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АНОТАЦІЯ
Дану роботу було присвячено дослідженню впливу 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону та його синтетичних похідних на ріст та формування біоплівок, утворення планктону та рух трьох штамів бактерій роду Bacillus – B. subtilis ONU 40, B. subtilis ONU 24, та B. subtilis ONU 66. Дослід було виконано у 96-лункових полістиролових планшетках. PQS-речовина та її синтетичні похідні були використані у трьох концентраціях – 20, 40 та 80 мкМ. Результати оцінювали шляхом вимірювання оптичної щільності розчину на планшетному рідері µQuant при довжині хвилі 600 нм та 592 нм. 

Дипломну роботу «Вплив 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону та його синтетичних похідних на ріст та формування біоплівки бактерій роду Bacillus» викладено на 67 сторінках друкованого тексту, вона включає 25 рисунків. В роботі наведено посилання на 24 публікації кирилицею та 35 латиницею. 

Ключові слова: біоплівка, Bacillus subtilis, 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолон

The following research was devoted to investigation of the effects of 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone and its synthetic analogues on the growth and formation of  biofilms, planktonic cells and bacterial motility of three strains of the bacteria of the genus Bacillus – B. subtilis ONU 40, B. subtilis ONU 24 and B. subtilis ONU 66. The PQS substance and its synthetic analogues were used in three concentrations of – 20, 40, and 80 μM. The experiment was conducted in 96-holes polystyrene tablets. The results were evaluated by measuring the optical density on a μQuant tablet reader at a wavelength of 600 nm and 592 nm. 

 The thesis "Effect of 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone and its synthetic analogues on the growth and formation of the biofilm by bacteria of the genus Bacillus" is presented in 67 pages of printed text, it includes 25 pictures. Reference is made to 24 publications in Cyrillic and 35 in Latin.
Key words: biofilm, Bacillus subtilis, 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone
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LB – lysogeny broth, Luria broth, Lennox broth, середовище Luria-Bertani
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С3Q – 2-пропіл-3-гідроксі-4-хінолон 
іС3Q – 2-ізопропіл-3-гідроксі-4-хінолон 

С5Q – 2-пентіл-3-гідроксі-4-хінолон 

PQS – 2-гептил-гідроксі-4-хінолон
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С9Q – 2-ноніл-3-гідроксі-4-хінолон 
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ВСТУП

Відкриття і вивчення біоплівок є одним з найбільш важливих досягнень мікробіології за останні 30 років. Про зростаючий інтерес до цієї проблеми свідчить різке збільшення числа публікацій на цю тему від одиничних робіт в 1980-х рр. до декількох тисяч до середини 2000-х рр [Morris et al., 2005]. 
За даними Американського центру контролю і профілактики захворювань, з утворенням біоплівок протікають до 65% всіх бактеріальних інфекцій [Morris et al., 2005]. 
Біоплівочні інфекції надзвичайно різноманітні, проте, їх можна поділити на 2 великі групи:

1) хронічні інфекції (хронічний синусит, хронічний середній отит, хронічні рани, легеневі інфекції у хворих на муковісцидоз, вентилятор-асоційовані пневмонії та ін.)

2) інфекції, пов’ язані з імплантованим медичним обладнанням (інфекція шунта ЦНС, кератит, обумовлений контактними лінзами, катетер-асоційовані інфекції, ендокардити, пов’язані з штучними клапанами, стент-асоційовані інфекції, перипротезійні інфекції, інфекції в області імплантів і ін.). Останні називають також девайс-асоційованими інфекціями.
Біоплівка – мікробне угруповання, що характеризується клітинами, прикріпленими до поверхні або одна до одної, замкненими в матрикс синтезованих ними позаклітинних полімерних речовин. Вони демонструють зміну фенотипу, що виражається зміною параметрів зростання та експресії специфічних генів [Donlan et al., 2002]. Плівка включає зазвичай 15–20 % бактеріальної маси, що міцно прикріпилася до тієї чи іншої поверхні, і 80–85 % захисного матриксу, який знижує ступінь впливу антибіотиків і антисептиків на мікрокультури-мішені в десятки, сотні і навіть тисячі разів [Андреев, 2009]. Самі бактерії становлять лише 5-35% маси біоплівки. Вони представлені так званими сессильними (англ. Sessilis - сидить, осілий), тобто нерухомими клітинами [Morris et al., 2005; Rajpaul, 2015].
До найбільш відомих мікроорганізмів, що синтезують біоплівки, відносяться: Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, хоча є роботи, які демонструють утворення біоплівок і іншими мікроорганізмами (Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Escherichia coli, іншими ентеробактеріями, ацінетобактеріями і ін.) Причому, біоплівки можуть бути утворені бактеріями одного або декількох видів. 

Бактерії в біоплівках залишаються живими навіть у присутності антибіотиків, доданих в кількості 500- 1000 разів більшому, ніж їх мінімальна інгібуюча концентрація (МІК) [Davies, 2003; Чернявский, 2013].

