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В статье рассматривается зависимость устойчивости клеток Escherichia coli к низким дозам ампициллина от 
концентрации антибиотика в среде и длительности его воздействия. Показано участие в развитии антибиоти- 
коустойчивости как наследственных, так и ненаследственных факторов. 
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Современному человеку уже трудно предста- 
вить свою жизнь без антибиотиков. Эти препараты 
спасают немало жизней, однако появляется все 
больше штаммов бактерий, устойчивых к их дейст- 
вию [1]. Поскольку многие микроорганизмы, на- 
пример Escherichia coli, способны жить как в орга- 
низме человека, так и во внешней среде, то, наряду 
с чрезмерным и бесконтрольным применением ан- 
тибактериальных препаратов, одной из причин раз- 
вития резистентности бактерий считается загрязне- 
ние антибиотиками окрестностей фармацевтиче- 
ских предприятий и животноводческих комплексов 
[2-3]. Повышенное содержание антибиотиков в от- 
ходах животноводства связано с применением ан- 
тибиотиков в ветеринарии, в том числе в качестве 
пищевых добавок [4]. В загрязнении среды участ- 
вует и население, применяя антибиотики, исполь- 
зуемые в медицине, для лечения животных и для 
обработки пораженных инфекциями декоративных 
и огородных растений. 

В данной работе рассматривается распростране- 
ние в популяции E.coli устойчивости к низким до- 
зам ампициллина (Ap), полусинтетического анти- 
биотика из группы пенициллинов, обладающего 
бактерицидным  действием.  Пенициллины,  как  и 
другие бета-лактамные антибиотики, препятствуют 
образованию пептидных связей между линейными 
молекулами пептидогликана, что приводит к поте- 
ре прочности клеточной стенки и гибели бактерий 
в результате  осмотического  лизиса.  Объедине- 
ние пептидогликанов в единую структуру наруша- 
ется в результате инактивации пенициллинами пе- 
нициллин-связывающих белков, ферментов, при- 
нимающих участие в конечных стадиях формиро- 
вания клеточной стенки бактерий [5]. 

Устойчивость к бета-лактамным антибиотикам 
связана с продукцией плазмидных и хромосомных 
бета-лактамаз, нарушением проницаемости наруж- 
ной мембраны, модификацией пенициллин- 
связывающих белков [6,  7].  Существенную роль в 
формировании резистентности играет образование 

 

биопленок [8] и способность бактериальных клеток 
к адгезии [9]. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

В работе был использован штамм E. coli HB101 
(F-, thi-1, hsdS20(rB

-,  mB
-), supE44, recA13, ara-14, 

leuB6, proA2, lacY1, rpsL20, xyl-5, mtl-1, galK2). 
Культуру выращивали в жидкой или на агаризо- 
ванной среде LB [10]. Оптическую плотность куль- 
туры измеряли при длине волны 600 нм. Все экспе- 
рименты повторяли минимум в трех повторностях. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Эксперименты показали, что кривые роста при 
концентрации ампициллина 1 мкг/мл и в отсутст- 
вие антибиотика совпадают. Изменения в скорости 
роста штамма E. coli HB101 выявляются начиная с 
2 мкг/мл Ap в среде. При посеве клеток, не контак- 
тировавших ранее с ампициллином, в жидкую сре- 
ду,  содержащую 2  или 3  мкг/мл Ap,  первые 3-4  ч 
клетки делятся, затем рост останавливается и на- 
блюдается гибель части клеток. Адаптация культу- 
ры к новым условиям происходит через 9 ч при 
концентрации 2 мкг/мл Ap и через 20 ч при 3 
мкг/мл Ap (рис. 1). Культура, посеянная с чашки 
Петри, содержащей 2 мкг/мл Ap, адаптируется в 
жидкой среде к 3 мкг/мл за 13 ч, к 4 мкг/мл за 14 ч 
(рис. 2). Из графиков видно, что длительное время 
требуется для адаптации культуры к 2  и 3  мкг/мл 
Ap, в то время как разница во времени адаптации к 
3 мкг/мл и 4 мкг/мл составляет всего час. Можно 
предположить, что механизмы обеспечивающие 
рост штамма E. coli HB101 при 3 мкг/мл Ap позво- 
ляют значительной части клеток выживать при 4 
мкг/мл Ap. 

