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STRESZCZENIE

Celem badania byto okre$lenie wplywu zastosowania hiperbarii tlenowej na wzrost i metabolizm pateczki Pseudomonas aoruginosa in vitro.
Doswiadczalne przeprowadzono na podiozach agarowych oraz ptytkach krwawych. Plytki z posiewami bakteryjnymi poddawano dziataniu hiperbarii
tlenowej w zréznicowanych warunkach ci$nienia i czasu oddziatywania. Stwierdzono istotne hamowanie wzrostu bakterii oraz aktywnosci proteolityczne;j.
Poddane dziataniu hiperbarii patogeny wykazywaty takze mniejszg zjadliwo$¢ po zakazeniu nimi zwierzat doswiadczalnych.
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WSTEP

Zainteresowanie wptywem hiperbarii tlenowej na drobnoustroje najczesciej dotyczy bakterii beztlenowych, gdyz
w niektorych postaciach zakazen, wywotanych przez te bakterie, hiperbaria tlenowa znalazta zastosowanie jako jedna
z metod leczniczych [1,2,3,4,5].

Dotychczasowe wyniki prac dotyczacych bakterii z grupy wzglednych beztlenowcéw i bezwzglednych tlenowcow
wskazuja, ze podwyzszone ciSnienie tlenu wptywa hamujaco rowniez na wzrost tych bakterii [6,7,8,9,10,11]. Zmiany, jakie
obserwowano u badanych bakterii, dotyczyty nie tylko wzrostu, ale i wygladu, metabolizmu, zdolno$ci wytwarzania jadow
i pigmentéw oraz wrazliwo$ci na antybiotyki [9,10,12,13,14].

Prace na temat wplywu hiperbarii tlenowej na Pseudomonas aoruginosa in vitro oraz na temat mozliwos$ci
zastosowania tej metody w leczeniu zakazen wywotanych przez te bakterie sa nieliczne, a wyniki prac poszczegdlnych
autorow niejednoznaczne [6,7,10,15].

Zakazenia Pseudomonas wystepuja jednak coraz czesciej, gtéwnie $rodszpitalnie, zagrazaja niejednokrotnie zyciu
ludzkiemu, zwlaszcza na oddziatach noworodkowych, reanimacyjnych, urologicznych, chirurgicznych, u wszystkich tych
pacjentow, u ktorych prawidlowe fizjologicznie mechanizmy obronne sa uposledzone. Liczba tych zakazen dynamicznie
roSnie, a mozliwosci leczenia etiotropowego sa ograniczone, czesto zawodne.

Poniewaz zakazenia Pseudomonas aeruginosa stanowig wspoéiczesnie jeden z najwiekszych problemow
epidemiologicznych i klinicznych, postanowiono zbada¢ wptyw hiperbarii tlenowej na te bakterie in vitro, w celu uzyskania
podstaw dla ewentualnego zastosowania w przysztosci tej metody leczniczej w zwalczaniu zakazenn wywotanych przez te
bakterie.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto szczep Pseudomonas aeruginosa wyizolowany z moczu, ktéry charakteryzowal sie wysoka
aktywnos$cia proteoliczng i duza zjadliwoscia dla myszy. Badania prowadzono przy uzyciu podtozy statych (agar zwykly
i ptytka agarowa z 5% ludzka krwig konserwowang). Stosowano technike posiewu powierzchniowego. W pierwszym etapie
badan ptytki z posianym materiatem poddawano dziataniu tlenu pod ci$nieniem 2, 3 i 4 ata przez 4, 81 16 godzin, a w drugim
etapie badano wtasciwosci fizjologiczne i biochemiczne szczepéw w poréwnaniu z kontrola. Kontrole stanowity ptytki
z materialem, przechowywane w warunkach ci$nienia atmosferycznego oraz ptytki poddane dziataniu 1 ata 02 przez 4, 8116
godzin.