Застосування антибіотиків, що погано проникають в біоплівку, дуже швидко призводить до формування і відбору стійких мікроорганізмів. Неповна ерадикація мікроорганізмів при біоплівочних інфекціях в свою чергу сприяє їх персистенції і формуванню хронічних процесів [Stewart et al., 2001;Rajpaul, 2015]. Введення антибіотика викликає загибель частини клітин, при цьому інша частина клітин утворює субпопуляцію клітин-персистерів. Персистери знаходяться в стані метаболічного спокою, зберігають життєздатність під дією антибіотиків і сприяють відновленню популяції мікроорганізмів [Тутельян и др., 2015]. Дійсно, мінімальна інгібуюча концентрація (МІК) антибіотиків відносно бактерій в біоплівці може в тисячі разів перевищувати цей показник ніж для планктонних бактерій [Игнатенко, 2008; Hoiby et al., 2010; Петухова и др., 2019 ].

Тому вивчення закономірностей виникнення і формування мікробних біоплівок, а також пошук сполук, які можуть пригнічувати утворення біоплівок і знищувати бактерії всередині біоплівок, є ключовим моментом подальшого розвитку медичної мікробіології [Хмель и др., 2006; Petrova et al., 2016].

Слід зазначити, що є і позитивна функція процесу плівкоутворення. Стійкість до біоцидів, токсикантів, розчинників, важких металів забезпечує мікробним плівкам переваги в процесах, які передбачають тривалий контакт з такими агентами, наприклад, при біологічному очищенні стічних вод і забруднених ґрунтів, або при застосуванні біоплівочних реакторів в тонкому органічному синтезі [ Gross et al., 2007; Максимова, 2013].
Метою даної роботи, було дослідити вплив 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону та його аналогів, які відрізняються від нього за кількістю атомів вуглецю в алкільному ланцюгу на ріст та формування біоплівки тест-штамами Bacillus subtilis.
Згідно до мети були поставлені наступні задачі:

1. дослідити вплив 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону та його аналогів з коротким та довгим алкільним ланцюгом на планктонну культуру тест-штамів Bacillus subtilis;
2. дослідити вплив 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону та його аналогів з коротким  та довгим алкільним ланцюгом на формування біоплівки тест-штамами Bacillus subtilis;
3. дослідити вплив 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону та його аналогів з коротким  та довгим алкільним ланцюгом на рух тест-штамів Bacillus subtilis;
Об’ єкт дослідження – особливості формування біоплівки тест-штамами Bacillus subtilis.

Предмет дослідження – вплив 2-гептил-3-гідроксі-4-хінолону та його аналогів з різною довжиною алкільного ланцюга на формування біоплівки тест-штамами Bacillus subtilis.

ВИСНОВКИ
1. Дослідження впливу PQS та його синтетичних похідних з короткою довжиною алкільного ланцюга на формування планктонних культур бактеріями виду B. subtilis: на B. subtilis ONU 40 C5Q - речовина максимально впливає у 20 мкМ – на 28,4 % показники вище контролю.

2. Дослідження впливу PQS та його синтетичних похідних з довгим алкільним ланцюгом на формування планктонних культур бактеріями виду B. subtilis: B. subtilis ONU 40 – PQS-речовина знизила показники у 80 мкМ – на 56 %, C8Q у 80 мкМ – на 56 % нижче контролю, С9Q знижує кількість клітин максимально у 80 мкМ – на 44,2 %. 

3. Дослідження впливу PQS та його синтетичних похідних з короткою довжиною алкільного ланцюга на формування біоплівки бактеріями виду B. subtilis: B. subtilis ONU 66 – на iC3Q дає у 20 мкМ – на 33 % показники нижче контролю, С5Q у 80 мкМ – на 42 % показники нижче рівня контролю. 

4. Дослідження впливу PQS та його синтетичних похідних з довгим алкільним ланцюгом на формування біоплівки бактеріями виду B. subtilis: B. subtilis ONU 66 – C8Q максимально впливає у 20 мкМ – на 70 % вище контролю, PQS дає у 80 мкМ – на 99 % показники вище контролю, С9Q у 80 мкМ – на 44,3 % вище за контроль; на B. subtilis ONU 40  аналоги PQS впливали пригнічуючи у середньому на 43,5 %; у B. subtilis ONU 24 відмічається посилення при C8Q: у 40 мкМ – на 47,3 % вище рівня контролю, PQS також впливає позитивно у 80 мкМ – на 69 % вище контролю, C9Q значно посилює синтез у концентраціях 80 мкМ – на 90 %.
5. При дослідженні впливу PQS та його синтетичних похідних на роїння бактерій роду Bacillus було виявлено, що штами B. subtilis у присутності похідних сполук з коротким алкільним ланцюгом реагують по-різному: штам B. subtilis ONU 24 при дії iC3Q у 80 мкМ пригнічує ріст на 43 %; штам B. subtilis ONU 40 реагує посиленням росту у 3-4 рази у присутності iC3Q, C5Q та C3Q; штам B. subtilis ONU 66 пригнічує ріст при C3Q у 20 мкМ на 48,5 %, але інтенсифікує при iC3Q у 20 та 40 мкМ на 50 %.
6.  У присутності PQS та його синтетичних похідних з довгим алкільним ланцюгом, роїння у кожного штаму також відбувалось по-різному: штам B. subtilis ONU 24 при PQS у 80 мкМ прискорює ріст на 57,2 %; штам B. subtilis ONU 40 реагує прискоренням росту у присутності C8Q, C9Q, а особливо інтенсивно при PQS 20 та 40 мкМ - у 6,5 разів вище контролю, та у 80 мкМ - у 6 разів вище контрольних показників; штам B. subtilis ONU 66 реагує пригніченням росту при C9Q у 80 мкМ на 42 %.
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