Рассмотрим последствия воздействия ампицил- 
лина на изначально чувствительную к нему бакте- 
риальную популяцию. В отличие от других энтеро- 
бактерий, у E.coli отсутствует регуляторный ген 
ampR, поэтому экспрессия хромосомного гена 
ampC, кодирующего бета-лактомазу, не индуциру- 

   ется бета-лактамами [11]. Ген ampC конститутивно 
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экспрессируется на низком уровне, что связано со 
слабым промотором и наличием аттенюатора 
транскрипции в лидерной области. 
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Действие аттенюатора уменьшается с увеличе- 
нием скорости роста культуры [12]. Образование 
бета-лактамазы в клетках E.coli может возрасти в 
результате мутаций, затрагивающих область про- 
мотора ampC или аттенюатора, интеграции после- 
довательности IS2 в область промотора, а  также 
при амплификации гена ampC [13]. Устойчивость к 
бета-лактамным антибиотикам, связанная с нару- 
шением проницаемости внешней мембраны, - ре- 

         Среда без Ap 
 

         Среда с Ap 2 мкг/мл 

Среда с Ap 3 мкг/мл 

 
Рис. 1. Кривые роста периодической культуры E. coli 
НВ101 в среде без ампициллина (Ap), в среде, содер- 
жащей 2 мкг/мл или 3 мкг/мл ампициллина. Для посе- 
ва использовались клетки, ранее культивировавшиеся 
в среде без ампициллина 
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         Среда с Ap 2 мкг/мл 

 
         Среда с Ap 3 мкг/мл 

Среда с Ap 4 мкг/мл 

 
Рис. 2. Кривые роста периодической культуры E. coli 
НВ101 в среде, содержащей 2, 3 или 4 мкг/мл ампи- 
циллина (Ap). Для посева были использованы клетки, 
ранее культивировавшиеся в среде, содержащей 2 
мкг/мл ампициллина 

зультат полной или частичной утраты поринов [14]. 
В популяции могут изначально присутствовать 

клетки нечувствительные к используемым дозам 
антибиотика. В обычных условиях такие клетки 
имеют меньшую скорость роста и составляют не- 
значительную часть популяции. В новых условиях 
они получают селективное преимущество, а в 
дальнейшем, в результате накопления компенсаци- 
онных мутаций, скорость роста популяции может 
быть восстановлена [15]. Воздействие антибиоти- 
ков индуцирует мутагенез, повышая содержание в 
бактериальных клетках активных форм кислорода, 
повреждающих ДНК [16]. В индуцированном ан- 
тибиотиками мутагенезе принимает участие ДНК- 
полимераза IV, вызывающая в клетках, обработан- 
ных ампициллином, нуклеотидные замены. Наибо- 
лее часто встречаются AT->GC, GC->AT транзиции 
и AT -> CG трансверсии [17]. 

Динамика роста культуры в жидкой среде по- 
зволяет оценить способность популяции адаптиро- 
ваться к новым условиям, но не дает представления 
об устойчивости к антибиотикам отдельных клеток. 
Чтобы исследовать фенотипический состав попу- 
ляции в зависимости от длительности воздействия 
ампициллина и концентрации антибиотика в среде, 
был проведен эксперимент по схеме, представлен- 
ной на рис. 3. 
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Рис. 3. Схема пересева клеток. Периодическая культура росла в 3 мл среды при 37оС (160 об/мин). Чашки ин- 
кубировали 24 ч при 37оС 

 

Эксперименты показали, что если популяция 
ранее не контактировала с ампициллином, то при 
рассеве на агаризованную среду с разными концен- 
трациями ампициллина 3% клеток способны дать 
начало колониям на чашках, содержащих 2 мкг/мл 
Ap, и 0,002% - при 3 мкг/мл Ap (табл.). При посеве 
клеток в жидкую среду и последующем рассеве на 
чашки  Петри  было  обнаружено,  что  в  культуре, 

