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В постановлении Ц К  К П С С  и Совета Министров С С С Р  от 9 января 1963 года «О мерах по дальнейшему развитию биологической науки и укреплению ее связей с практикой» указывается, что основными задачами биологической науки является выяснение сущности явлений жизни, вскрытие биоло­гических закономерностей развития органического мира, изу­чение физики, х и м и и живого, разработка различных спосо­бов управления жизненными процессами, в частности, о б м е ­н о м  в е щ е с т в ,  наследственностью и изменениями организ­мов. Среди указанных направлений биологической науки долж­ное место отведено б и о л о г и ч е с к о й  х и м и и  в связи с гем, что в последнее время научные исследования в области биологии, физиологии, микробиологии и некоторых областях промышленности в значительной степени развиваются благо­даря достижениям биохимии.Как известно, основной характеристикой жизни организма является метаболизм. При изучении его биохимических аспек­тов исследователи руководствуются принципом единства и эволюционной преемственности живых форм. Сравнительный метод исследования дает возможность понимать биохимию не только примитивных, но и высокоорганизованных существ. Это видно из того, что многие биохимические процессы, проис­ходящие в организме людей и животных, были впервые успеш­но расшифрованы при помощи постановки биохимических опытов на моделе микробной клетки (А. М. Кузин, 1946; В. С. Гостев, 1951; В. Н. Шапошников, 1960; Е. М . Губарев, 1961; Л . Месробяну и П. Пэунеску, 1963). В связи с этим изу­чение биохимии микроорганизмов представляет не только большой теоретический, но и практический интерес, особенно для медицинской и ветеринарной микробиологии, перед кото­рыми поставлена ответственная задача по разработке и изго­товлению эффективных профилактических биопрепаратов против инфекционных заболеваний людей и животных. 3



Большой урон развитию животноводства в Казахстане причиняет инфекционная энтеротоксемия овец, основным эти­ологическим фактором которой является воздействие на орга­низм бактериальных токсинов С1оз1псИит реДппдепз типа С (бета-токсин) и типа Д  (эпсилон-токсин). Работами совет­ских исследователей (М. Д . Полыковский, Ф. М. Каган и А. В. Ляушкин, 1958; В. И . Деньков, 1961; В. 'С. Анисимов иA. К- Кунанбаев, 1961, 1963) установлено, что на территории Казахстана преобладает инфекционная энтеротоксемия овец, вызываемая возбудителем С1. регГпп&епз типа Д.Для профилактики инфекционной энтеротоксемии овец широкое применение получила активная иммунизация живот­ных (М. Д . Полыковский, Я. Р. Коваленко, 1954; А. А. Волко­ва и Т. Н. Толстокулакова, 1957; П. И. Кабанов, 1957; Ф. И. К а­ган и А. И. Колесова, 1958; В. И. Деньков, 1961; В. С . Аниси­мов, 1963; В. С. Анисимов и др., 1968, Н. М. Черноусое, 1969; И. А. Барабанов, 1969). Однако существенным препятст­вием при получении постоянных по активности препара­тов являются затруднения, связанные с изысканием стан­дартных питательных сред, предназначенных для выра­щивания микробов и получения токсина, от активности которого в значительной степени зависят иммуногенные свой­ства того или иного биопрепарата (А. В. Пономарев, 1959; П. В. Павлов и А. Г. Леонов, 1961; Н. Пуш ек а. А. Н. МУ. Наи- зсЫИ, 1965; и другие).Литературные данные указывают на то, что существуют определенные и достаточно специфичные требования микро­бов к источникам питания, температурному режиму, инициаль­ному рН и окислительно-восстановительному потенциалу сре­ды, от которых зависят направление и темпы метаболических процессов, деятельность ферментов, диссоциация промежуточ­ных продуктов и пути их дальнейших превращений и т. д. (М. Д . Иерусалимский, 1949, 1963; В. С. Гостев, 1951; О. П. С а ­марина, 1953; Е. Д . Вышепан, 1953; И. Л. Работнова, 1957; К. И. Матвеев, 1959; И. Н. Моргунов, 1959; И. Н. Виноградо­ва, 1959, 1962; Е. М. Губарев, 1961, 1964; Л. С. Диневич, 1961; Я. М. Коляков, 1961; М. А. Бабич, 1962; Л. Месробяну и Э. Пэ- унеску, 1963; А. Крамли и Л. И. Воробьева, 1964; 3. М. Волко­ва и др., 1964; Н. И. Шапиро, 1964, 1965; Л. Г. Иванова и др., 1965; В. С. Самсонова и др., 1965; И. П. Майорова и др., 1965;B. А. Благовещенский, 1966; В. Г. Петровская, 1967; и многие другие).В связи с изложенным, нами были предприняты исследо­4



