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Одеcа – 2020
АНОТАЦІЯ
	Проведено дослідження антибактеріальної активності комплексних сполук карбоксилатів нікелю та міді з бензгідразидом на формування біоплівки умовно-патогенними бактеріями.
	У ході експерименту було з’ясовано, що досліджувані сполуки виявляли найбільшу біологічну активність щодо грампозитивних бактерій, а саме S. aureus, M. luteus та  E. faecalis при максимальній концентрації (100 мкМ). Серед грамнегативних бактерій, сполуки виявились найменш ефективними у відношенні тест-штаму P. aeruginosa. У складі біоплівки клітини були менш чутливими до дії досліджуваних сполук, ніж планктон.
Дипломну роботу викладено на 58 сторінках, вона містить 18 рисунків. Наведено посилання на 59 джерел літератури (19 кирилицею, 40 латиницею).
	Ключові слова: формування біоплівки, умовно-патогенні мікроорганізми, антибактеріальна дія, комплекси міді та нікелю, бензгідразид.
	A study of the antibacterial activity of complex compounds of nickel and copper carboxylates with benzhydrazide on the formation of biofilms of test strains of opportunistic pathogens has been conducted.
	In the experiment, it was found that the test compounds showed the highest biological activity against gram-positive bacteria, namely S. aureus, M. luteus and E. faecalis at the maximum concentration (100 μM). Among gram-negative bacteria, the compounds were the least effective against the P. aeruginosa test strain.
In the biofilm, the cells were less sensitive to the test compounds than plankton.	Diploma thesis is expounded on 58 pages, it contains 18 figures. References are made to 59 sources of literature (19 in Cyrillic, 40 in Latin).
	Key words: biofilm formation, opportunistic pathogens, antibacterial action, copper and nickel complexes, benzhydrazide.
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Перелік термінів, умовних позначень та скорочень
ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров’я 
АБП – антибіотичні препарати
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота
МЛС – множинна лікарська стійкість
ГКК – гідразиди карбонових кислот
АМВ – 5-аміно-2-меркаптобензімідазол
ГПГ – горизонтальний перенос генів
МПА – м'ясо-пептонний агар 
BAP-білки – biofilm associated protein
MRSA – methicillin resistant Staphylococcus aureus
РІА – polysaccharide intercellular adhesion
LB – сердовище Luria-Bertani
SDS – sodium dodecyl sulphate (додецилсульфат натрію)

ВСТУП
	На сьогоднішній день майже всі бактеріальні інфекції лікуються за допомогою антибіотиків. Термін «антибіотик» запропонував З. Ваксман на початку ери розробки антибактеріальних засобів у 40-х роках ХХ ст. [Поздеев, 2010]. За сучасним визначенням, антибіотиками називають речовини, що виробляються живими організмами і здатні знищувати бактерії, гриби, пухлинні клітини або пригнічувати їх ріст. Крім природних антибіотиків, існують і синтетичні антимікробні засоби – сполуки природного походження, антибактеріальні властивості яких посилені завдяки хімічним модифікаціям, або отримані в результаті хімічного синтезу [Ефременкова, 2006].
	Незважаючи на відкриття та синтез численних природних та синтетичних антибіотиків, їх застосування у боротьбі з бактеріальними інфекціями не завжди є ефективним [Яковлев, 2017]. Це пов’язано з набуттям мікроорганізмами антибіотикорезистентності через надмірне і не завжди доречне використання антибіотичних речовин [Hegreness et al., 2008]. 
	Однією із причин виникнення резистентності є формування мікроорганізмами так званих спільнот. Такі спільноти отримали назву біоплівок. Біоплівка – це складне (найчастіше мультивидове) угруповання мікроорганізмів, що характеризується виділенням позаклітинного матриксу, який утримує мікроорганізми разом, виконує захисні функції та допомагає прикріпитися до поверхонь [Ranganathan, 2014, Гостев та ін., 2010].
	Сьогодні стійкість мікроорганізмів до антибіотиків є однією з глобальних проблем в медицині. Вирішується вона декількома шляхами. По-перше, в деяких країнах антибіотики відпускають суворо за рецептом лікаря; забороняється використання антибіотиків медичного призначення для консервації продуктів харчування. Іншим підходом до вирішення проблеми резистентності є пошук нових антибіотичних речовин, у тому числі синтетичних [Aslam et al., 2018].
