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Исследованы фенотипические свойства мутантов филогенетически родственных патогенных видов 
Burkholderia (B. pseudomallei, B. mallei, B. cepacia), резистентных к фторхинолонам и цефалоспоринам. Показано, 
что штаммы с маркерами PfxR (OfxR), CfzR приобретают перекрестную устойчивость множественного типа к ан­
тибиотикам различных классов. Резистентность штаммов изменяется под действием от блокирующего влияния 
ингибитора кальциевых мембранных каналов -  верапамила. Мутантные штаммы отличаются по продукции вне­
клеточных ферментов (протеаз, лецитиназы, липазы) и вирулентностью.

Ключевые слова: Burkholderia, антибиотикорезистентность, мутанты, фторхинолоны, цефалоспорины, фено­
типические свойства, верапамил.

Возбудители мелиоидоза (Burkholderia pseudo­
mallei) и сапа (Burkholderia mallei), а также являю­
щиеся оппортунистическими патогенами микроор­
ганизмы комплекса Burkholderia cepacia составляют 
группу филогенетически родственных видов [3, 8].

Наряду с общностью и клинической значимо­
стью, эти микроорганизмы характеризуются высокой 
природной резистентностью к антибактериальным

препаратам, включающим широкий спектр антибио­
тиков различных классов [1, 2].

Способность всех трех видов быстро повышать 
антибиотикорезистентность в процессе лечения 
ограничивает выбор эффективных лекарственных 
средств и создает серьезные трудности при химио­
терапии заболеваний, вызываемых буркхольдериями 
[2, 5, 7].
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Экспериментальной моделью для изучения ме­
ханизмов лекарственной устойчивости этих видов 
могут служить штаммы с измененной чувствитель­
ностью к антибиотикам, которые в настоящее время 
используются для лечения. Обычно мутанты с на­
правленно селекционированными маркерами устой­
чивости (или чувствительности) к определенным 
ингибиторам несут ряд дополнительных признаков, 
изучение которых позволяет определять основные 
закономерности развития резистентности и осущест­
влять выбор штаммов, необходимых для исследова­
ния ее молекулярно-генетической природы.

Цель настоящей работы заключалась в иссле­
довании фенотипов мутантных штаммов родствен­
ных видов Burkholderia (B. pseudomallei, B. mallei, 
B. cepacia) с измененной чувствительностью к пре­
паратам ряда цефалоспоринов и фторхинолонов и в 
оценке влияния на резистентность блокатора каль­
циевых мембранных каналов -  верапамила.

В.mallei Ц-Sh SMRI 

В. mallei Ц-5н 

В. cepacia 25416 

В. cepacia 25416 SMR1 

В. cepacia 8235 

В. cepacia 8235 SMR1 

В. pseudomallei 56770 

В. pseudomallei 56770 SMR4 

В. pseudomallei 56770 SMR1 

В. pseudomallei 57576 

В. pseudomallei 57576 SMR2 

В. pseudomallei 57576 SMR3

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Рис. 1. Показатели антибиотикорезистентности SMR-мутантов 
B. pseudomallei, B. mallei и B. cepacia:

СИ -  пефлоксацин; -  офлоксацин; □  -  цефтазидим

характеризовали по времени гибели 100 % клеток 
простейших.

Материалы и методы

В работе использованы штаммы B. pseudomallei 
56770 и 57576, B. mallei Ц-5н, B. cepacia 25416, 8235 
дикого типа и их мутанты, отобранные в результа­
те направленной селекции клонов, резистентных 
к фторхинолонам (пефлоксацину, офлоксацину) и 
цефалоспоринам (цефтазидиму). Минимальные по­
давляющие концентрации пефлоксацина («LEK 
Pharmaceutical», Словения), офлоксацина («Хёхст 
Мэрион Руссель Лтд.», Индия), цефтазидима 
(«Glaxooperations», Англия) и других антибиотиков 
отечественного производства определяли методом 
стандартных серийных разведений на плотных пита­
тельных средах.