вания процесса токсинообразования С1. регГпп^епз в зависи­мости от степени расщепления белкового субстрата среды, некоторых показателей ее азотистого и углеводного состава, рН и окислительно-восстановительного потенциала среды. Определение этих показателей среды в динамике роста' изуча­емых микробов явились основными методическими приемами исследования отдельных сторон обмена веществ, питательных потребностей и оптимальных условий их культивирования.
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯХ а р а к т е р и с т и к а  ш т а м м о в  С1. реПпп^епз. Объ­ектом исследования служила культура С1. реПпп^епз типа Д , штамм № 213 и штамм № 29. Оба штамма были получены из лаборатории по изучению инфекционных болезней овец К азН И ВИ .Штамм № 213 был выделен Вейнбергом во Франции и прислан в Советский Союз в 1954 г. Согласно паспортных дан­ных, микробы указанного штамма при выращивании на среде панкреатического перевара мяса наиболее постоянно проявля­ют токсинообразующие свойства в пределах 2000—4000 В1т/мл.Штамм № 29 был выделен сотрудниками лаборатории по изучению инфекционных болезней овец КазН И ВИ  в 1956 г. из трупа овцематки, павшей от инфекционной энтеротоксемии и принадлежавшей хозяйству им. Мынбаева Джамбулского района Алма-Атинской области. По данным этой лаборатории, микробы штамма № 29 (КазНИВИ) при выращивании на панкреатическом переваре мяса обладают способностью обра­зовывать эпсилон-токсин активностью до 2000 01ш/мл.Исследования зависимости токсинообразования С1. рег- 1пп^епз от показателей азотистого, углеводного состава сре­ды и ее окислительно-восстановительного потенциала были проведены на панкреатическом переваре мяса и предложен­ной нами комбинированной полусинтетической среде с осно­вой пептона.Посевным материалом служила 6—8-часовая культура указанных штаммов, выращенная на панкреатическом пере­варе мяса при 37—38°. Количество посевного материала, вно­симого в питательные среды, зависело от численности микроб­ной популяции в расплодке, которая определялась турбодимет- рическим методом М . А. Таркова, Л. С . Диневича и М. Г. Бран­да (1963). 5



Для обнаружения эпсилон-токсина в центрифугате куль­туры использовали принятый в лаборатории по изучению ин­фекционных болезней овец КазН И ВИ  метод активации про­токсина сухим панкреатином. Активность полученного эпси­лон-токсина определяли методом титрования на белых мы­шах.Э л е к т р о м е т р и ч е с к и е  м е т о д ы  и с с л е д о в а ­ния.  Для определения концентрации водородных ионов ис­пользовали рН-метр типа ЛПУ-01. Измерительными электро­дами служили стеклянные электроды типа 5579, предназна­ченные для измерения рН растворов с температурой от 15 до 100°. Для определения рН в культуре С1. реНпп^епз погру­женный в питательную среду стеклянный электрод соединяли с каломельным (электродом сравнения) электролитическим агаровым мостиком.Активную реакцию (рН) в культуре регулировали с по­мощью добавления к ней стерильного 15% раствора едкого натра и ее размешивания электромагнитной мешалкой до окончательного установления показания рН-метра.Измерение окислительно-восстановительного потенциала проводили на рН-метре типа 2518/э, который имеет шкалу для определения рН и шкалу для измерения потенциала (ЕН). Для этих целей, по рекомендации И. Л . Работновой (1957), использовали платинированные платиновые электроды. Элект­родом сравнения служил также каломельный электрод.Стерилизацию стеклянных электродов проводили путем обработки перекисью водорода (О. А. БаЬзоп а. Л Л. Ви11еп, 1964) с последующей тиндализацией. Платиновые электроды и электролитические агаровые мостики стерилизовали путем автоклавирования.Методика определения окислительно-восстановительного потенциала (гН2) сводилась к следующему: через 30 минут после погружения стеклянного эектрода в стерильную среду определяли рН и ЕН исходной питательной среды, затем про­изводили посев культуры, которую выращивали в течение 24 часов при температуре 37—38°. Через 30 минут, через час, полтора, два, а затем через каждый час после засева измеря­ли потенциал и рН среды. По величине найденной электро­движущей силы в милливольтах (ЕН) и рН по формуле Нерн- ста определяли гН2, предварительно сделав поправку к пока­занию прибора на потенциал каломельного электрода ( +  250 мв).6



М е т о д ы  х и м и ч е с к о г о  к о н т р о л я  с о с т а в а  п и т а т е л ь н о й  с р е д ы .  В среде и в пробах культуральной жидкости (после центрифугирования при 10 000 об./мин. для освобождения от микробных клеток) определяли:общий, остаточный и полипептидный азот по методу микрокъельдаля;процентное содержание пептона модифицированным нами методом Перфильева;количественное содержание свободных аминокислот методом распределительной хроматографии на бумаге; глюкозу по методу А. Ьеро1аг(1 (1965), основанному на реакции с О-толуидином и спектрофотометрировании при 630 мц;редуцирующие вещества по методу Хагедорн-Иенсена; аминный азот по Зеренсену — Гаврилову.Отбор проб для исследований проводили в следующие сроки: для определения количества общего, остаточного, поли- гаептидного, аминного азота, пептона и аминокислотного состава — через 8 и 24 часа роста культуры; для определения редуцирующих веществ, глюкозы, ко­личества микробных клеток, силы токсина (П1т/мл) и микроскопирования культуры — через 2, 4, 6, 8, 10, 12 и 24 часа роста.Полученные цифровые данные подвергались обработке методом вариационной статистики. Дозировка посевного ма­териала и не менее 4—6-кратное повторение опытов позволи­ли получать статистически достоверные результаты, которые приводятся в диссертации в виде графических кривых и таблиц.
Сравнительное испытание некоторых питательных сред, 
используемых для выращивания и получения токсина 

