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that strains with PfxR (OfxR), CfzR markers acquire high multi-drug resistance 
to antibiotics of different classes. Strain resistance changes under blocking 
influence of verapamil -  inhibitor of calcium membrane channels. Mutant 
strains differ in production of extracellular enzymes (proteases, lecithinase, 
lipase) and virulence.

Key words: Burkholderia, drug resistance, mutants, fluoroquinolones, 
cephalosporins, phenotypic peculiarities, verapamil.

Поступила 21.03.08.

УДК 616.981.452:576.809.33

Т.Н.Щуковская, С.Н.Клюева, А.Л.Кравцов, О.А.Волох, Ю.А.Алешина, В.В.Кутырев

в л и я н и е  б и о ге н н о го  а м и н а  с е р о то н и н а  на  р о с т  и п р о ф и л ь  б е л ко в  
ч ум н о го  м и кр о б а  в у с л о в и я х  куль ти в и р о в а н и я  

на  п л о тн ы х  п и та те л ь н ы х  с р е д а х

ФГУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов

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.
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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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Ранее, нами выявлено стимулирующее действие 
серотонина на накопление биомассы чумного микро­
ба в жидких питательных средах [10]. Цель настоя­
щего исследования -  изучение влияния биогенного 
амина серотонина на рост и общий профиль синтези­
руемых белков чумного микроба в условиях культи­
вирования на плотных питательных средах, возмож­
ности использования полученных результатов для 
повышения эффективности бактериологического 
метода исследования на чуму материала, контами- 
нированного сопутствующей микрофлорой, включая 
объекты внешней среды.

Материалы и методы

В работе использовали вакцинный штамм 
Y pestis EV  НИИЭГ (pFra+, pCad+, pPst+), Stap­
hylococcus aureus 209-П и E. coli 25922 ATCC 
(Государственная коллекция патогенных бактерий 
РосНИПЧИ «Микроб», Саратов). Серотонин-креати­
нин сульфат (СКС) фирмы «Merck» (Germany) приме­
няли в виде свежеприготовленного водного раствора 
в конечной концентрации 10-5 М в пересчете на се­
ротонин основание, стерилизованного фильтрацией 
через мембранные фильтры с диаметром пор 0,2 цш.

Y pestis EV выращивали на агаре Хоттингера 
(рН 7,2) при температуре 28 °С в течение 48 ч, 
E. coli при 37 °С в течение 24 ч и S. aureus на агаре 
Хоттингера (рН 7,4) при 37 °С в течение 24 ч. Из по­
лученных культур готовили соответствующие взвеси 
в стерильном 0,9 % растворе натрия хлорида (рН 7,2) 
по стандартному образцу мутности ОСО-42-28-85П 
10 ед., эквивалентному 1-109 м.к./мл. Методом се­
рийных разведений доводили концентрацию клеток 
до 103 м.к. в 1 мл. Для получения смешанной взвеси 
клеток Y. pestis EV S. aureus, E. сoli по 500 мкл взвеси 
каждого штамма вносили в одну пробирку. Навески 
природной почвы массой 1 г инфицировали 105 и 
104 м.к Y pestis EV, затем суспензировали в 10 мл сте­
рильного 0,9 % раствора натрия хлорида. для осво­
бождения от грубых механических примесей полу­
ченную взвесь отстаивали в течение 3-5 мин, далее 
забирали верхний слой почвенной суспензии.

В одном варианте 100 мкл из образцов бакте­
риальных взвесей, почвенной суспензии высевали 
на обработанную перед посевом серотонином по­
верхность пластин агара Хоттингера (рН 7,2), агара 
Хоттингера (рН 7,2) с лизированной кровью и генци- 
анвиолетом (1:100000) с последующей инкубацией 
посевов при 28 °С в течение 24-48 ч. В другом -  в 
опытные образцы бактериальных взвесей, почвен­
ной суспензии добавляли раствор СКС в конечной 
концентрации 10-5 М в пересчете на серотонин осно­
вание и оставляли при комнатной температуре в те­
чение 30 мин, затем высевали по 100 мкл на те же 
питательные среды без их предварительной обработ­
ки серотонином. контролем служили посевы без се­
ротонина.

