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E nterobacteriaceae відносяться

до родини мікроорганізмів

найбільш вивчених фено� і генотип�

но, тим не менш їх систематика

постійно змінюється і вдоскона�

люється. Так, в останні роки різни�

ми дослідниками [1, 2] із застосу�

ванням як традиційних, так і сучас�

них методів хемо� і геносистематики

були відкриті нові роди

Enterobacteriaceae, які характеризу�

ються різною спорідненістю з

Escherichia. Одним з таких родів є

Pragia, представлений видом 

P. fontium, який характеризується

низькою спорідненністю з Escherichia
(5% гомології ДНК), але на рівні

різних родів однієї родини. Відомо,

що одним із факторів патогенності

грамнегативних бактерій є ліпо�

полісахариди (ЛПС), які представ�

ляють собою складний гліко�

кон'югат, розташований на зовніш�

ній мембрані. ЛПС характеризують�

ся широким спектром біологічної

активності, в тому числі і ендоток�

сичної, зокрема пірогенністю, ле�

тальною токсичністю, реакцією

Шварцмана, тощо. Молекула ЛПС

складається з трьох частин: О�спе�

цифічного полісахариду, який обу�

мовлює антигенну активність;

олігосахариду кору, який відіграє

суттєву роль в підтриманні цілос�

ності зовнішньої мембрани; ліпіду

А, який є ендотоксичним центром і

відповідає за всі види ендотоксичної

активності ЛПС. Оскільки ЛПС P.

fontium вперше в світі були виділені і

охарактеризовані нами раніше [3],

метою даної роботи було дослідити

токсичну і пірогенну активність

ЛПС, а також вивчити, чи впливає

жирнокислотний склад ліпідів А на

ендотоксичну активність ЛПС.

Матеріали і методи 
Об'єктом дослідження було 8

штамів Pragia fontium, виділених з

води: питної, колодязної, річкової

та води з водогону (табл. 1). Штами

були люб'язно надані зав. відділом

нових та маловивчених інфекцій

інституту мікробіології  та імунології

АМН України к.м.н. С.І. Похилом.

Штами вирощували на синте�

тичному рідкому середовищі N [4], в

умовах качалок (220 об./хв) при тем�

пературі 28 оС, на протязі 24 год.

Виділення та очистку ЛПС прово�

дили водно�фенольним методом  [5].

Для отримання ліпіду А прово�

дили деградацію досліджуваних

ЛПС (2 % оцтова кислота, 100 0С,

від 2 до 6 год, в залежності від шта�

му). Ліпід А відділяли центрифугу�

ванням при 15000 g, 30 хв. 

При визначенні жирнокислот�

ного складу наважку препарату (10

мг) розчиняли у 3 мл 1,5 % розчину

хлористого ацетилу в метанолі (по�

передньо охолодженому) і гідролізу�

вали при температурі 100 0С в запая�

них ампулах протягом 4 год. Мети�

лові ефіри жирних кислот екстрагу�

вали тричі гексаном (по 3 мл).

Фракцію н�гексану відбирали і ви�

сушували на вакуумному випарову�

вачі [6]. Аналіз метилових ефірів

жирних кислот проводили на хро�

мато�мас�спектрометричній системі

Аgilent 6890N/5973 inert. Колонка

НР�5MS, довжина 30 м, внутрішній

діаметр 0,25 мм, товщина фази 0,25

мкм. Температурний режим 150�

2500С, градієнт температури 4 0С/хв,

газ�носій � гелій, швидкість потоку

через колонку 1,2 мл/хв. Температу�

ра випаровувача з поділом потоку

1:100. Обробку результатів проводи�

ли за допомогою персонального

комп'ютера та стандартної суміші

метилових ефірів жирних кислот

(виробник Supelco, США). 

Визначення токсичності ЛПС

проводили на здорових білих мишах

масою 19�21 г обох статей, раніше не

задіяних в будь�яких дослідженнях.

Всім мишам вводили внутрішньо�

очеревинно 0,5 мл 3,2 %�вого розчи�

ну Д�галактозамінгідрохлориду в

непірогенному стерильному розчині

0,9 %�ного NaCl. Після чого негай�

но вводили внутришньоочеревинно

0,2 мл підігрітого до 37 0С ЛПС в ізо�

тонічному стерильному непіроген�

ному фізіологічному розчині зі

швидкістю 0,1 мл/с. В серії розве�

день ЛПС визначали дозу препарату,

що викликала загибель 50 % тварин

(ЛД50), яку використовували для

оцінки токсичності ЛПС. Кожну

серію розведень препарату ЛПС

випробували на десяти мишах.