С1. реНппдепзНакопившийся к настоящему времени опыт показывает, что синтез эпсилон-токсина С1. рег/пп^епз лучше всего полу­чается на средах, содержащих продукты ферментативного расщепления мяса и казеина. С учетом этого были проведены опыты по сравнительному испытанию некоторых питательных сред, в которых исследовалась токсигенная популяция С1. реДпп^епз (штамм № 213). 7



Предварительные опыты позволили отобрать для сравни­тельного испытания следующие среды: ферментативный (пан­креатический) гидролизат казеина, грибной гидролизат казе­ина, казеиново-печеночная среда с мартеновским бульоном, полный перевар мяса по Хоттингеру, печеночный бульон по Хоттингеру, панкреатический перевар мяса, аминопептид и нативный экстракт печени, изготовленный по методике,: разра­ботанной в гнки.Лучшей средой для культивирования изучаемых микробов и получения эпсилон-токсина оказалась среда панкреатиче­ского перевара мяса, на которой отмечается токсинообразова- ние в пределах 4000 0.1т. При добавлении к этой среде в опти­мальных количествах фосфатов, комплекса витаминов В, ни­котиновой и пантатеновой кислот, микроэлементов (меди, ко­бальта, цинка,. ..молибдена) выход токсина повышался до 8000 01ш (Л: Д. Панкратов, В . М. Красов, Е. О. Метельская, Л . М. Грудина, Ж . К. Омаров, 1966).Одним из критериев оценки качества и пригодности среды для культивирования микробов является ее азотистый состав. Поэтому для установления оптимальных (по азотистому сос­таву) пределов ферментативного переваривания мяса панкре­атином, этот процесс регулировали под контролем количества аминного и общего азота. Для этих целей были приготовлены и испытаны 45 вариантов среды панкреатического перевара мяса, Результаты исследований показали, что при использова­нии разных образцов мясных субстратов крайне трудно, полу­чить показатели аминного и общего азота в узких оптималь­ных пределах, способствующих лучшему токсинообразованию изучаемых микробов, так как оптимальная концентрация аминного азота находится в пределах 100—200 мг%, а. обще­го азота — 250—500. мг%.Исходя из полученных данных, наиболее объективным показателем следует считать степень расщепления азотистых веществ среды (аминный азот-^-общий азот), колебания кото­рого лежат в пределах 0,36—0,44. Соблюдение указанного со­отношения аминного и общего азота при изготовлении панкре­атического перевара мяса позволяет в большинстве случаев получать более оптимальные варианты сред. Лучшими можно считать среды следующего химического, состава: аминного азота должно быть 140— 180 мг%, общего азота — 400— 500 мг%, пептона— 2,5—3,0%, азота 'Цолипептидод,, 120—8



140 М 'Г % , белкового азота — допускается наличие следов, ре­дуцирующих веществ — 250—350 'мг%, из них глюкозы 150— 200 мг%,
Динамика изменения окислительно-восстановительного 

потенциала, азотистого и углеводного состава питательной 
среды при выращивании С1. рег1пп{теп8 на панкреатическом

переваре мясаИсследования проводились комплексно: одновременно изучалась динамика размножения, токсияообразования, изме­нения морфологических свойств культуры, динамика измене­ния ойиелительно-восстановительного потенциала, азотистых и углеводных компонентов среды.Из приводимых в таблице 1 данных видно, что после вне­сения посевного материала в среду наблюдается резкое сни­жение исходного потенциала среды (ЕЬ=170— 180 мв, гН2 =  =  21), который через 2—3 часа роста культуры достигает са­мого низкого значения (от —400 до —420 мв. ЕЬ илигН2 =  0 ) . Это снижение окислительно-восстановительного потенциала происходит в период лаг-фазы, когда бактериальные клетки еще не делятся и только .претерпевают морфологические изме­нения (стадия длинный нитей и гигантских клеток) и лишь от­части на начало активной фазы размножения микробов, ко­торая начинается несколько раньше установления предельно­го потенциала среды при ЕЬ = —380— (—400) мв и гН2 =  2—3. После достижения предельного значения гН2 стабилизирует­ся и удерживается на одном уровне до конца инкубирования культуры.Динамику размножения и токсинообразования несколько лучше отображают рН и ЕЬ среды, так как изменение этих величин происходит синхронно размножению микробов в те­чение всего периода выращивания. При сопоставлении этих данных было установлено, что максимум накопления эпсилон- токсина (2000—3000 01т) приходится на конец логарифмиче­ской-—начало стационарной фазы размножения бактерий (4,6—4,9млрд/.мл микробных клеток).Определенный интерес представляет сам факт установле­ния предельного потенциала в культуре С1. регЬппдепз. Хоро­шая воспроизводимость этой величины в повторных опытах свидетельствует об однотипности происходящих метаболиче-9



Динамика изменения окислительно-восстановительного потенциала (ЕН,
С1. регГпп^епв при культивировании