относительное содержание д Н к  в клетках

чумного микроба регистрировали методом про­
точной цитометрии после специфической окраски 
смесью бромида этидия и митрамицина (1:1) [14]. 
Количественное измерение уровня свечения каж­
дого из клеточных элементов в области спектра 
свыше 550 нм проводили на проточном цитофлуо- 
риметре ICP-22 PHYWE (Германия), оснащенном 
2048 канальным амплитудным анализатором им­
пульсов Orto Instruments (Westwood, Mass USA) для 
автоматической сортировки клеток и построения 
гистограмм. В каждом образце анализировалось не 
менее 30000 клеток. Электрофоретическое разделе­
ние цельноклеточных лизатов исследуемых культур 
в PAAG с 0,1 % SDS осуществляли в системе диск- 
электрофореза по методу U.K.Laemmli с окраской 
гелей Coomassi Brilliant Blue R-250 [11]. Анализ 
полученных данных проводили с использованием 
стандартного пакета программ «Ехсе1 2000», «Adobe 
Photoshop».

Результаты и обсуждение

в  ходе проведенных нами исследований уста­
новлено, что биогенный амин серотонин в концен­
трации 10-5 М оказывает стимулирующие действие 
на рост чумного микроба в условиях культивирова­
ния на плотных питательных средах, применяемых 
при стандартном бактериологическом методе ис­
следования на чуму (агар Хоттингера, рН 7,2, агар 
хоттингера, р н  7,2, с лизированной кровью и генци- 
анвиолетом).

Обработка серотонином как непосредственно 
самого исследуемого материала перед посевом (бак­
териальной взвеси, инфицированной почвенной су­
спензии), так и готовых агаровых пластин приводила 
к достоверному увеличению числа КОЕ чумного ми­
кроба. При добавлении серотонина во взвесь клеток
Y pestis EV или на поверхность агара количество вы­
росших через 24-48 ч колоний чумного микроба воз­
растало в 2 раза (p<0,05) по сравнению с контроль­
ными посевами (таблица).

Аналогичные результаты получены нами при 
изучении влияния серотонина на рост чумного ми­
кроба в смешанной культуре. Ростостимулирующий 
эффект серотонина проявлялся одинаково как при на­
несении раствора серотонина на поверхность агара, 
так и при внесении его в смешанную взвесь клеток
Y pestis EV, S. аureus, E. œ li за 30 мин до посева на 
плотную питательную среду. Серотонин в концен­
трации 10-5 М оказывал также стимулирующее дей­
ствие и на рост E. œ li, что согласуется с данными 
А.В.Олескина и соавт. [5], однако сам эффект выра­
жен намного слабее по сравнению с его действием на 
чумной микроб (уровень стимуляции роста по срав­
нению с контролем -  25% у E. œ li, против -  120 % 
у Y pestis; число КОЕ в контроле принято за 100 %). 
Отсутствие роста St. aureus 209-П связано с ингиби­
рующим действием генцианвиолета на грамположи- 
тельные бактерии.
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Влияние 10 5 м  серотонина на количество к оЕ  У через 24 и 48 ч инкубации при 28 °с
на агаре хоттингера (рн 7,2) с лизированной кровью и генцианвиолетом (1:100000)

Исследуемый материал 10 5 М серотонина Вид микроорганизмов
КОЕ

n
через 24 ч через 48 ч

М ± т М ± т

Монокультура Внесение во взвесь Y. pestis EV 10 44 ± 1,8* 85 ± 1,8*
Контроль (без серотонина) Y. pestis EV 10 20 ± 1,2 38 ± 1,0

Монокультура Внесение во взвесь E. coli 25922 АТСС 10 62 ± 2,5* 88 ± 4,9
Контроль (без серотонина) E. coli 25922 АТСС 10 50 ± 2,0 83 ± 4,3

монокультура Внесение во взвесь St. aureus 209-П 10 Нет роста Нет роста
Контроль (без серотонина) St. aureus 209-П 10 Нет роста Нет роста

