex 
alone. Bismuth complexes of other porphyrines used, show the same ef-
fects, but rather lower than Ві(III)-ÒPP. Bacteriophage used alone show no 
effects on the biofilm formation, while piocyanine biosynthesis in presence 
of bacteriophage strongly decreased.

K e y  w o r d s : biofilm, piocyanin, P. aeruginosa, bacteriophage, 
porphyrines bismuth complexes. 


