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STRESZCZENIE 

Celem badania było określenie wpływu zastosowania hiperbarii tlenowej na wzrost i metabolizm  pałeczki  Pseudomonas aoruginosa in vitro. 
Doświadczalne przeprowadzono na podłożach agarowych oraz płytkach krwawych. Płytki z posiewami bakteryjnymi poddawano działaniu hiperbarii 
tlenowej w zróżnicowanych warunkach ciśnienia i czasu oddziaływania. Stwierdzono istotne hamowanie wzrostu bakterii oraz aktywności proteolitycznej. 
Poddane działaniu hiperbarii patogeny wykazywały także mniejszą zjadliwość po zakażeniu nimi zwierząt doświadczalnych. 
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WSTĘP 

Zainteresowanie wpływem hiperbarii tlenowej na drobnoustroje najczęściej dotyczy bakterii beztlenowych, gdyż  

w niektórych postaciach zakażeń, wywołanych przez te bakterie, hiperbaria tlenowa znalazła zastosowanie jako jedna  

z metod leczniczych [1,2,3,4,5]. 

Dotychczasowe wyniki prac dotyczących bakterii z grupy względnych beztlenowców i bezwzględnych tlenowców 

wskazują, że podwyższone  ciśnienie tlenu wpływa hamująco również na wzrost tych bakterii [6,7,8,9,10,11]. Zmiany, jakie 

obserwowano u badanych bakterii, dotyczyły nie tylko wzrostu, ale i wyglądu, metabolizmu, zdolności wytwarzania jadów  

i pigmentów oraz wrażliwości na antybiotyki [9,10,12,13,14]. 

Prace na temat wpływu hiperbarii tlenowej na Pseudomonas aoruginosa in vitro oraz na temat możliwości 

zastosowania tej metody w leczeniu zakażeń wywołanych przez te bakterie są nieliczne, a wyniki prac poszczególnych 

autorów niejednoznaczne [6,7,10,15]. 

Zakażenia Pseudomonas występują jednak coraz częściej, głównie śródszpitalnie, zagrażają niejednokrotnie życiu 

ludzkiemu, zwłaszcza na oddziałach noworodkowych, reanimacyjnych, urologicznych, chirurgicznych, u wszystkich tych 

pacjentów, u których prawidłowe fizjologicznie mechanizmy obronne są upośledzone. Liczba tych zakażeń dynamicznie 

rośnie, a możliwości leczenia etiotropowego są ograniczone, często zawodne. 

Ponieważ zakażenia Pseudomonas aeruginosa stanowią współcześnie jeden z największych problemów 

epidemiologicznych i klinicznych, postanowiono zbadać wpływ hiperbarii  tlenowej na te bakterie in vitro, w celu uzyskania 

podstaw dla ewentualnego zastosowania w przyszłości tej metody leczniczej w zwalczaniu zakażeń wywołanych przez te 

bakterie. 

MATERIAŁ I METODY 

Do badań użyto szczep Pseudomonas  aeruginosa wyizolowany z moczu, który charakteryzował się wysoką 

aktywnością proteoliczną i dużą zjadliwością dla myszy. Badania prowadzono przy użyciu podłoży stałych (agar zwykły  

i płytka agarowa z 5% ludzką krwią konserwowaną). Stosowano technikę posiewu powierzchniowego. W pierwszym etapie 

badań płytki z posianym materiałem poddawano działaniu tlenu pod ciśnieniem 2, 3 i 4 ata przez 4, 8 i 16 godzin, a w drugim 

etapie badano właściwości fizjologiczne i biochemiczne szczepów w porównaniu z kontrolą. Kontrolę stanowiły płytki  

z materiałem, przechowywane w warunkach ciśnienia atmosferycznego oraz płytki poddane działaniu 1 ata 02 przez 4, 8 i 16 

godzin. 
Badania przeprowadzono w tlenowej komorze ciśnieniowej skonstruowanej do doświadczeń na zwierzętach. 