Badania przeprowadzono w tlenowej komorze ci$nieniowej skonstruowanej do do$wiadczen na zwierzetach.
Ogoétem poddano dziataniu hiperbarii tlenowej 1800 ptytek. Po wyjeciu ptytek z komory inkubowano je 24 godziny
w temperaturze 37°C, a nastepnie okreslano cechy biochemiczne, fizjologiczne, oznaczano LD50 dla myszek i oporno$¢ na
antybiotyki. Zakres badan obejmowat ;

e  Oznaczenie barwnikéw [16],
Oznaczenie wzrostu i ruchu w obecnosci 1% TTC na podtozu Selenka w modyfikacji wiasnej,
Obserwacje wzrostu w temperaturze 22 i 42° wg. Hayensa [17],
Wzrost w obecnosci 6% chlorku sodu [18],
Wzrost w obecnosci 0,1% cetrimidu metodg Browna i Lowbury w modyfikacji Muszynskiego [17],
Wytwarzanie oksydazy cytochromowej metoda Kovacsa [16],
Tlenowy rozktad glukozy [18],
Wytwarzanie dwuhydrolazy argininy wg. Phillipsa [18],
Rozktad zelatyny,
Wytwarzanie katalazy,
Oznaczanie aktywno$ci proteolitycznej wg. Schmidta i wsp.[20],
Oznaczanie stopnia aktywnosSci hemolizyn wg Liu [17],
Oznaczanie LD50 dla myszek metodg Reeda i Muoncha [16],
Oznaczanie opornosci na antybiotyki metoda seryjnych rozcieficzen na podtozu Grova i Rendalla [16].

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej, okreSlajac stopienn znamiennosci wynikow na poziomie
ufnosci alfa = 0,01 i alfa = 0,05 i stosujac test Studenta. Zalezno$¢ miedzy cechami przedstawiono w postaci prostej rOwnania
regresji, ktore obliczono metoda najmniejszych kwadratow.

WYNIKI BADAN

Otrzymane wyniki badan $wiadcza, ze niektore z badanych cech pod wptywem hiperbarii tlenowej ulegaja istotnym
zmianom. Réznice miedzy szczepem badanym a kontrolnym dotyczyly wzrostu, zdolnosci produkowania barwnikéw,
aktywnosci proteolitycznej i zjadliwosci dla myszy. NajczeSciej zmiany te wystepowaly po dziataniu na bakterie ci$nienia
tlenu o wartos$ci 3 i 4 ata 02 przy 16-godzinnych ekspozycjach. Stwierdzono, ze ci$nienie 3 i 4 ata 02 w czasie 16-godzinnej
ekspozycji powoduje utrate zdolnosSci wytwarzania barwnikéw piocyjaniny i fluoresceiny oraz brak hemolizowania krwinek
na ptytce z 5% ludzka krwig konserwowana.

Wptyw hiperbarii tlenowej na wzrost bakterii zaznaczyt sie juz przy 2 ata 02 po 16-godzinnych ekspozycjach, po
ktorych nastapit znamienny spadek liczby bakterii. Przy ci$nieniach 3 i 4 ata 02 znamienny spadek liczby bakterii zaznaczyt
sie juz po 8-godzinnej ekspozycji. W grupie, ktéra poddana byta cisnieniu 1 ata 02 obserwowano znamienny wzrost liczby
bakterii po ekspozycjach 4-godzinnych.
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W badaniach stwierdzono réwniez wptyw hiperbarii tlenowej na zdolno$¢ wytwarzania zelatyny przez
Pseudomonas aeruginosa. Ci$nienie tlenu o wartosci 2 ata 02 przy 16-godzinnych ekspozycjach powodowato wystepowanie
roznic statystycznie znamiennych miedzy szczepem badanym, a kontrolnym. Przy ci$nieniach 3 i 4 ata 02 réznice te
wystepowaty takze po 16-godzinnych ekspozycjach. Na podstawie wynikow mozna powiedzie¢, ze zwiekszajacym sie
wartoSciom ci$nienia tlenu towarzyszyt spadek aktywnosci Zelatyny, co przejawiato sie zmniejszong strefg strawienia
zelatyny. Zauwazono, Ze korelacja cech ma charakter prostolinijny.

Dla otrzymanych wynikdw obliczono réwnanie regresji, a prosta dla tego rownania przedstawiono na ryc. 1.
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Rys. 1 Zalezno$¢ aktywnos$ci Pseudomonas aeruginosa od ci$nienia tlenu (ekspozycje 16-godzinne).