Контрольній групі (10 мишей) вво�

дили разом з D�галактозамінгідрох�

лоридом 0,2 мл стерильного розчину

0,9 %�ного NaCl. Спостереження за

тваринами проводили протягом 48

год [7]. 

Пірогенну дію ЛПС вивчали на

кролях масою 2,0�3,5 кг [7]. Термо�

метрію проводили протягом 3 год

зранку до годівлі за допомогою

електронного термометру ("Omron

Matsusaka Co. Ltd", Японія), який

вводили в пряму кишку на глибину

5�7 см. Попередньо всіх кролів вип�

робовували на реакцію при внут�

ришньовенному введенні 10 мл/кг

0,9 % стерильного непірогенного

розчину хлориду натрію. Досліджу�

вані препарати ЛПС розчиняли в

стерильному непірогенному ізо�

тонічному розчині, перед введенням

витримували протягом 10 хв при 

37 0С, після чого внутришньовенно

вводили з розрахунку 1 мл/кг маси

тварини. Мінімальну пірогенну дозу

препаратів ЛПС визначали в серії

розведень від 0,5 до 1,0х10�2 мг/мл.

Кожну серію досліджуваних роз�

чинів перевіряли на 3�х кролях,

близьких за масою (які відрізнялись

не більш, ніж 0,5 кг). Перед введен�

ням розчину ЛПС у кролів двічі

вимірювали температуру з інтерва�

лом 30 хв. Оскільки різниця в показ�

никах температури не повинна пе�

ревищувати 0,2 0С, тварин, що не

відповідали цьому показнику, для

дослідження не використовували.

Результат останнього вимірювання

приймали за вихідну температуру.

Розчин ЛПС вводили не пізніше ніж

через 15�20 хв після останнього

вимірювання температури. Нас�

тупні вимірювання проводили після

введення препарату тричі з

проміжками в 1 год. Досліджуваний

розчин ЛПС вважали непірогенним,
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якщо сума підвищень температур у 3

кролів була меншою або дорівнювала

1,4°С. Якщо ця сума перевищувала

2,2°С, то досліджуваний розчин вва�

жали пірогенним. Експеримент про�

водили в трьох повторностях.

Результати  та обговорення
Відомо, що ЛПС грамнегативних

бактерій характеризуються високою

імунологічною, радіопротекторною

та протипухлинною активністю, що

дозволяє розглядати їх як основу для

потенційних лікувальних і профілак�

тичних препаратів. Основною пе�

решкодою для такого застосування

ЛПС слугує їх висока токсичність та

пірогенність. Оскільки P. fontium є

представником нового, ще не вивче�

ного роду Enterobacteriaceae, дослід�

ження токсичності і пірогенності їх

ЛПС, а також жирнокислотного

складу ліпідів А дадуть змогу зроби�

ти внесок в біологічну характеристи�

ку представників цього виду.

Для оцінки токсичності ЛПС

досліджуваних штамів P. fontium виз�

начали дозу препарату ЛПС, яка при

внутрішньоочеревинному введенні

галактозамінгідрохлорид�сен�

сибілізованим мишам викликала за�

гибель 50% експериментальних тва�

рин (ЛД 50). Досліджувані препарати

ЛПС проявляли різний рівень ток�

сичної активності, что відображено

в показниках ЛД50 (табл. 1). При

аналізі отриманих результатів мож�

на відмітити, що ЛПС шт. 27480 ха�

рактеризувався найбільшою ток�

сичністю, ЛД50 якого складала 1875

мг/кг, найменш токсичний � ЛПС

шт. 28652, ЛД50 якого � 4412 мг/кг.

Треба відмітити, що отримані ре�

зультати вказують на відносну не�

токсичність ЛПС P. fontium в

порівнянні з іншими представника�

ми родини Enterobacteriaceae, зокре�

ма E. coli О55:В5, який був викорис�

таний для порівняння.

Вивчення пірогенної дії ЛПС

проводили згідно біологічного ме�

тоду якісного контролю присутності

бактеріальних ендотоксинів в ме�

дичних препаратах. Для проведення

порівняльної оцінки пірогенних ха�

рактеристик досліджуваних ЛПС

при внутрішньовенному введенні

кролям в серії розведень була вста�

новлена мінімальна пірогенна доза,

яка складала 7,5х10�3 мкг ЛПС/мл

апірогенного ізотонічного розчину.