Культуры выращивали на L-агаре и L-бульоне 
(«Difco», США) при температуре 32 °С. Продукцию 
внеклеточных ферментов (протеаз, лецитиназы, ли­
пазы) исследовали на средах с добавками необходи­
мых субстратов [4].

Для оценки влияния на резистентность штам­
мов блокатора кальциевых мембранных каналов 
культуры (1102 м.к.) высевали на плотные питатель­
ные среды с добавками антибиотиков и верапамила -  
25 мкг/мл, или не содержащие его [6, 7]. Штаммы 
инкубировали 48 ч, после чего учитывали количе­
ство жизнеспособных клеток.

определение вирулентных свойств проводили 
на модели одноклеточного организма Paramecium 
caudatum. Инфузории выращивали в сенном настое 
в течение недели. Взвеси 18-часовых культур микро­
организмов в концентрации 1107 м.к./мл соединяли 
в равных объемах (500 мкл) с культурой парамеций 
на предметном стекле с лункой. Взвесь изолировали 
с помощью покровного стекла, фиксированного вазе­
линовым маслом. Время гибели простейших наблю­
дали при световой микроскопии препаратов, начиная 
от контакта с культурами бактерий до полного пре­
кращения подвижности инфузорий. Вирулентность

Результаты и обсуждение

Мутантные штаммы Burkholderia, использован­
ные в работе и обозначенные как штаммы SMR-типа, 
имели два селектированных маркера резистентности 
PfxR (OfxR), CfzR в различной последовательности и 
отличались устойчивостью к пефлоксацину (офлокса- 
цину) и цефтазидиму, превышающей уровень ее у ис­
ходных штаммов в 3-5 раз и более, в зависимости от 
типа резистентности и вида микроорганизма (рис. 1).

Было отмечено, что у B. cepacia быстрее, чем у 
двух других видов, формировалась устойчивость к 
цефтазидиму, которая сохранялась на высоком уров­
не, тогда как у B. pseudomallei и B. mallei наиболее 
стабильно проявлялся фенотип резистентности к 
фторхинолонам.

Определение у мутантов, резистентных к пеф- 
локсацину, офлоксацину и цефтазидиму перекрест­
ной устойчивости показало, что все SMR-штаммы 
B. cepacia приобретали дополнительную устойчи­
вость к трем препаратам с различным механизмом 
действия (ампициллину, хлорамфениколу, тетраци­
клину), но практически не изменяли резистентности 
к антибиотикам ряда аминогликозидов. Что касается 
перекрестной резистентности SMR-мутантов возбу­
дителя мелиоидоза, то у них происходило некоторое 
варьирование ее в зависимости от исходного штамма 
и первоначального маркера, однако во всех случаях 
наблюдалось заметное повышение устойчивости, 
прежде всего к хлорамфениколу и ампициллину и 
в меньшей степени к тетрациклину и препаратам 
ряда аминогликозидов. Подобным образом форми­
ровалась перекрестная устойчивость и у мутантных 
штаммов B. mallei.

Мутанты Burkholderia, устойчивые к фторхино- 
лонам и цефалоспоринам, обнаружившие при этом 
множественный характер резистентности, исследо­
вали далее на способность к продукции некоторых 
внеклеточных ферментов (лецитиназы, протеазы,

33



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 96, 2008

Рис. 2. Динамика изменения резистентности 
диких штаммов Burkholderia к хлорамфениколу 

под влиянием верапамила

Рис. 3. Показатели резистентности SMR-мутантов 
Burkholderia в присутствии верапамила:

SMR1 -  PfxRCfzR; SMR2 -  CfzRPfxR

липазы), используя ее как тест для косвенной оцен­
ки возможных изменений в проницаемости клеточ­
ной стенки микроорганизмов, имеющей отношение 
к формированию резистентности. С этой же целью 
определяли влияние на уровень устойчивости штам­
мов верапамила -  блокатора кальциевых мембран­
ных каналов [6, 7].