	На даний момент існують і широко використовуються такі синтетичні антибіотики, як сульфаніламіди, похідні хінолону, нітрофурану, імідазолу, оксазолідинони та ін. Характер їх дії включає в себе як бактеріцидну так і бактеріостатичну. Але знову ж таки, з відкриттям нового антибіотика, його починають інтенсивно і бездумно використовувати у лікуванні інфекцій, що з часом призводить до виникнення резистентних штамів мікроорганізмів [Тренин, 2015]. Також деякі антибіотики здатні чинити інгібувальну або бактерицидну дію щодо певних мікроорганізмів тільки у великій концентрації, що є не дуже безпечним для макроорганізму, адже більшість антимікробних препаратів викликають алергічні й токсичні реакції. 
	Тому зараз ведеться інтенсивний пошук кандидатів для створення більш доступних, ефективних та безпечних антибіотичних препаратів. Одними із перспективних сполук є біокординаційні.
	Метою даної роботи було визначення властивостей комплексів карбоксилатів нікелю та міді з бензгідразидом на формування біоплівки умовно-патогенними бактеріями.
	Для досягнення вказаної мети вирішували такі задачі:
1. Визначити вплив досліджуваних сполук на ріст планктонних культур умовно-патогенних мікроорганізмів.
2. Визначити вплив досліджуваних сполук на формування біоплівки умовно-патогенними мікроорганізмами та порівняти отримані дані із впливом сполук на планктонні культури.
3. Порівняти чутливість тест-штамів з різною будовою клітини .
4. Визначити сполуку з найбільш широким антимікробним спектром.
Об’єкт дослідження – біологічна активність координаційних сполук з перехідними металами.
Предмет дослідження – вплив комплексів карбоксилатів нікелю та міді з бензгідразидом на ріст умовно-патогенних бактерій та формування ними біоплівок .
[bookmark: _GoBack]УЗАГАЛЬНЕННЯ
	Останнім часом в багатьох країнах відмічається тенденція до збільшення лікарської резистентності умовно-патогенних мікроорганізмів у складі біоплівки, що створює серйозні труднощі  у лікуванні інфекційних захворювань [Watkins et al., 2016]. У  зв’язку з чим вивчення нових, більш дешевих та ефективних речовин із антимікробною активністю являє собою актуальну задачу.
	Одними із таких речовин являються біокоординаційні сполуки, особливістю яких є здатність до комплексоутворення із перехідними металами, а також синергізм дії органічних кислот та перехідних металів спричиняє більш токсичну дію у відношенні широкого спектру мікроорганізмів.
	У дослідженнях визначали вплив трьох комплексів карбоксилатів міді та п’яти комплексів карбоксилатів нікелю з бензгідразидом на здатність формувати біоплівки тест-штамами умовно-патогенних мікроорганізмів.
	У результаті проведеної роботи було встановлено, що для більшості речовин найбільше пригнічення росту біомаси, а також росту біоплівки, спостерігається в середовищі при концентрації 100 мкМ. 
	Серед грампозитивних бактерій планктонні культури тест-штамів S. aureus АТСС 25923і M. luteus АТСС 4698 виявились найбільш чутливими до комплексів [Cu(Bhz)3](Benz)2, [Ni(Bhz)3](Benz)2 та [Ni(Bhz)3](Mal) у концентрації 100 мкМ. Комплекси [Co(Bhz)3](H2SSal)2; [Ni(Bhz)2](Benz)2 та [Ni(Bhz)3]HSSal проявили найбільше інгібування культури S. aureus при концентраціях 25, 50 і 50 мкМ (накопичення біомаси складало 41,4; 45,6 та 41,7% від контролю відповідно). У штаму E. faecalis АТСС 29212 максимальна затримка росту спостерігалася при дії комплексів [Co(Bhz)2(H2O)2](Pht) і [Ni(Bhz)3](Mal) за концентрації 50 мкМ, ріст культур при яких становив 46,8 та 41,2% відповідно. Культура M. luteus виявилась максимально чутливою при концентрації 50 мкМ до сполуки  [Ni(Bhz)2](Benz)2 (лише 29,6% росту біомаси). Тест-штам B. subtilis АТСС 6633 виявився найбільш стійким до дії досліджуваних сполук. Накопичення росту при максимальній концентрації складало 43,9-52% від контролю. Із результатів дослідження видно, що комплекси нікелю проявляють кращий інгібувальний ефект у відношенні грампозитивних планктонних культур, ніж комплекси міді. 
