ОДЕСЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРСИТЕТ ІМЕНІ І.І. МЕЧНИКОВА
Біологічний факультет
Кафедра мікробіології, вірусології та біотехнології

Дипломна робота
на здобуття ступеня вищої освіти «магістр»

на тему: «Вплив гідразонів – похідних нікотинової кислоти – на утворення біоплівки Staphylococcus aureus»

«The influence of hydrazones – nicotinic acid derivatives – on Staphylococcus aureus 
biofilm formation»



Виконала: студентка 
заочної форми навчання
спеціальність 091 Біологія
Бійська Діана Вікторівна 

              Науковий керівник: 
              кандидат біологічних наук, доцент
              Зінченко Оксана Юріївна 

              Рецензент:
              кандидат біологічних наук, доцент
              Майкова Ганна Вікторівна 



Рекомендовано до захисту:	Захищено на засіданні ЕК № 1
Протокол засідання кафедри	Протокол №_____від «___» _______р.
№_____від «___» _______р.	Оцінка _____/ ________/__________
	             (за національною шкалою, шкалою ЕСТS,бал)
Завідувач  кафедри	Голова ЕК
_______            Філіпова Т. О.	_______         Чеботар С.В.     
     (підпис)                        			                              (підпис)                        




Одеса – 2018

АНОТАЦІЯ
Проведено дослідження впливу гідразонів – похідних нікотинової кислоти –– на утворення біоплівки Staphylococcus aureus.
Досліджувані сполуки здатні пригнічувати ріст рідкої та планктонної культури S. aureus. Найбільшою активністю вирізняються нікотиноїлгідразон 2-гідрокси-1-нафтальдегіду та нікотиноїлгідразон 2-гідроксибензальдегіду. Досліджені сполуки нездатні до руйнування зрілих 24- та 48-годинних біоплівок. Винятком є лише нікотиноїлгідразон 2-гідрокси-1-нафтальдегіду, за присутності якого спостерігається зниження щільності 24-годинної біоплівки на 18-20%, 48-годинної – на 8-15%. Не виявлено закономірностей у зміні активності гідразонів при утворенні комплексів з германієм та станумом
Дипломну роботу викладено на 61 сторінці, вона містить 5 таблиць та 13 рисунків. Наведено посилання на 50 джерел літератури (15 кирилицею та 35 латиницею). 
Ключові слова: біоплівка, Staphylococcus aureus, гідразони.