Часы роста
Панкреатический перевар. мяса—контроль Лайкре

ЕН(мв) рН гН2 к о л и ч е с т в ом и к р о б н ы хкл е то к(млрд/мл) содер
жани

е 
токсин

а а 
01т/

мл Е(1(МВ)
Исходная среда +  172 7,39 20,5 +  29±9,3 ±0,046 ±6,16Среда после засева !+41 7,38 15,9 0,58 __ —85±31,8 ±0,038 +  0,013 ±25,7Через 1/г —  180 7,38 8,8 0,58 — —235±69 ±0,038 ±0.013 ±22,0.  1 —295 7,38 4,9 0 , 6 8 __ —350±42 ±0,027 ±0,013 +  28,9» 1 '/ 2 — — — __ — ■— 410±5,05

2 —421 7,31 0.2 0,70 200 —428± 1 9 , 4 ±0.120 +0,01 ±4,97,  3 —401 7,00 _ __ —418±6,6 ±0,085 0 ±2,474 —387 6,72 0,95 300 —416±4,3 ±0,16 0 ±0,008 ±6,75„ 5 —378 6,31 __ — —423±5,6 ±0,16 0 ±3,18И 6 —370 6,20 2,9 1000 —421± 5 , 3 ±0,17 0 +  0,06 ±1,34» 7 —365 6,13 _ __ — 418±4,7 ±0,18 0 ±4,57,  8 —360 6,10 4,9 25 0 —418±6,7 ±0,18 0 ±0,4 ±3,38» 9 —358 6,06 __ __ —418±4,8 ±0,20 0 +  3,22.  Ю —358 6,03 4,7 1800 —420±5,2 ±0,20 0 ±0,36 ±2,87.  и —358 6,02 — —420±5,2 ±0,20 0 +0,95„ 12 —358 6,02 4,5 1500 —418±5,2 ±0,20 0 ±0,37 +  3,03
п 21 —345 6,15 4,0 1500 —405±4,1 1 ±0,17 0,8 ±0,3 ±5,72
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рн и гН2), размножения и токсинообразования 
на различных питательных средах

ат ичсский перевар мяса с глюкозой и фосфатами (рН—6,7—7,0) Полусинтетическая среда(р Н —6 ,7 —7,0)
рН

количество
м икробны хклеток(млрд/мл) 3 - г8.11 V

гН2
количество д  Я  е -

ЕЬ(мв) рН микробныхклеток(•млрд/мл) 2  *  а
*  X -----
с и х  П  а) М  со  о  П  и  ь- —

7,38±0,0237.37 ±0,037.37 ±0,03 7,32 ±0,008 7,11 ±0,04 6,89 ±0,0186.85 ±0,0186.87 ±0,018
6.86±0,015
6,86±0.015
6,86±0,0156.87 ±0,027
6,86
± 0.022• 6,88±0,0156.9 ± 06.9±0,0046,85±0,009

14,9 ___ —120 7,4 10,8 —±30,2 ±0,33 1 0,5511,9 0,59 ___ —180 7,38 8,7|6,9 ±0,0480,59 ±10,7—285 ±0,0297,38 5,2 ±0,0280,552,6 ±0,0580,64 ±9,0—378 ±0,0267,35 2,0 ±0,0280,6±0,29 ±3,16 ±0,22 0,4 ±0,0180,5 0,88 —425 7,29 0,65±0,21 ±7,75 ±0,021 0 ±0,0260 1,6 700 —438 7,1 0,85±0,16 ±10,9 ±0,063 0 ±0,0470 ___ —430 6,78 —4,8 ±3,2 ±0,032 0 3,80 ±0,29 2500 —425 6,82± 0 ±0,025 ±0,250 —420 6,82 0 —±1,44 ±0,025 00 6 9 4000 —425 6,83 7,1±0,18 ±1,25 ±0,013 0 ±0,0850 ____ —425 6,82 —±2,5 ±0,0320 7,3 4250 —425 6,85 0 7,3±0,29 ±3,5 ±  0,020 0 ±0,10 — —424 6,83 —±2,4 ±0,018 00 7,2 3800 —422 6,82 6,8±0,15 ±1,75 +  0,015 0 +  0,10 — —422 6,81 —±1,75 ±0,0240 6,7 3000 —420 6,81 0 6,60,2 1 ±0,32 5,1 3000 ±1,75—412 ±0,0246,78 0 ±0,0525,8±0,29 ±4,27 +  0,03 ±0,336