Ogółem poddano działaniu hiperbarii tlenowej 1800 płytek. Po wyjęciu płytek z komory inkubowano je 24 godziny  

w temperaturze 37°C, a następnie określano cechy biochemiczne, fizjologiczne, oznaczano LD50 dla myszek i oporność na 

antybiotyki. Zakres badań obejmował ;  

 Oznaczenie barwników [16], 

 Oznaczenie wzrostu i ruchu w obecności 1%  TTC  na podłożu Selenka w modyfikacji własnej, 

 Obserwację wzrostu w temperaturze 22 i 42° wg. Hayensa [17], 

 Wzrost w obecności 6% chlorku sodu [18], 

 Wzrost w obecności 0,1% cetrimidu metodą Browna i Lowbury w modyfikacji Muszyńskiego [17], 

 Wytwarzanie oksydazy cytochromowej metodą Kovacsa [16], 

 Tlenowy rozkład glukozy [18], 

 Wytwarzanie dwuhydrolazy argininy wg. Phillipsa [18], 

 Rozkład żelatyny, 

 Wytwarzanie katalazy, 

 Oznaczanie aktywności proteolitycznej wg. Schmidta i wsp.[20], 

 Oznaczanie stopnia aktywności hemolizyn wg Liu [17], 

 Oznaczanie LD50 dla myszek metodą Reeda i Muoncha [16], 

 Oznaczanie oporności na antybiotyki metodą seryjnych rozcieńczeń na podłożu Grova i Rendalla [16]. 

Uzyskane wyniki badań poddano analizie statystycznej, określając stopień znamienności wyników na poziomie 

ufności alfa = 0,01 i alfa = 0,05 i stosując test Studenta. Zależność między cechami przedstawiono w postaci prostej równania 

regresji, które obliczono metodą najmniejszych kwadratów. 

WYNIKI BADAŃ 

Otrzymane wyniki badań świadczą, że niektóre z badanych cech pod wpływem hiperbarii tlenowej ulegają istotnym 

zmianom. Różnice między szczepem badanym a kontrolnym dotyczyły wzrostu, zdolności produkowania barwników, 

aktywności proteolitycznej i zjadliwości dla myszy. Najczęściej zmiany te występowały po działaniu na bakterie ciśnienia 

tlenu o wartości 3 i 4 ata O2 przy 16-godzinnych ekspozycjach. Stwierdzono, że ciśnienie 3 i 4 ata O2 w czasie 16-godzinnej 

ekspozycji powoduje utratę zdolności wytwarzania barwników piocyjaniny i fluoresceiny oraz brak hemolizowania krwinek 

na płytce z 5% ludzką krwią konserwowaną. 

Wpływ hiperbarii tlenowej na wzrost bakterii zaznaczył się już przy 2 ata O2 po 16-godzinnych ekspozycjach, po 

których nastąpił znamienny spadek liczby bakterii. Przy ciśnieniach 3 i 4 ata O2 znamienny spadek liczby bakterii zaznaczył 

się już po 8-godzinnej ekspozycji. W grupie, która poddana była ciśnieniu 1 ata O2 obserwowano znamienny wzrost liczby 

bakterii po ekspozycjach 4-godzinnych. 
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W badaniach stwierdzono również wpływ hiperbarii tlenowej na zdolność wytwarzania żelatyny przez 

Pseudomonas aeruginosa. Ciśnienie tlenu o wartości 2 ata O2 przy 16-godzinnych ekspozycjach powodowało występowanie 

różnic statystycznie znamiennych między szczepem badanym, a kontrolnym. Przy ciśnieniach 3 i 4 ata O2 różnice te 

występowały także po 16-godzinnych ekspozycjach. Na podstawie wyników można powiedzieć, że zwiększającym się 

wartościom ciśnienia tlenu towarzyszył spadek aktywności żelatyny, co przejawiało się zmniejszoną strefą strawienia 

żelatyny. Zauważono, że korelacja cech ma charakter prostolinijny.  

Dla otrzymanych wyników obliczono równanie regresji, a prostą dla tego równania przedstawiono na ryc. 1. 

Rys. 1 Zależność aktywności Pseudomonas aeruginosa od ciśnienia tlenu (ekspozycje 16-godzinne). 