Результати термометрії (рисунок,

табл. 2) показали, що підвищення

температури у експериментальних

тварин більш, ніж на 0,45оC, що ви�

ЛПС штамів
ЛД50

мкг/мишу мкг/кг

20125 40 2857

20125* 30 2143

20125** 60 3529

29671 50 3333

28203 40 2857

28652 75 4412

97U116 50 3333

27480 30 1875

96U101 40 2667

97U124 50 3333

ЛПС E. coli

О55:В5
0,14 8

Таблиця 1

Визначення ЛД50 ЛПС P. fontium

Примітки: в цій та табл. 2 і 3  1.* —
ЛПС, одержаний при
вирощуванні культури при 4оС;
2.** — ЛПС, одержаний при
вирощуванні культури при 36оС;
3. всі інші � ЛПС, одержані при
вирощуванні культур при 25оС.

Штами

Середнє значення відхилення температури
(оС) після введення через різні проміжки часу

1 год 2 год 3 год

20125 +0,83 +1,198 +1,52

20125* +1,01 +1,31 +1,64

20125** +0,77 +0,98 +1,28

29671 +0,57 +0,93 +1,01

28203 +0,45 +0,77 +0,98

28652 +0,65 +0,948 +1,09

97U116 +0,52 +0,88 +1,22

27480 +0,91 +1,245 +1,46

96U101 +0,87 +1,21 +1,58

97U124 +0,7 +1,018 +1,31

ЛПС Shigella typhi "Пірогенал" +0,59 +0,69 +0,71

Таблиця 2

Визначення пірогенної дії ЛПС P. fontium

Рисунок. Пірогенна дія ЛПС P. fontium

20125* — ЛПС, одержаний при вирощуванні культури при 4оС;

20125** — ЛПС, одержаний при вирощуванні культури при 36оС;

всі інші — ЛПС, одержані при вирощуванні культур при 25оС
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ходить за межі фізіологічної норми

здорових тварин, викликали розчи�

ни ЛПС всіх досліджуваних штамів,

введення яких протягом перших 2

год приводило до різкого підвищен�

ня температури тіла. Як свідчать ре�

зультати, ЛПС всіх досліджуваних

штамів P. fontium виявляли значно

більшу пірогенну активність ніж

"Пірогенал" � фармацевтичний пре�

парат, діючим компонентом якого є

ЛПС Shigella typhi.
Оскільки досліджувані ЛПС

розрізнялися між собою як ток�

сичністю, так і пірогенністю,

ймовірно, вони характеризуються

деякими особливостями хімічного

складу ліпідів А, зокрема вмістом

жирних кислот. На основі даних

хромато�мас�спектрометрії з вико�

ристанням метода комп'ютерного

аналізу (табл. 3) в ліпідах А всіх

досліджуваних штамів P. fontium
ідентифіковані жирні кислоти, які

містять в ланцюгу від 12 до 16 атомів

вуглецю. Домінуючою в ліпідах А

всіх досліджених штамів була 3�

гідрокситетрадеканова кислота, яка

виявлялася від 42% до 49 % в залеж�

ності від штаму. Також виявлені тет�

радеканова, гексадеценова, гексаде�

канова  та додеканова жирні кисло�

ти. Ненасичені жирні кислоті не є

характерними компонентами ліпіду

А, а є результатом деградації окси�

кислот, хоч в літературі описані де�

які випадки виявлення їх в складі

ліпіду А [8]. Своєрідність жирнокис�

лотного складу ліпіду А, найбільш

консервативної частини молекули

ЛПС, може бути використана також

як додатковий таксономічний кри�

терій при диференціації видів. І

дійсно, як і для інших представників

Enterobacteriaceae, для ліпіду А P.
fontium характерна присутність тіль�

ки однієї гідроксикислоти � 3�

гідрокситетрадеканової, яка ацилює

як аміно�, так і гідроксильні групи

глюкозаміну. Отже отримані дані є

додатковим показником, який

підтверджує правильність віднесен�

ня досліджуваних штамів до предс�

тавників ентеробактерій.

Таким чином, наявність 3�

гідрокситетрадеканової кислоти є

характерною для всієї родини

Enterobacteriaceae, хоча наявність

певних оксикислот в ліпіді А для

більшості грамнегативних бактерій

є видовою ознакою [9, 10].

За жирнокислотним складом

ліпіди А всіх досліджуваних штамів

можна віднести до одного хемотипу. 