1000

3000
450053005000
3500
35803000
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ских 'процессов в развивающейся культуре (И. Л , Работнова, 1957). Отсюда следует, что окислительно-восстановительный потенциал питательной среды является лабильным показате­лем не только для оценки кинетики размножения микробов и образования токсина, но также для характеристики общей на­пряженности обменных процессов, протекающих в культуре.При изучении динамики изменения некоторых азотистых компонентов среды >было установлено, что для изучаемых бак­терий при выращивании на панкреатическом переваре мяса характерным следует считать постоянство количества общего азота, увеличение количества аминного азота (от 180 до 240 мг%) и коэффициента расщепления субстрата среды (от 0,39 до 0,5), значительное уменьшение количества пептона (от 2900 до. 2600 мг% ) и полипептидов (от 140 до 93 мг% ) по­сле 8 часов роста микробов и сравнительно незначительное уменьшение этих же показателей в последующие часы выра­щивания (пептона от 2600 до 2500 мг%., полипептидов от 93 до 83 мг%). Это указывает на некоторый параллелизм между интенсивностью использования пептона и полипептидов и фа­зами роста С1. реНпп^епз.Хроматографическое исследование изменения аминокис­лотного состава среды позволило отметить, что на общем фоне увеличения содержания аминокислот в.среде (после 8 и 24 ча­сов роста), происходящего в результате протеолитической деятельности микробов, заметно уменьшение количества толь­ко отдельных аминокислот, потребление которых происходит более интенсивно, чем протеолиз субстрата среды. К этим ами­нокислотам относятся цистеин (цистин), гистидин, аргинин, серин и тирозин, количество которых уменьшается уже после первых 8 часов роста микробов. Однако в дальнейшем кон­центрация этих аминокислот, за исключением серина, также начинает увеличиваться и в процессы метаболизма вовлека­ются другие аминокислоты (аспарагиновая и .глутаминовая кислоты, фенилаланин, изолейцин-лейцин).При изучении динамики изменения редуцирующих ве­ществ среды было установлено, что усвоение этих веществ идет в основном за счет глюкозы, которая используется мик­робами более чем на 50%. Потребление ее начинается сразу с началом размножения бактерий и практически заканчива­ется к концу логарифмической фазы, т. е. к 8 часам роста культуры.12



Влияние глюкозы, фосфатов и регулируемого рН 
на размножение, токсинообразование С1. рег1г1пдепз 
и окислительно-восстановительный потенциал средыОпыты по культивированию С1. регГпп^епз проводились на улучшенном варианте среды: панкреатический перевар мяса, к которому добавлены в оптимальной концентрации глюкоза (0,5%) и фосфаты (Ыа2 Н Р 0 4 *2 Н 20 — 1,0— 1,2% и К Н 2 Р 0 4— 0,12—0,14%); активная реакция (рН) в среде поддерживалась, в пределах 6,7—7,0 (А. Н. \У. Наиз-сЫЫ, 1965).Сделанные нами добавления к среде, а также непрерыв­ное регулирование рН явились факторами, которые значитель­но стимулируют рост и токсинообраз-ование микробов. Из дан­ных таблицы 1 видно, что после 6—8-часового инкубирования культура содержит максимальное количество микробных кле­ток (7,0—7,5 млрд/мл) и токсин активностью 4000—5000 0 1 т , тогда как на контрольной среде накопление клеток перфрин- ген-с и токсина происходит менее интенсивно (4,6—4,9 млрд/мл микробных клеток и 2000—3000 0 1т токсина) и в более позд­ние сроки.Интересно отметить, что длительность сохранения макси­мальных титров токсина в культуре на разных средах оказа­лась не одинаковой. Так, если на контрольной среде токсин, содержащий 2000—3000 01т, сохраняет этот титр на протяже­нии 4 и более часов, то токсин, полученный на среде с глюко­зой и содержащий 3000—4000 0 1 т , начинает ослабевать через 2—3 часа; в условиях же регулирования рН на среде с глюко­зой удается получать более сильный токсин, активностью 4000—5000 0 1т, и сохранять его на протяжении 4—5 часов. Из этих данных можно заключить, что величина рН среды является важным фактором как для активизации образования токсина, так и длительности его сохранения в культуре.Выяснилось, что активизация процессов роста и образова­ния токсина на улучшенном варианте панкреатического пере­вара мяса зависит не только от увеличения концентрации фос­фатов и энергетических ресурсов, но и в равной мере от сни­жения (в результате проявления редуцирующих свойств глю­козы) исходного окислительно-восстановительного потенциала среды, который в 1,5 раза ниже потенциала контрольной среды (ЕЬ — 30 мв. и гН 2= 1 5  против ЕЬ. =  180 мв. и гН2 =  22). Такое снижение начального потенциала среды способствовало сокра­щению лаг-фазы, в результате чего фаза логарифмического размножения микробов начиналась на '/2— 1 час раньше и про­13



текала более интенсивно. Это приводило к сокращению срока максимального накопления бактериальных клеток и токсина, продукция которого шла параллельно фазам роста микробов.Биохимические исследования показали, что усиление роста и токсинообразования изучаемого микроба на улучшенном варианте среды происходит за счет более интенсивного исполь­зования пептона и полипептидов. В частности, если на обычной среде панкреатического перевара мяса микробы используют около 300 мг% пептона и 50 мг% полипептидов, то на улуч­шенном варианте этой среды микробами используется уже более 500 мг% пептона и 75 м;г% полипептидов. Характерно, что эта активизация усвоения питательных веществ происходит в связи с добавлением к среде глюкозы, которая в этом случае расходуется полностью и в 7 раз интенсивнее, чем на контроль­ной среде. Более того, в условиях регулирования рН среды сокращается срок ферментации углеводов микробами. Разни­ца в скорости потребления редуцирующих веществ среды на­чинает проявляться с первых часов размножения микробов и к концу логарифмической фазы их развития (к 6—8 часам выращивания) достигает наибольшего значения (100— 150 мг%). Полученные данные согласуются с результатами изучения морфологических свойств культуры, динамикой раз­множения бактериальных клеток и образования токсина. Установлено, что использование редуцирующих веществ ми­кробами идет почти пропорционально кинетике размножения клеток и синтезу токсина.Тенденцию в изменении динамики усвоения отдельных компонентов панкреатического перевара мяса можно отнести также к аминокислотному составу среды. Исследования пока­зали, что регулирование рН и введение в состав среды допол­нительного количества глюкозы и фосфатов несколько изменя­ет мозаику содержания аминокислот в среде при росте микро­бов. Различие прежде всего проявляется в более энергичном использовании цистеина (цистина) в период всего процесса выращивания культуры, вовлечении в процессы обмена лизи­на, содержание которого варьирует аналогично цистину и трео­нину. Последний используется культурой во все исследуемые сроки. Равномерно происходит накопление глютаминовой кис­лоты, метионина и валина.На фоне этих изменений отмечается значительная убыль (после логарифмического размножения) аспарагиновой кисло­ты с последующей стабилизацией ее содержания и незначи­тельные изменения количества фенилаланина. Следует отме­14