Podobne wyniki otrzymano przy badaniu wptywu hiperbarii tlenowej na aktywno$¢ proteolityczna Pseudomonas
aeruginosa. Roznice statystyczne znamienne wystapily przy ci$nieniu 2, 3 i 4 ata Oz, ale réwniez tylko po 16-godzinnych
ekspozycjach. Stwierdzono, ze aktywno$¢ proteolityczna malata wraz ze wzrostem cisnienia. Prosta réwnania regres;ji

przedstawiono na ryc. 2.
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Rys. 2. Zalezno$¢ aktywnosci proteolitycznej Pseudomonas aeruginosa od cisnienia tlenu (ekspozycje 16-godzinne).
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Waznym etapem byto sprawdzenie, czy i w jakim stopniu zmienia sie zjadliwo$¢ Pseudomonas aeruginosa,
poddanych dziataniu hiperbarii tlenowej. Poprzez oznaczenie LDso dla myszy wykazano, ze zjadliwo$¢ zmniejsza sie przy
ekspozycjach 16-godzinnych od wartosci 1,8 x 107 komérek dla szczepu kontrolnego do 13 x 107 komérek dla szczepu
poddanego ci$nieniu 4 ata Ox.

Otrzymane wyniki przedstawia ryc. 3.
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Rys. 3 Wptyw cis$nienia tlenu na warto$¢ LD Pseudomonas aeruginosa dla myszek ( ekspozycja 16-godzinna).

Spadek zjadliwosci szczepu wiaze sie zapewne z obnizeniem jego aktywno$ci proteolitycznej, poniewaz role tych
enzymoé6w w zjadliwos$ci szczepdw Pseudomonas aeruginosa, wedtug ostatnio prowadzonych prac, wydaja sie by¢ niewatpliwe
[17,21].

Nalezatoby rozwazy¢, jaki jest mechanizm dziatania zwiekszonego cisnienia tlenu, w wyniku ktérego powstaty
zaobserwowane zmiany. Trudno jest dyskutowac na ten temat, poniewaz w dostepnym piSmiennictwie nie napotkano na
proby wyjasnienia tego mechanizmu u bakterii. Istnieje szereg teorii thumaczacych mechanizm toksycznego dziatania tlenu
na ustréj ludzki i zwierzecy [22]. Wydaje sie, ze podobnymi mechanizmami mozna by ttumaczy¢ toksyczne dziatanie tlenu na
bakterie. Obnizenie aktywnosci enzyméw proteolitycznych mozna by ttumaczy¢ dziataniem tlenu pod ciSnieniem na grupy
sulfhydrylowe, poniewaz sg one szczego6lnie wrazliwe na dziatanie tlenu [22]. Tlen powoduje blokade grup -SH enzymow,
a wiec jest ich inhibitorem. Wiekszos¢ enzyméw proteolitycznych zawiera w swych centrach aktywnych grupy -SH. By¢é moze,
ze w wyniku przytaczenia sie inhibitora nastgpita zmiana konformacyjna biatka [23], w wyniku czego doszto do obniZenia sie
aktywnos$ci enzymu. Skutkiem tego bytaby zmniejszona liczba oligopeptydéw przedostajacych sie do komarki bakteryjnej,
a powstajacych wtasnie przy udziale enzyméw proteolitycznych. Wydaje sie, ze z tego powodu moze ostabng¢ aktywnos¢
metaboliczna komorki, a jednoczesnie zmniejszony bedzie bilans energetyczny
niezbedny m.in. dla wzrostu komarki.

Obnizony metabolizm komoérkowy i zbyt mata ilo$¢ magazynowanej energii mogly by¢ takze powodem
zahamowania wydalania barwnikéw, poniewaz mechanizm ich wydalania na zewnatrz komoérki odbywa sie kosztem zuzycia
pewnej iloSci energii.

WNIOSKI

1. Tlen w warunkach hiperbarii wykazywat bakteriostatyczne dziatanie na pateczki Pseudomonas aeruginosa in vitro.

2. Stwierdzono, ze pod wpltywem hiperbarii tlenowej nastepuje spadek aktywnos$ci proteolitycznej Pseudomonas
aeruginosa.

3. Przy wyzszych wartosciach ci$nienia tlenu notowano brak wytwarzania piocyjaniny i fluorescainy.

4. Paleczkie Pseudomonas aeruginosa, poddane dziataniu tlenu w warunkach hiperbarii, wykazywaty mniejszy stopien
zjadliwosci dla myszy.

5. Efekt dziatania hiperbarii tlenowej na Pseudomonas aeruginosa in vitro byt zalezny od wartosci ci$nienia tlenu i
czasu jego dziatania.
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