Смешанная культура Внесение во взвесь Y. pestis EV 10 12 ± 2,4* 32 ± 3,6*
St. aureus 209-П 10 Нет роста Нет роста

E. coli 25922 АТСС 10 16 ± 2,7 29 ± 3,1

Смешанная культура Контроль (без серотонина) Y. pestis EV 10 6 ± 1,5 15 ± 1,9
St. aureus 209-П 10 Нет роста Нет роста

E. coli 25922 АТСС 10 13 ± 2,3 22 ± 2,8

Почва Внесение в почвенную суспензию Y. pestis EV 5 6 ± 0,5* 55 ± 6,1*
(105 м.к. У резйз на 1 г почвы) Нанесение на поверхность агаровых Y. pestis EV 5 7 ± 0,8* 37 ± 2,1*

пластин
Контроль (без серотонина) Y. pestis EV 5 Нет роста 10 ± 1,2

Почва Внесение в почвенную суспензию Y. pestis EV 5 2 ± 0,8* 20 ± 1,5*
(104 м.к. У резйз на 1 г почвы) Нанесение на поверхность агаровых Y. pestis EV 5 3 ± 0,6* 18 ± 2,3*

пластин
Контроль (без серотонина) Y. pestis EV 5 Нет роста 6 ± 0,8

* Достоверность различий опытных проб с серотонином от проб без серотонина (р<0,05).

При исследовании контаминированного со­
путствующей микрофлорой материала, в первую 
очередь объектов внешней среды и, особенно, при 
малом содержании в нем чумного микроба, наблю­
дается, как правило, поздняя визуализация колоний 
У pestis (через 48-96 ч). На примере искусственно 
инфицированной У pestis природной почвы, нами 
установлено, что обработка серотонином перед по­
севом либо исследуемого материала, либо агаровых 
пластин позволяет значительно сократить (до 24 ч) 
сроки биологического накопления возбудителя чумы 
и увеличить в 3-5 раз число КОЕ чумного микро­
ба. С применением серотонина нами разработан 
способ выделения чумного микроба бактериологи­
ческим методом из исследуемого материала (заявка 
на патент № 2007142840, приоритет от 19.11.2007), 
который не требует больших материальных затрат и 
дорогостоящего оборудования, легко воспроизводим 
и может быть реализован как в стационарных, так и 
полевых условиях.

По данным Н.В.Бреневой и соавт. [1] адаптация 
У pestis к длительному персистированию в окружаю­
щей среде выражается в образовании некультивируе­
мых форм (НФ). В эксперименте для реверсии НФ 
чумного микроба в вегетативную форму ими был 
использован метод, основанный на добавлении в бу­
льон Хоттингера и казеиново-дрожжевой агар 10 % 
фетальной сыворотки, которая также является обя­
зательным стимулирующим пролиферацию компо­
нентом среды для культивирования эукариотических 
клеток. Зарубежными исследователями установлено, 
что 10 % фетальной сыворотки, добавляемой в сре­

ду для культивирования клеток, содержит 2,4 10-6 М 
серотонина, способного к проявлению своих модули­
рующих свойств, а его селективное удаление приво­
дит к их ингибированию [15]. В этой связи разрабо­
танный нами способ имеет перспективу применения 
для выделения некультивируемых форм Y. pestis.

Механизм действия серотонина на чумной ми­
кроб не изучен. C.Helene et al. [8] с использованием 
протонно-магнитного резонанса, физико-химических 
и стереохимических методов показана способность 
серотонина комплексировать с ДНК, выделенной из 
эукариотических (тимус теленка) и прокариотиче­
ских (Micrococcus lysodeikticus) клеток. Вследствие 
связывания индольного кольца серотонина с основа­
ниями Д н к  происходит изменение конформацион- 
ной структуры последней. Установлена связь биоген­
ного амина серотонина с субклеточными структура­
ми, в частности с митохондриями, и функционально 
важными компонентами клетки (АТФ, белками, ли­
пидами) [4]. Все это свидетельствует о возможности 
непосредственного влияния серотонина на систему 
регуляции микробного метаболизма, в том числе 
синтез ДНК.