тить энергичное накопление (в период с 8 до 24 часов выра­щивания культуры) гистидина, уменьшение аргинина, серина с глицином, аланина, тирозина и особенно изолейцина.
Влияние «магнитной» среды на токсинообразование 

С1. реНппдепзНастоящие исследования предприняты в связи с необхо­димостью исключить неблагоприятное воздействие магнитного поля мешалки ММ-2, которая использовалась при регулирова­нии рН среды в процессе выращивания данных бактерий. При этом исходили из того, что по литературным данным омагни- ченная вода обладает биологической активностью, которая в зависимости от экспозиции воздействия магнитного поля мо­жет оказывать различное влияние на живые организмы (Н. Непримеров и др., 1965; В. Лисин, 1968; М. П. Травкин, 1968; В. Лебедев. 1968; и другие). С учетом этого мы провели ряд опытов, в которых питательную среду обрабатывали пу­тем пропускания ее через магнитное поле в приборе, сконстру­ированном в лаборатории укрупненных установок Института металлургии и обогащения АН КазО СР. Результаты исследо­ваний показали, что слабое воздействие магнитного поля, по­лучаемого от мешалки ММ-2, не оказывает заметного влияния на размножение и токсинообразование микробов. При более сильном (оптимальном) воздействии «магнитная» среда при­обретает новые свойства и в определенных пределах может стимулировать синтез эпсилон-токсина (В. М. Красов, Ж- К- Омаров, Э . С. Хасбулатов, 1967).
Токсинообразование С1. реНппдепз на полусинтетической

средеНа основании выявленных особенностей обмена веществ изучаемых микробов была составлена комбинированная по- лусинтетическая среда, прототипами которой являлись среды Ь. О. Лауко а. Н. С. ЫсЬз^ет (1959), М. Т5икато1о е! ак (1963) и А. Н. XV. НаизсЫЮ (1965). Основными компонентами этой среды были ферментативный пептон, декстрин и микроэлемен­ты. Испытание показало, что по характеру роста и интенсив­ности токсинообразования микробов полусинтетическая среда почти идентична улучшенному варианту панкреатического перевара мяса, но способствует несколько большему проявле­нию токсигенных свойств культуры (4000—6000 01т токсина при содержании 7,1—7,3 млрд/мл микробных клеток). Анало­15