 

растущей в присутствии 2  мкг/мл Ap,  50%  клеток 
не способны образовать колонии на агаризованной 
среде с той же концентрацией ампициллина и, со- 
ответственно, чувствительны к его воздействию. В 
популяции, растущей в жидкой культуре с 3 мкг/мл 
Ap или 4 мкг/мл Ap, без предварительной селекции 
рассевом, только 10% клеток способны образовать 
колонии при данной концентрации. 
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Таблица. Распространение устойчивости к ампициллину (Ap) в популяции E. coli. 
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Прим. Жидкую среду с различной концентрацией ампициллина инокулировали клетками колоний, выросших на чашках со 
средой, содержащей от 0 до 3 мкг/мл ампициллина, затем культуру вновь рассевали на чашки Петри. Результаты рассева 
представлены на диаграммах. Номера столбцов диаграмм соответствуют содержанию ампициллина в агаризованной среде, 
высота столбцов – проценту клеток жидкой культуры, способных образовывать колонии на среде с указанной концентраци- 
ей ампициллина 

 
С одной стороны, присутствие в популяции, ус- 

пешно растущей в среде с ампициллином, чувстви- 
тельных к ампициллину клеток, вероятно, связано с 
секрецией устойчивыми клетками бета-лактомазы. 
В результате концентрация антибиотика в среде 
становится несколько ниже первоначальной, и по- 
является возможность роста клеток, не имеющих 
генетически закрепленных механизмов устойчиво- 
сти к данной концентрации ампициллина. С другой 
стороны, не все неустойчивые клетки могут расти в 
данных условиях. Показано, что клетки, не насле- 
дующие устойчивость к ампициллину, но способ- 
ные в определенных условиях расти в его присут- 
ствии, как правило, отличаются от остальных пат- 
терном экспрессии генов: чаще всего изменен уро- 
вень экспрессии генов бета-лактомазы, глутомат 
декарбоксилазы и dam-метилазы [18]. Метаболиче- 
ская и фенотипическая гетерогенность бактериаль- 
ной клональной популяции является результатом 
неоднородности клеток по концентрации каждого 
конкретного белка в результате стохастических 
процессов в экспрессии генов и распределении 
белков при делении клетки [19]. При стрессовых 
воздействиях, в силу тех же стохастических про- 
цессов, скорость изменения концентраций регуля- 
торных белков и сигма-факторов РНК-полимеразы 
и, соответственно, паттернов экспрессии генов в 
подконтрольных им генетических сетях сущест- 
венно колеблется от клетки к клетке, что увеличи- 

 
вает неоднородность популяции даже в отсутствие 
мутаций. 

Увеличение времени культивирования клеток в 
присутствии 2 мкг/мл Ap, в том числе и с селек- 
тивным отбором на чашках, не приводит к полному 
вытеснению из популяции неустойчивых к ампи- 
циллину клеток (табл.). 

Возврат к неустойчивому фенотипу при рассеве 
до единичных колоний подтверждает, что часть 
клеток, образующих колонии на чашках, также не 
имеет генетически детерминированной устойчиво- 
сти. 

Устойчивость к 3 мкг/мл Ap растет при увели- 
чении длительности воздействия и достигает 100% 
в культуре, прошедшей несколько повторных се- 
лекций рассевом до единичных колоний. 

Исходя из полученных данных, можно предпо- 
ложить, что клетки, растущие в популяции на гра- 
нице своей индивидуальной ингибирующей кон- 
центрации ампициллина, являются плацдармом для 
развития следующей ступени антибиотикоустойчи- 
вости. 

Проведенные эксперименты показывают, что 
распространение устойчивости в популяции E.coli 
может быть обусловлено не только генетическими, 
но  и  ненаследственными  адаптационными  меха- 
низмами. 
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