The study of the influence of hydrazones, derivatives of nicotinic acid, on the formation of Staphylococcus aureus biofilm was conducted.
Investigated compounds are capable of suppressing growth of liquid and planktonic culture of S. aureus. The most active compound are nicotinoyl hydrazone 2-hydroxy-1-naphthaldehyde and nicotinoyl hydrazone 2-hydroxybenzaldehyde. Investigated compounds are not capable of destroying mature 24- and 48-hour biofilms. Exception is only nicotinoyl hydrazone 2-hydroxy-1-naphthaldehyde, in the presence of which there is a decrease in the density of 24-hour biofilm by 18-20%, 48-hour – by 8-15%. There were no regularities in the change in the activity of hydrazones in the formation of complexes with germanium and stannum.
Diploma thesis is expounded on 61 pages, it contains 5 tables and 13 figures. It provides links to 50 references (15 cyrillic and 35 latin). 
Кey words: biofilm, Staphylococcus aureus, hydrazones.
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ВСТУП
[bookmark: _Hlk532379478]В кінці ХХ століття сформувалося уявлення про особливу фенотипову властивість мікробіоти людини – добре організоване взаємодіюче співтовариство мікроорганізмів, що покривають поверхні кишкової стінки, інших слизових оболонок, шкіри та зубів людини [7]. 
На сьогоднішній день відомо, що більше 99% бактеріальних популяцій існують в природних екосистемах не в вигляді вільно плаваючих планктонних клітин, а у вигляді специфічно організованих, прикріплених до субстрату біоплівок, утворення яких представляє складний, суворо регульований біологічний процес. Здатність формувати біоплівки є складовою частиною життєвого циклу більшості мікроорганізмів і успішною стратегією захисту бактерій від несприятливих факторів середовища [7]. Причому самі бактерії становлять лише 5-35% маси біоплівки, решта – це міжбактеріальний матрикс. Бактеріальні клітини, які знаходяться в біоплівці, піддаються структурним змінам, пов'язаним з прикріпленим станом, мають особливості функціональної активності, зумовленої колективним співіснуванням [12]. 
Біоплівки – це фізичні структури, які виникають на межі поділу фаз: рідина – повітря; рідина – тверде тіло; тверда поверхня – газ; двох рідин, що не змішуються. Біоплівка в природних умовах складається з багатьох видів мікроорганізмів, поєднаних матрицею з полімерів, які виділені самими мікроорганізмами.
Найкраще досліджені біоплівки, що розвиваються на межі рідкого і твердого середовища. Біоплівки можуть формуватися бактеріями одного виду, або формують спільноти, що розвиваються з багатьох видів бактерій, а також можуть включати і інші мікроорганізми [7, 12].
	У бактеріальному співтоваристві – біоплівці – з'являються клітини, що відрізняються за морфологіэю від своїх вільно живучих родичів і мають змінені фенотипові властивості. У прикріплених бактерій спостерігається 
заміна поверхневих структур, властивих планктонним клітинам, іншими, потрібними для прикріплення до поверхні. Необхідність особливої щільної упаковки клітин в біоплівці супроводжується зміною їх форми й ультраструктурної організації [7, 12].
Вивчення біоплівок в даний час викликає величезний інтерес дослідників, головним чином, в зв'язку з тим, що цей спосіб існування бактерій створює великі проблеми в медичній практиці. Здатність бактерій формувати біоплівки розглядається як фактор їх патогенності. Встановлено, що багато хронічних інфекцій, виникнення яких пов'язане з використанням медичного імплантованого обладнання (лінз, катетерів, протезів, штучних клапанів серця), обумовлені здатністю бактерій рости у вигляді біоплівок на поверхнях цих пристроїв [1, 2]. Біоплівки можуть утворюватися на різних органах і тканинах в організмі людини і тварин, а також на коренях і інших частинах рослин. Бактерії, що живуть усередині біоплівок, проявляють значно вищу стійкість – до 1000 разів – до антибіотиків та інших лікарських препаратів, що вкрай ускладнює боротьбу з інфекціями, викликаними бактеріальними патогенами. Фактором стійкості біоплівок є слизово-полімерний шар, що виробляється відразу після прикріплення клітин до поверхні, і включає ліпополісахариди, протеоглікани, глікопротеїди, ендополісахариди, аналогічні речовини клітинної стінки, глікокаліксу і капсул бактерій [30]. Утворення біоплівок патогенними бактеріями сприяє інфекційному ураженню більшості органів (верхніх дихальних шляхів, легенів, серця, нирок, шкіри, кісток, системи травлення) і практично всіх штучних імплантатів. Серед усіх інфекційних уражень близько 65-80% викликаються бактеріями, що формують біоплівки. Вивчення екологічних закономірностей виникнення і розвитку мікробних спільнот (біоплівок) є ключовим моментом подальшого розвитку медичної мікробіології [2, 32].
Крім проблем в медицині, здатність бактерій формувати біоплівки викликає серйозні труднощі в промисловості. Біоплівки викликають біокорозію трубопроводів, обростання різного технологічного устаткування, корпусів суден, нафтових платформ. У харчовій промисловості утворення біоплівок на продуктах підвищує ризик зараження патогенними мікроорганізмами їжі і в результаті виникнення важких інфекцій у людей. У природних умовах біоплівки можуть викликати погіршення екологічного становища, наприклад, при утворенні ціанобактеріальних плівок на поверхні водойм, що призводить до погіршення постачання водних організмів киснем і небажаних змін якості води [9].
Формування біоплівкових спільнот виявилося однією з основних стратегій виживання бактерій в займаних ними екологічних нішах. Перебуваючи в прикріпленому стані, в складі біоплівок, бактерії захищені від факторів зовнішнього середовища і дії антибактеріальних речовин в навколишньому середовищі і організмі господаря при інфекції [25].
У зв'язку з викладеним вище пошук і вивчення речовин, які можуть пригнічувати утворення біоплівок і вбивати бактерії всередині біоплівок, є надзвичайно важливим і актуальним завданням сучасної мікробіології. 
	Метою даної роботи було визначення впливу гідразонів – похідних нікотинової кислоти та їх комплексів з германієм та станумом на ріст планктонної культури Staphylococcus aureus, а також формування та підтримання тест-штамом біоплівки.
 	У відповідності до поставленої мети були сформульовані наступні завдання: 
1. Визначити вплив досліджуваних сполук на ріст культури S. aureus в рідкому середовищі. 
1. Дослідити вплив гідразонів та їх металокомплексів на ріст планктонної культури та формування тест-штамом біоплівки.
1. Визначити вплив досліджуваних сполук на зрілу біоплівку S. аureus. 
1. Порівняти активність гідразонів різної будови щодо планктонної культури та біоплівок S. аureus.
1. Порівняти активність гідразонів та металокомплексів щодо молодих та зрілих біоплівок тест-штаму. 
	Об’єкт дослідження – формування бактеріальних біоплівок за присутності сполук з антимікробними властивостями. 
	Предмет дослідження – вплив похідних нікотиновї кислоти на формування та функціонування біоплівки S. aureus. 
Магістерська робота є продовженням дослідження, виконаного під час підготовки бакалаврської роботи. 

ВИСНОВКИ
1. Досліджувані сполуки здатні пригнічувати ріст рідкої та планктонної культури S. aureus. Найбільшою активністю вирізняються нікотиноїлгідразон 2-гідрокси-1-нафтальдегіду (пригнічення росту 30-100% у випадку рідкої культури та 10-50% у випадку планктонної культури над біоплівкою, що формується) та нікотиноїлгідразон 2-гідроксибензальдегіду (пригнічення росту 60-100% у випадку рідкої культури та 26-33% у випадку планктонної культури над біоплівкою, що формується). 
1. Сполуки, активні щодо планктонної культури, здатні інгібувати утворення біоплівки. Однак висока активність зберігається лише у нікотиноїлгідразону 2-гідрокси-1-нафтальдегіду (23-43% інгібування).
1. Досліджені сполуки нездатні до руйнування зрілих 24- та 48-годинних біоплівок. Винятком є лише нікотиноїлгідразон 2-гідрокси-1-нафтальдегіду, за присутності якого спостерігається зниження щільності 24-годинної біоплівки на 18-20%, 48-годинної – на 8-15%.
1. Найбільшою активністю серед досліджених гідразонів та їх металокомплексів як щодо планктонних бактерій, так і бактерій у складі біоплівки характеризується нікотиноїлгідразон 2-гідрокси-1-нафтальдегіду. 
1. Не виявлено закономірностей у зміні активності гідразонів при утворенні комплексів з германієм та станумом. 
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