Порівняльне вивчення токсич�

ності і пірогенності ЛПС досліджу�

ваних штамів P. fontium з жирнокис�

лотним складом свідчить про різни�

цю в якісному складі. Зокрема,

ЛПС, які більш ендотоксичні,

містять в 2 рази меншу кількість гек�

садеценової і гексадеканової кислот.
Фактором, який кардинально

змінює у бактерій експресію ряду
ознак, є температура інкубації. Хоча
температурнозалежні зміни носять
регуляторний характер, вони відоб�
ражаються на синтезі конститутив�
них біополімерів клітини і, зокрема,
на хімічній структурі ЛПС, що, в
свою чергу, впливає на його ендо�
токсичні властивості. Вивчення
жирнокислотного складу ліпіду А
ЛПС типового штаму 20125, який
вирощували при 4, 25 і 360С
свідчить, що якісних змін в них не
спостерігається, але виявлено зміни
в кількісному складі. Так, з підви�
щенням температури збільшувався
вміст насичених жирних кислот �
додеканової, тетрадеканової, гекса�
деканової та, відповідно, зменшува�
лась кількість ненасиченої жирної
кислоти � гексадеценової (табл. 3).
При дослідженні ендотоксичних
властивостей встановлено (табл. 1,
2), що ЛПС, виділені з клітин 
P. fontium, які вирощували при
низькій температурі (40С), були
більш токсичні і пірогенні, ніж
ЛПС, одержані з клітин, вирощу�
вання яких проводили при більш
високих (36 0С) в порівнянні із зви�
чайними (250С) температурами.
Аналогічні результати були одер�
жані раніше дослідниками [11], які
показали, що ЛПС, виділений із
Yercinia pestis EV 76, яка вирощена
при 28 0С, проявляє токсичність що�
до білих мишей в дозах 300�1000 мкг.
Препарати ЛПС, одержані шляхом
вирощування бактерій при темпера�
турі 37 0С, були нетоксичними при
внутрішньоочеревинному введенні
3000 мкг.

Таким чином, нами вперше по�

казано, що, на відмінну від ЛПС

інших представників ентеробак�

терій, ЛПС P. fontium менш токсичні

і пірогенні. Встановлена різниця в

якісному жирнокислотному складі

більш і менш токсичних і піроген�

них ЛПС. ЛПС, одержані з клітин P.
fontium, вирощених при більш

низькій температурі, проявляли

більшу токсичність і пірогенність.

Штам,
препарат

Вміст жирних кислот, % до загальної суми площ піків

до:
деканова

тетра:
деканова

3:гідрокси:
тетра:

деканова

гекса:
деценова

гекса:
деканова

мінорні
компоненти

20125 1,6 19,7 47,3 16,9 12,1 2,4

20125* 0,8 20,3 45,9 24,1 8,9 0

20125** 7,1 29,5 39,9 8,2 11,3 4,0

29671 1,5 20,7 49,6 17,9 7,7 2,6

28203 1,5 23,6 48,7 17,6 7,3 1,3

28652 2,2 23,5 42,1 13,4 15,4 3,4

97U116 4,9 23,5 45,8 8,6 12,6 4,6

27480 4,2 28,9 45,1 7,5 7,9 6,4

96U101 4,3 24,5 47,8 8,7 10,8 4,0

97U124 3,9 22,5 44,7 13,2 11,5 4,2

Таблиця 3

Жирнокислотний склад ЛПС P. fontium
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В.В. Шубчинский, Л.Д.Варбанец, , О.С. Броварская

ЭНДОТОКСИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ
ЛИПОПОЛИСАХАРИДОВ PRAGIA FONTIUM

Впервые показано, что, в отличие от липополисахаридов

других представителей энтеробактерий, ЛПС P. fontium менее

токсичны и пирогенны. Установлена разница в количественном

жирнокислотном составе более и менее токсичных и пирогенных

ЛПС. ЛПС, полученные с клеток P. fontium, выращенных при

более низкой температуре, проявляли большую токсичность и

пирогенность.

V.V. Shubshinskyi, L.D. Varbanets, O.S. Brovarskaya

ENDOTOXIC ACTIVITY OF PRAGIA FONTIUM
LIPOPOLYSACCHARIDES

For the first time it was shown that unlike of lipopolysaccharides of

other representatives of enterobacteria, LPS of P. fontium are less toxic

and pyrogenic. The differences in quantitative fatty acid composition of

more and less toxic and pyrogenic LPS have been established. It was set�

tled that LPS obtained from P. fontium cells which was grown at more low

temperature displayed more high toxicity and pyrogeneity.
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