Изучение активности внеклеточных ферментов 
показало, что штаммы B. cepacia и B. pseudomallei с 
маркерами PfxR (OfxR) и CfzR отличались от исходных, 
прежде всего повышенной способностью к гидроли­
зу протеинов молока, которая у B. cepacia 8235 SMR1 
(PfxR CfzR) и 8235 SMR2 (CfzR PfxR) сопровождалась 
потерей твин-эстеразной активности. Исключением 
являлись мутанты B. pseudomallei 56770 SMR4 (OfxR 
CfzR); у них практически отсутствовала протеазная 
активность, и были существенно снижены функции 
как твин-эстеразы, так и лецитиназы.

Влияние верапамила оценивали по изменению 
устойчивости штаммов Burkholderia к ряду препара­
тов, включая препараты, использованные при полу­
чении мутантов. При этом наблюдали сходную, вне 
зависимости от выбранного антибиотика, динами­
ку изменений (приводятся данные по определению 
устойчивости к одному из них -  хлорамфениколу).

Как показано на рис. 2, верапамил в наименьшей 
степени оказывал воздействие на исследованный тип 
резистентности дикого штамма B. cepacia 25416. 
кривые ингибирования роста клеток этим антибио­
тиком как без, так и в присутствии блокатора нахо­
дились достаточно близко, так что расхождение в 
количестве колоний составляло менее 5 процентов. 
в  отличие от этого, у диких штаммов B. pseudomallei 
56770 и B. mallei Ц-5н в присутствии верапамила на­
блюдалось отчетливое снижение устойчивости, про­
являющееся в уменьшении числа жизнеспособных 
клеток на 20-40 % .

Что касается полирезистентных штаммов B. ce­
pacia и B. pseudomallei, то показатели их выживаемо­
сти при наличии в среде хлорамфеникола вместе с 
верапамилом могли как повышаться, так и понижать­
ся (рис. 3). В частности, установлено, что на среде 
с верапамилом штаммы B. cepacia 25416 SMR1 и 
SMR116 снижают резистентность к хлорамфениколу,

тогда как штаммы 25416 SMR2 и SMR111 отчетливо 
повышают ее.

сходная картина динамики выживаемости в 
присутствии блокирующего агента наблюдалась и 
у резистентных штаммов B. pseudomallei, а именно, 
некоторые из них на среде с верапамилом проявляли 
повышенную устойчивость, тогда как выживаемость 
других при его воздействии имела явную тенденцию 
к снижению. В отличие от них, резистентные штам­
мы B. mallei в присутствии верапамила, как правило, 
демонстрировали лишь снижение устойчивости.

Известно, что штаммы бактерий с повышенной 
резистентностью нередко характеризуются измене­
нием (чаще снижением) вирулентных свойств. Для 
характеристики этого признака у полученной группы 
мутантов мы использовали модель одноклеточного 
организма Paramecium caudatum, позволявшую бы­
стро тестировать множество клонов. При этом уста­
новили, что среди полирезистентных штаммов всех 
трех видов Burkholderia есть штаммы как снизившие 
вирулентность по сравнению с диким типом, так и 
штаммы, сохранившие ее на исходном уровне или 
несколько отличающиеся от него.

данные по предварительной оценке вирулентно­
сти на инфузориях были подтверждены результатами 
определения фитопатогенности у B. cepacia и корре­
лировали с показателями вирулентности резистент­
ных штаммов B. pseudomallei для белых мышей.

Таким образом, изучение фенотипов SMR-му­
тантов B. pseudomallei, B. mallei, B. cepacia с марке­
рами устойчивости к фторхинолонам и цефалоспо- 
ринам показало, что их резистентность носит мно­
жественный характер. Возможно, что в развитии ее 
принимают участие белки наружной мембраны, в 
частности, протеины кальциевых мембранных кана­
лов, которые, не являясь строго специфичными для 
транспорта антибиотиков, тем не менее оказывают 
влияние на динамические процессы снижения мем­
бранной проницаемости или увеличения транспорта 
ингибитора вовне.
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phylogenetically-related pathogenic species (B. pseudomallei, B. mallei, 
B. cepacia) resistant to fluoroquinolones and cephalosporins. It was shown 
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strains differ in production of extracellular enzymes (proteases, lecithinase, 
lipase) and virulence.