Podobne wyniki otrzymano przy badaniu wpływu hiperbarii tlenowej na aktywność proteolityczną Pseudomonas 

aeruginosa. Różnice statystyczne znamienne wystąpiły przy ciśnieniu 2, 3 i 4 ata O2, ale również tylko po 16-godzinnych 

ekspozycjach. Stwierdzono, że aktywność proteolityczna malała wraz ze wzrostem ciśnienia. Prostą równania regresji 

przedstawiono na ryc. 2.  

Rys. 2. Zależność aktywności proteolitycznej Pseudomonas aeruginosa od ciśnienia tlenu (ekspozycje 16-godzinne). 
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Ważnym etapem było sprawdzenie, czy i w jakim stopniu zmienia się zjadliwość Pseudomonas aeruginosa, 

poddanych działaniu hiperbarii tlenowej. Poprzez oznaczenie LD50 dla myszy wykazano, że zjadliwość zmniejsza się przy 

ekspozycjach 16-godzinnych od wartości 1,8 x 107 komórek dla szczepu kontrolnego do 13 x  107 komórek dla szczepu 

poddanego ciśnieniu 4 ata O2. 

Otrzymane wyniki przedstawia ryc. 3.  

Rys. 3 Wpływ ciśnienia tlenu na wartość LD Pseudomonas aeruginosa dla myszek ( ekspozycja 16-godzinna). 

Spadek zjadliwości szczepu wiąże się zapewne z obniżeniem jego aktywności proteolitycznej, ponieważ role tych 

enzymów w zjadliwości szczepów Pseudomonas aeruginosa, według ostatnio prowadzonych prac, wydają się być niewątpliwe 

[17,21]. 

Należałoby rozważyć, jaki jest mechanizm działania zwiększonego ciśnienia tlenu, w wyniku którego powstały 

zaobserwowane zmiany. Trudno jest dyskutować na ten temat, ponieważ w dostępnym piśmiennictwie nie napotkano na 

próby wyjaśnienia tego mechanizmu u bakterii. Istnieje szereg teorii tłumaczących mechanizm toksycznego działania tlenu 

na ustrój ludzki i zwierzęcy [22]. Wydaje się, że podobnymi mechanizmami można by tłumaczyć toksyczne działanie tlenu na 

bakterie. Obniżenie aktywności enzymów proteolitycznych można by tłumaczyć działaniem tlenu pod ciśnieniem na grupy 

sulfhydrylowe, ponieważ są one szczególnie wrażliwe na działanie tlenu [22]. Tlen powoduje blokadę grup -SH enzymów,  

a więc jest ich inhibitorem. Większość enzymów proteolitycznych zawiera w swych centrach aktywnych grupy -SH. Być może, 

że w wyniku przyłączenia się inhibitora nastąpiła zmiana konformacyjna białka [23], w wyniku czego doszło do obniżenia się 

aktywności enzymu. Skutkiem tego byłaby zmniejszona liczba oligopeptydów przedostających się do komórki bakteryjnej,  

a powstających właśnie przy udziale enzymów proteolitycznych. Wydaje się, że z tego powodu może osłabnąć aktywność 

metaboliczna komórki, a jednocześnie zmniejszony będzie bilans energetyczny  

niezbędny m.in. dla wzrostu komórki. 

Obniżony metabolizm komórkowy i zbyt mała ilość magazynowanej energii mogły być także powodem 

zahamowania wydalania barwników, ponieważ mechanizm ich wydalania na zewnątrz komórki odbywa się kosztem zużycia 

pewnej ilości energii. 

WNIOSKI 

1. Tlen w warunkach hiperbarii wykazywał bakteriostatyczne działanie na pałeczki Pseudomonas aeruginosa in vitro.

2. Stwierdzono, że pod wpływem hiperbarii tlenowej następuje spadek aktywności proteolitycznej Pseudomonas 

aeruginosa. 

3. Przy wyższych wartościach ciśnienia tlenu notowano brak wytwarzania piocyjaniny i fluorescainy. 

4. Pałeczkie Pseudomonas aeruginosa, poddane działaniu tlenu w warunkach hiperbarii, wykazywały mniejszy stopień 

zjadliwości dla myszy. 

5. Efekt działania hiperbarii tlenowej na Pseudomonas aeruginosa in vitro był zależny od wartości ciśnienia tlenu i 

czasu jego działania. 
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