нами обнаружено, что обработка взвеси клеток 
Y pestis EV серотонином в конечной концентрации 
10-5 М в течение 30 мин при комнатной температуре 
приводит к достоверному двукратному увеличению 
доли клеток с повышенным содержанием ДНК, реги­
стрируемой методом проточной цитометрии (рис. 1). 
Ранее А.В.Олескиным и соавт. было отмечено, что 
ростостимулирующий эффект серотонина на E. coli, 
Rsp. rubrum не зависел от того, добавляли ли серо-
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Рис. 1. Влияние серотонина на характер распределения 
У pestis ЕУ по клеточному циклу

А -  распределение клеток У. резИз ЕУ без обработки бактериальной 
взвеси серотонином; Б -  распределение клеток У. резИз ЕУ с обработкой 

бактериальной взвеси 10-5 М серотонина

Рис. 2. Электрофореграмма цельноклеточных лизатов клеток 
У резИз ЕУ, выращенных при 28 °С в течение 24 ч

М  -  маркеры (белки с известной молекулярной массой); 1 -  бакте­
рии выращены на агаре Хоттингера; 2 -  бактерии выращены на агаре 

Хоттингера с серотонином; 3 -  бактерии выращены на агаре Хоттингера 
с лизированной кровью; 4 -  бактерии выращены на агаре Хоттингера с 

лизированной кровью и серотонином

тонин однократно в момент посева культуры или 
вносили многократно [5]. По-видимому, биогенный 
амин серотонин действует на определенный «пу­
сковой механизм», инициируемый на ранней стадии 
развития культуры.

Следующим этапом наших исследований яви­
лось сравнительное изучение электрофоретических 
профилей белков лизатов клеток У peзtiз ЕУ НИИЭГ, 
выращенных при 28 °С в течение 24 ч на агаре 
Хоттингера, агаре Хоттингера с лизированной кро­
вью как с предварительной обработкой серотонином 
агаровых пластин, так и без нее. Обнаружено, что 
культивирование У peзtiз ЕУ на агаре Хоттингера, 
обработанном 10-5 М серотонина, приводило почти 
к исчезновению на тестируемых протеинограммах 
мажорного белка с молекулярной массой 22 кДа, вы­
являемого в лизатах культур У peзtiз ЕУ, выращен­
ных на этой же среде, но без серотонина (рис. 2). 
присутствие серотонина в среде культивирования 
также индуцировало значительное снижение синте­
за полипептидов с молекулярными массами 34-35 и 
70-72 кДа. Следует отметить близкое сходство элек­
трофоретических профилей белков лизатов культур 
У резШ ЕУ, выращенных на агаре Хоттингера с се­
ротонином и на агаре Хоттингера с лизированной 
кровью без серотонина, что очевидно обусловлено 
присутствием в препаратах лизированной крови се­
ротонина в связи с высвобождением его из разру­
шенных тромбоцитов. обработка серотонином агара 
Хоттингера с лизированной кровью приводила че­
рез 24 ч культивирования к еще более выраженным 
изменениям на протеинограммах лизатов культур 
У резИз ЕУ. Так, большинство выявляемых на пред­
ыдущих электрофореграммах мажорных белков, в 
настоящей обнаруживались в виде минорных полос. 
Регистрировалось выраженное снижение продукции 
полипептидов с молекулярными массами 23-24, 34­
35, 45, 55, 70-72 кда.

Согласно исследованиям С.П.Задновой [3], вы­
деленный из клеток штамма У. резЫз ЕУ белок с 
молекулярной массой 22 кда принимает участие в 
формировании поверхностного заряда клеток, про­
явлении адгезивных свойств и рассматривается как

дополнительный фактор, обеспечивающий кон­
такт патогена с клетками макроорганизма. Утрата 
полипептида 22 кДа клетками Y. pestis EV ведет к 
снижению захвата и поглощения их макрофагами, 
обусловливает картину незавершенного фагоцитоза. 
Выявленный нами ингибирующий эффект серото­
нина на синтез полипептида с молекулярной массой 
22 кДа имеет, по-видимому, немаловажное значение 
для адаптации и реализации патогенного потенциала 
чумного микроба на начальных этапах инфекцион­
ного процесса.