Key words: Burkholderia, drug resistance, mutants, fluoroquinolones, 
cephalosporins, phenotypic peculiarities, verapamil.
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Получены новые сведения о стимулирующем влиянии биогенного амина серотонина на рост чумного микро­
ба. С применением серотонина разработан способ выделения Yersinia pestis бактериологическим методом из 
исследуемого материала, контаминированного сопутствующей микрофлорой, включая объекты внешней среды, 
позволяющий сократить до 24 часов сроки биологического накопления возбудителя чумы и увеличить число 
колониеобразующих единиц (КОЕ) чумного микроба. Выявлен ингибирующий эффект серотонина на синтез 
полипептида с молекулярной массой 22 кДа в условиях культивирования на агаре Хоттингера (рН 7,2) при 28 °С 
в течение 24 ч.

Ключевые слова: Y. pestis, серотонин, объекты внешней среды, рост, электрофоретический профиль белков.

В настоящее время интенсивно ведутся ис­
следования, направленные на изучение триггерных 
молекулярных механизмов взаимодействия патоге­
на с организмом хозяина, в том числе возможности 
использования микроорганизмами для ускорения 
собственного развития эндогенных биологически ак­
тивных веществ (нейрогормонов) макроорганизма. 
Формируется новое междисциплинарное направле­
ние -  микробная эндокринология, изучающая фунда­
ментальные и прикладные аспекты нейроэндокрин­
ной регуляции взаимодействия про- и эукариот [12].

Установлено, что бактерии имеют фрагменты 
молекул, аналогичные связывающим сайтам не­
которых естественных физиологически активных 
веществ организма хозяина, таких как инсулин, го­
надотропин, кальмомодулин. Выявлен стимулиру­
ющий эффект стрессорных гормонов на рост пато­
генных штаммов Escherichia coli, показана зависи­
мость транскрипции генов, кодирующих секрецию 
III типа и синтез флагелл, у энтерогеморрагических 
и энтеротоксигенных E. coli от эпинефрина (адре­
налина) и норэпинефрина (норадреналина), синте­
зируемых в клетках хозяина [6].

В этой связи, большой интерес представляет 
серотонин (5-окситриптамин), принадлежащий к

группе биогенных аминов: азотистых оснований, 
возникающих в организме при декарбоксилирова- 
нии аминокислот и обладающих чрезвычайно силь­
ной активностью, благодаря высокой способности 
их к конформационным изменениям, к соединению 
с макромолекулами, к переносу электронов и прото­
нов. Серотонин является нейромедиатором, медиа­
тором воспаления и аллергических реакций, одним 
из компонентов сосудисто-тромбоцитарного гемо­
стаза, обладает выраженным иммуномодулирующим 
действием, способен комплексировать с ДНК про- и 
эукариот, с нуклеозидами и нуклеотидами, ингиби­
ровать процессы перекисного окисления липидов в 
клеточных мембранах, непосредственно взаимодей­
ствуя с перекисными радикалами [2, 4, 7, 8 ].

Установлено, что серотонин ускоряет рост куль­
тур E. coli, RhоdospmUum rubrum, Candida guillier- 
mondii, Streptococcus faecalis, вызывая сокращение 
лаг-фазы, стимулирует формирование биоплен­
ки у E. coli и плодовых тел у миксобактерий [5]. 
комбинация антибиотиков с психотропными препа­
ратами -  селективными ингибиторами транспорта 
серотонина через ионный канал, приводит к появле­
нию чувствительности у полиантибиотикорезистент­
ных штаммов [13].
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