	Грамнегативні бактерії у складі планктонних культур проявили нижчу чутливість до досліджених сполук, у порівнянні з грампозитивними. Найбільш чутливими серед планктонних культур виявились штами P. vulgaris АТСС 6896 та E. сoli АТСС 25922. Максимальний інгібувальний ефект щодо цих культур спостерігався за дії комплексу [Co(Bhz)2(H2O)2](Pht) при концентрації 50 та 25 відповідно (ріст культури складав 61,7 та 65,7% від контролю). Найбільшу стійкість до дії досліджуваних сполук показала тест-штам P. аeruginosa АТСС 27853. Більш ефективними у відношенні грамнегативних сполук опинились комплекси міді.
	За даними літератури відомо, що бактерії у складі біоплівки більш стійкі до дії антимікробних препаратів. Це досягається завдяки таким особливостям біоплівки, як сповільнення дифузії антибіотиків; накопичення спеціальних ферментів, які руйнують антибіотики; сповільнений метаболізм клітин [ Hoibya, 2010].
Тому, у експерименті ми виявляли здатність бактерій формувати біоплівки у присутності досліджуваних сполук. Найбільш чутливим серед грампозитивних бактерій виявився штам S. aureus. Значне сповільнення росту біоплівки даної культури спостерігалось при дії комплексів [Co(Bhz)3](H2SSal)2, [Ni(Bhz)2](Benz)2, [Ni(Bhz)3](Mal) та [Ni(Bhz)3]HSSal за концентрації 100, 100, 100 та 50 мкМ, відповідно (інгібувальний ефект становив 55,4; 55,4; 56,6; 58,6% від контролю).
Як відомо, P. aeruginosa являється одним з найбільш стійких умовно-патогенних мікроорганізмів. А також характеризується особливістю утворювати біоплівки на медичних обладнаннях, цим самим ускладнюючи лікування інфекцій [Харченко, 2015]. Тому нами було протестовано здатність культури P. aeruginosa формувати біоплівку за присутності сполук міді та нікелю. 
За впливу комплексів Co(Bhz)3](Benz)2, [Co(Bhz)3](H2SSal)2 та Ni(Bhz)3](Mal) при найбільшій концентрації та комплексу  [Ni(Bhz)3]HSSal в концентрації 25 мкМ простежувалось максимальна зупинка росту біоплівки тест-культури P. аeruginosa у порівнянні із контролем більше ніж на 50%. 
Найбільша активність серед досліджуваних сполук у відношенні тест-штамів спостерігалась у комплексів [Co(Bhz)3](H2SSal)2; [Ni(Bhz)2](Benz)2 та [Ni(Bhz)3]HSSal при максимальній концентрації.


	


		ВИСНОВКИ
1. Досліджувані сполуки здатні пригнічувати ріст тест-штамів як у випадку планктонних культур, так і клітин у складі біоплівки. У більшості випадків спостерігали дозозалежний ефект – максимальне інгібування росту за найбільшої концентрації (100 мкМ).  
2. Найбільш чутливими серед грампозитивних тест-штамів у випадку планктонних культур були Micrococcus luteus та Enterococcus faecalis (максимальне пригнічення росту складало від 74,4 до 67,7% та від 67,4 до 51% за дії різних сполук відповідно). У складі біоплівки найбільшу чутливість проявила культура S. aureus (пригнічення на 55,4 – 58,6 % у порівнянні з контролем).
3. Серед грамнегативних мікроорганізмів найбільшу чутливість виявили штами Escherichia coli та дещо меншу Proteus vulgaris (50% пригнічення біомаси при максимальній концентрації). У складі біоплівки найбільш чутливим до дії сполук виявився тест-штам P. aeruginosa (пригнічення формування біоплівки на 52,4 – 59,4% у порівнянні із контролем). 
4. Серед досліджених комплексів не знайдено сполуки, здатної до пригнічення росту усіх тест-штамів. 
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