Не исключено также, что данный эффект может 
быть реализован в условиях биопленки Y. pestis в 
блохах, так как клетки чумного микроба, выделен­
ные из биопленки, обладают повышенной резистент­
ностью к фагоцитозу полиморфноядерными лейко­
цитами крови человека именно на стадии захвата, а 
внеклеточный матрикс, образующий оболочку био­
пленки Y. pestis, включает форменные элементы по­
глощенной блохой крови [9], в состав которых входят 
тромбоциты, депонирующие серотонин. вследствие 
разрушения и агрегации тромбоцитов происходит 
высвобождение серотонина, способного к реализа­
ции своего модулирующего действия. В пользу вы­
сказанного предположения свидетельствует также 
факт отсутствия продукции чумным микробом при 
нахождении в блохе таких антифагоцитарных фак­
торов, как капсульный антиген F1 и секретируемые 
белки Yop [9].

Таким образом, полученные в результате про­
веденных исследований новые сведения о влиянии 
серотонина на рост и электрофоретический профиль 
белков чумного микроба свидетельствуют о реаль­
ной возможности использования возбудителем чумы 
в качестве триггера ускоренного развития биоген­
ного амина серотонина, являющегося компонентом 
микроокружения в месте входных ворот чумной ин­
фекции.
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New data on stimulating effect of serotonin biogenic amine on the 
growth of plague microbe were obtained. A new method for Yersinia pestis 
isolation from material under consideration, contaminated with concomitant 
microflora, including environmental objects, by means of bacteriologic meth­
od was worked out using serotonin. This method allows reducing the peri­
ods of biological accumulation of plague etiological agent down to 24 hours, 
and increasing the number of colony-forming units (CFU) of plague microbe. 
Serotonin inhibitory effect to the synthesis of polypeptide with molecular 
mass of 22 kD was recognized in conditions of cultivating on Hottinger’s agar 
(pH 7.2) at 28 °C during 24 hours.

Key words: Y. pestis, serotonin, environmental objects, growth, electro­
phoretic profile of proteins.
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ВОЗМОЖНОСТЬ ПОЛУЧЕНИЯ ПРОТИВОСИБИРЕЯЗВЕННОГО 
ИММУНОГЛОБУЛИНА ЧЕЛОВЕКА ДЛЯ ВНУТРИВЕННОГО ВВЕДЕНИЯ

Ф Г У  «Кировский НИИ гематологии и переливания крови Росмедтехнологий»;
2ФГУ 48 ЦНИИ Минобороны РФ; 3ЗАО «Иммуно-Гем», Киров

Впервые из плазмы крови доноров, иммунизированных комбинированной сибиреязвенной вакциной, полу­
чен специфический иммуноглобулин, удовлетворяющий нормам качества, предъявляемым к внутривенным им­
муноглобулинам, и содержащий антитела к протективному антигену Bacillus anthracis в титре 1:1600 -  1:3200. 
Лечебная и профилактическая эффективность экспериментально-производственных серий препарата показана в 
экспериментах на животных.

Ключевые слова: сибирская язва, профилактика, иммуноглобулин человека.

Сибирская язва -  особо опасное зоонозное ан- 
тропоургическое инфекционное заболевание, вызы­
ваемое спорообразующей бактерией Bacillus anthra­
cis. Она может возникнуть у человека после контак­
та с зараженным животным, его трупом или с кон- 
таминированной спорами сибирской язвы почвой. 
Возможно заражение человека воздушно-пылевым 
путем [9]. По мнению ряда ученых, возбудитель си­
бирской язвы является одним из наиболее вероятных 
агентов биологического оружия из-за способности

спор этого возбудителя проникать через дыхательные 
пути, высокой смертности при легочной форме си­
бирской язвы и стабильности спор во внешней среде 
[3, 7]. Угроза применения сибиреязвенного микроба 
в споровой форме в качестве средства биотерроризма 
нашла практическое воплощение в 2001 г. на терри­
тории США [15].

Эффективность комплексной терапии больных 
сибирской язвой, особенно легочной формой болезни, 
несмотря на применение современных лекарствен­
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