гия проявляется и в отношении динамики изменения окисли­тельно-восстановительного потенциала сред, с той лишь раз­ницей (см. таблицу), что если добавление к панкреатическому перевару мяса 0,5% глюкозы способствует снижению исходно­го потенциала среды с гН2 =  22 (ЕЬ =  180 мв) до гН2=15 (ЕЬ =  30 мв), то в результате наличия в составе полусинтетической среды веществ, обладающих более сильными восстановитель­ными свойствами, создается потенциал среды гН2= П  (ЕН =  — 1(20 мв), который в 2 раза ниже исходного потенциала конт­рольной среды панкреатического перевара мяса и почти в 1,5 раза ниже потенциала среды с глюкозой. Вследствие этого лаг-фаза при выращивании микробов на полусинтетической среде становится короче по времени и поэтому процесс размно­жения клеток и образования токсина на этой среде начинается в более ранние сроки. Другими словами, на полусинтетичес­кой среде с более низким исходным потенциалом создаются лучшие условия для размножения микробов и образования эп­силон-токсина.Необходимость изучения обмена полипептидов для опре­деления связи между токсинообразованием и метаболически­ми особенностями С Г. регГп'п^епз подтверждается тем, что на фоне качественного сходства в изменении азотистых компонен­тов сред (панкреатический перевар мяса, улучшенный вари­ант этой среды и полусинтетическая среда), происходящих в процессе развития микробов, вполне четко вырисовыва­ется количественное различие в использовании пептона и полипептидов, по усвоению которых в ряде случаев можно отдифференцировать токсинообразующую способность микро­организмов. Это косвенно подтверждается также данными по приросту количества аминного азота и коэффициента расщеп­ления субстрата сред. По всем этим показателям полусинтети­ческая среда превосходит обе сравниваемые среды 'панкреати­ческого перевара мяса.Не меньший интерес представляют данные, полученные при изучении изменения аминокислотного состава полусинте­тической среды. Результаты анализа показали, что для первых 8 часов роста культуры на полусинтетической среде характер­ным является очень интенсивное потребление цистеина (цис­тина), концентрация которого снижается с 33 до 6,2 относи­тельного %, уменьшение более чем в 2 раза количества трео­нина и появление в большом количестве гистидина (до 24,8%). Значительно увеличивается содержание аспарагиновой кисло­ты, серина и глицина, глютаминовой кислоты, аланина и ме­16
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тионина с валином. Более умеренно происходит накопление в среде лизина, фенилаланина и лейцина.В период с 8 часов и до конца культивирования бактерий происходит изменение мозаики усвоения и накопления амино­кислот в среде. Из всех 15 определяемых аминокислот после 24-часового выращивания культуры в среде отмечалось толь­ко значительное увеличение количества гистидина (с 24,8 до 33,9%) и менее выраженное увеличение тирозина и треонина (соответственно с 5,9 до 6,7% и с 23 до 2,7%). Количество остальных аминокислот было уменьшено, отмечено почти пол­ное исчезновение цистеина (цистина) и аргинина.После проведения основных модельных опытов с француз­ским штаммом № 213 определенный интерес представляли и с п ы т а н и я  м е с т н о г о  ш т а м м а  КазН И ВИ  № 29.В результате проведения опытов установлено, что для штамма '№ 29 на улучшенном варианте панкреатического пе­ревара мяса и полисинтетической среде проявляется та же зависимость в токсинообразующей способности, что и у штам­ма №213. Более того, токсинообразующие свойства микробов штамма КазН И ВИ  на полусинтетической среде оказались не­сколько выше, чем у французского штамма № 213. В связи с этим существовавшее разграничение штамма № 213 как ток- ситенного и штамма № 29 как слаботоксигенного нужно счи­тать понятием относительным.Полученные данные говорят о том, что рекомендуемая нами для выращивания С1. реНпп^епз типа Д  полусинтетиче- ская среда способствует большей реализации потенциальной токсигенности данных микробов, чем применяемая до сих пор среда панкреатического перевара мяса.Опыт работы лаборатории по изучению инфекционных бо­лезней овец КазН И ВИ  с культурой С1. реИпп^епз, а также собственные наблюдения показали, что существует определен­ная корреляция между формой клетки и ее способностью про­дуцировать токсин (И. А. Барабанов, 1964; Л . Д . Панкратов, В. М. Краеов, Е. О. Метельская, Л . М. Грудина, Ж . К. Ома­ров, 1966). Установлено, что при внесении в питательную среду микробов в споро-вегетативной форме, в процессе выращива­ния, как правило, отмечается более сильное токсинообразова- ние, чем при выращивании микробов в вегетативной форме. В своих дальнейших исследованиях (Ж. К. Омаров, 1969) мы пришли к убеждению, что активизация процесса образования токсина связана не столько с формой посевного материала, сколько со спорообразованием микробов, которое несколько2-1694 17



Рас. 1. Споро- и токсин ообр азов ан>ие С1. регГпп^епз1 — вегетативная форма клеток; 2 — клетки в подготовительной и предспоровой стадии спорообразования; 3 — клетки в стадии образования оболочек и созре­вания спор.изменяет механизм токсиногенеза, в результате чего значи- тельно повышается выход токсина (рис. 1).Обращает на себя внимание то, что активность синтезиро­ванного при этом токсина находится в зависимости от состава среды, используемой для выращивания микробов. В частности, если на панкреатическом переваре мяса спорообразование уси­ливает продукцию токсина с 2000—4000 до 8000 Б1ш, то в этих же условиях на полусинтетической среде (где спорообразова­ние происходит более постоянно и лучше) штаммами № 213 и № 29 синтезируется токсин с титром 10000— 12000 Б1т.Мы полагаем, что природа усиления продукции токсина при спорообразовании микробов, очевидно, связана с происходя­щими структурными изменениями в бактериальной клетке (А. А. Имшенецкий, 1962; Л . Мясробяну и П. Пэунеску, 1963; Н . Д . Красильников, В. И . Дуда, 1963, 1964; В. М. Кушнарев, Т. А . Смирнова и И. М. Михайлова, 1968, 1969).18



Приведенные выше данные свидетельствуют о наличии «до­полнительного» фактора токсигенности у С1. реНппдепз, кото­рый, вероятно, является присущим и для других патогенных микроорганизмов, например, для С1. 1е1ат (Т. В. Аристовская и Т. В. Углова, 1959). Правда, исследования, проведенные П. С. Барабан (1963) и М. Драгановым с соавторами (1965), дают возможность отметить, что связь между структурными изменениями в клетке и токсинообразованием микробов может проявляться в несколько иной форме, очень близкой то своей природе к отмеченному нами явлению. В частности, паралле­лизм между степенью продукции токсина и количеством кап­сульных форм в популяции Сот. сИрЫепае или, например, ин­тенсивное образование токсина в связи с появлением в среде кокковидных грамнегативных форм С1. реДпп^епз.В связи с полученными данными и большой ролью полипеп­тидов в токеинообразовании С1. регГппдепз (И. Н. Виноградо­ва, 1962; В. С. Самсонова, 1962; Й . П. Майорова, 1965; А. Н . \У. НаизсЫЫ, 1965 и другие) были проведены опыты по выявлению зависимости токсинообразования данных микробов от содер­жания в полусинтетической среде различных продуктов пеп­тидной; природы (Ж. К. Омаров, 1969). Для разделения этих компонентов попользовали метод равновесного диализа, с по­мощью которого были получены две фракции: недиализуемая высокомолекулярная полипептидная и диализуемая низкомо­лекулярная, содержащая пептиды и свободные аминокислоты. На ‘основе этих фракций были приготовлены два варианта по­лусинтетической среды. Результаты испытания показали, что обе фракции значительно отличаются по стимулирующему действию на токсиногенез С1. регГппдепз (штаммы № 213 и № 29). Из двух фракций стимулирующим действием обладали низкомолекулярные пептиды, которые обеспечивали синтез токсина активностью 12000— 14000 01т, против 6000—8000 0 1т на полипептидной фракции. В равной мере стимулирую­щее действие пептидной фракции отражались и на росте изу­чаемых микробов. Эти данные показывают, что для роста микробов и синтеза токсина на полусинтетической среде наибо­лее необходимы низкомолекулярные пептиды и свободные аминокислоты.Таким образом, изучаемые микробы являются подвижны­ми биологическими организмами, у которых можно подавить или, наоборот, выявить потенциальные токсигенные свойства. В основе этих явлений могут лежать биохимические, физико­химические и морфологические изменения, связанные с раз­19



личными условиями существования бактерий в среде. Из этих условий большое значение имеют источники азотистого и угле­водного питания, которые могут быть доступными для бакте­рий лишь при строго определенных физико-химических пока­зателях среды (рН, ЕЬ, гН2).Эти положения были учтены нами при составлении комби­нированной полусинтетической среды, на которой С1. регЕпп- ^епз типа Д , штамм № 213 и № 29 при соблюдении разрабо­танных условий посева и культивирования образует токсин в 3—4 раза больше (до 10 000— 12 000 0 1 т ), чем на контроль­ной среде панкреатического перевара мяса (2000—3000 131т).
В Ы В О Д Ы

1. Благоприятными для токсинообразования С1. регЕпп- §епз являются питательные среды, содержащие продукты не­полного ферментативного распада белка с определенным ко­эффициентом расщепления субстрата среды (0,36—0,44).2. Размножение и токсинообразование С1. регГпп^.епз на­ходится в зависимости от напряженности как азотистого, так и углеводного обмена:— кинетика использования глюкозы идет пропорцио­нально скорости размножения бактериальных кле­ток и образованию токсина;— добавление к среде углеводов (глюкозы или декстри­на) приводит к усилению роста микробов и продук­ции эпсилон-токсина за счет активизации процесса использования пептона и полипептидов;— для роста и токсинообразования микробов наиболее необходимы низкомолекулярные соединения (пепти­ды) и свободные аминокислоты;— количественное различие в использовании отдельных аминокислот питательных сред дает основание пред­положить наличие зависимости между интенсивно­стью этих изменений и токсинообразованием С 1. рег- Еппдепз.3. Индикатором для оценки интенсивности размножения я токсинообразования СЬ регЕпп^епз являются показатели федокс-потенциала среды, рН и ЕЬ. Изменение этих величин происходит синхронно стадиям развития культуры; размно­жение микробов и образование токсина осуществляются в уз­ких пределах гН2 =  0—3 или ЕЬ =  —400— (—420) мв. Пршэтом



на средах с более низким исходным окислительно-восстано­вительным потенциалом создаются лучшие условия для раз­вития и проявления токсигенных свойств С1. регГпгщепз.4. Регулирование рН среды в пределах 6,7—7,0 способст­вует сохранению оптимальных для размножения С1. реДпп- §епз окислительно-восстановительных условий в течение всего периода выращивания культуры и является важным фактором для оптимальной продукции эпсилон-токсина и его длитель­ного сохранения в культуре.5. Синтез эпсилон-токсина тесно связан с кинетикой раз­множения клеток С1. регГпп^епз. Максимум накопления эпси­лон-токсина в культуре приходится на конец логарифмической и начало стационарной стадии размножения бактерий.6- Получены данные, указывающие на определенную кор­реляцию между споро- и токсинообразованием С 1. рег1пп§'епз. Установлено, что при соответствующей подготовке посевного материала и выращивании культуры на полусиитетической среде спорогепез в 2 3 раза усиливает продукцию эпсилон-токсина и позволяет получать его активностью 10 000— 12 000 П1ш.7. Составленная нами комбинированная полусинтетиче- ская среда способствует большей реализации потенциальной токсигенности (II. рсНгнщепз, чем среда панкреатического пе­ревара мяса. По токсппообравующим свойствам на этой среде С1. реНппрщпа штамма КазП И ВН  № 29 не уступает француз­скому штамму № 213.8. Предложенный рецепт комбинированной полусинтети- ческой среды можно рекомендовать для использования в ла­бораторных п производственных условиях с целью получения активного токсина С1. регГпп^епз типа Д  из штаммов № 213 и № 29.
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