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Возникновение антибиотикорезистентности у микроорганизмов, включая микобактерии, пред-
ставляет собой серьезную проблему в современной медицине, снижая эффективность лечения. 
В современном мире довольно широко обсуждается влияние на возникновение антибактери-
альной устойчивости минимальных селективных концентраций антибиотиков (МСК), которые 
значительно ниже классических минимальных ингибирующих концентраций (МИК). Предпо-
лагается, что такие микроконцентрации могут являться дополнительным механизмом отбора 
лекарственно устойчивых штаммов, что особенно актуально в связи с накоплением концентра-
ций антибиотиков в окружающей среде в результате антропогенной деятельности. В контексте 
микобактерий понимание процессов индукции устойчивости к антибиотикам на уровне МСК 
является особенно важным для разработки эффективных стратегий лечения и контроля рас-
пространения лекарственной устойчивости. Цель данной работы – изучение индукции системы 
природной лекарственной устойчивости у микобактерий при воздействии на клетку концен-
трациями, значительно ниже стандартных МИК, не влияющими на рост клетки. Был проведен 
анализ устойчивости Mycobacterium smegmatis mc2 155 к одному из основных антибиотиков вто-
рого ряда, применяемых в медицинской практике, – бедаквилину, при индукции тетрацикли-
ном, офлоксацином и канамицином. Установлено, что одним из механизмов, влияющим на из-
менение чувствительности штамма  M. Smegmatis mc2 155 при индукции микроконцентрациями 
тетрациклина, является система выброса антибиотика из клетки – MmpS5-Mmpl5.

Ключевые слова: антибиотики, природная лекарственная устойчивость, резистом, микобактерии, My-
cobacterium smegmatis mc2 155, MmpS5-Mmpl5.
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Антибиотикорезистентность представляет со-
бой глобальную проблему ВОЗ, связанную с пе-
редачей бактерий и генов антибиотикорезистент-
ности между людьми, животными и окружающей 
средой, а также с накоплением антибиотиков в 
окружающей среде [1]. В последнее время появля-
ется все больше данных о возможности индукции 
природной лекарственной устойчивости концен-
трациями антибиотиков значительно ниже из-
вестных МИК – минимальные селективные кон-
центрации (МСК) [2–4]. Показано, что концен-
трации в несколько сот раз ниже значений МИК 
соответствующих антимикробных препаратов для 
бактерий могут вызывать изменения в фенотипе 
резистентности и индуцировать лекарственную 
устойчивость [5–7]. При этом появляются данные о 
накоплении в окружающей среде концентраций зна-
чительно выше МСК [8].

В предыдущей работе нами было показано, что 
низкие концентрации тетрациклина, канамицина 
и офлоксацина, не влияющие на рост микобак-
териальных клеток, могут активировать систему 
природного резистома, приводя к повышению 
устойчивости M. Smegmatis mc2 155 и увеличению 
экспрессии гена whiB – основного транскрипцион-
ного регулятора, вовлеченного в процесс форми-
рования устойчивости M. Smegmatis mc2 155 и уве-
личению экспрессии гена whiB – основного транс-
крипционного регулятора, вовлеченного в процесс 
формирования устойчивости [9–11]. Также ранее 
нами была разработана тест-система для оценки 
выброса из клетки разрабатываемых новых анти-
биотиков клеточной помпой MmpS5-MmpL5 [12, 
13]. Согласно литературным данным, данная систе-
ма ответственна за выброс целого ряда антибиоти-
ков из клетки, в частности, широко применяемого 
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противотуберкулезного препарата второго ряда – 
бедаквилина, а ее активация приводит к повыше-
нию устойчивости у микобактерий к целому ряду 
антибиотиков [14]. 

Настоящая работа посвящена анализу индукции 
системы природной лекарственной устойчивости 
тетрациклином, офлоксацином и канамицином в 
концентрациях, не влияющих на рост клетки, на 
повышение уровня устойчивости к бедаквилину за 
счет активации клеточной помпы MmpS5-MmpL5.

В работе использовался штамм бактерий  
M. smegmatis mc2 155. Культивирование бактерий 
проводили на агаризованной среде M290 (M290, 
Himedia, India) и в жидкой среде Middlebrook 7H9. 
Определение антибактериальной устойчивости 
M. smegmatis проводили с использованием бумаж-
ных дисков, как описано в [15], с модификация-
ми: культуры M. smegmatis выращивались на про-
тяжении ночи в среде Middlebrook 7H9 до нача-
ла экспоненциальной фазы (OD600 = 1.2), после 
чего разбавлялись в пропорции 1 : 9 : 10 (культу-
ра : вода : M290) и в количестве 5 мл наслаивались 
как верхний слой на чашки Петри со средой M290. 
При индукции устойчивости антибиотики тетра-
циклин (0,015 мкг/мл), офлоксацин (0,08 мкг/мл) 
и канамицин (0,03 мкг/мл), не влияющие на рост 
[9], добавлялись в жидкую среду и выращивались 
до той же фазы роста, что и контроль без индук-
ции. После этого на агар наносили диски из филь-
тровальной бумаги с антимикобактериальными 
препаратами. Эксперимент проводился в трех не-
зависимых биологических повторностях. 

Выделение РНК и измерение уровня экспрес-
сии гена MSMEG_1380 и MSMEG_1382 с исполь-
зованием РТ-ПЦР проводили по описанной ранее 
методологии без модификаций [9]. Метод оценки 
экспрессии (ΔΔCt), p-value ≤ 0.001. Используемая 
последовательность праймеров: 

q1380-f 5′-CTGCTCGACGAACCATGCGAAAC-3′ 
и q1380-r 

5′-AAGGGTCTTGAGCCGAATCTCAACG-3′ 
(MSMEG_1380), 

q1382-f 
5′-ACCACGCAGATCATGAACAACGACT-3′ 
иq1382-r 

5′-GAAATCGTCGAAGTCCGCCAGATGA-3′ 
(MSMEG_1382), 

qsigAs-sm-f 
5′-CGAGCTTGTTGATCACCTCGACCAT-3′ 
иqsigAs-sm-r 

5′-CTCGACCTCATCCAGGAAGGCAAC-3′ 
(sigA), 

qftsZs-sm-f 
5′-AGCAGCTCCTCGATGTCGTCCTT-3′ 
иqftsZs-sm-r 

5′-GCCTGAAGGGCGTCGAGTTCAT-3′ (ftsZ).

Для оценки скорости роста культуру  
M. Smegmatis разводили в среде Middlebrook 7H9 
до OD600 = 0.1 (исследовался планктонный рост). 
Измерение оптической плотности клеточной су-
спензии проводили на приборе SmartSpec Plus 
(Bio-Rad) в течение 25,5 ч каждые 1.5 часа. При 
индукции в среду добавлялся тетрациклин в кон-
центрации 0,015 мкг/мл. Бедаквилин добавлялся в 
концентрации 0,5 нМ (1/20 от МИК) и 1 нМ (1/10 
от МИК). Эксперимент проведен в трех независи-
мых повторах.

Ранее нами было показано, что индукция ма-
лыми концентрациями антибиотиков (тетра-
циклином, офлоксацином, стрептомицином и ка-
намицином) может приводить к активации генов 
природного резистома и повышать уровень устой-
чивости к различным антибиотикам через актива-
цию глобальных транскрипционных регуляторов 
[9]. Одними из наиболее распространенных в ми-
кобактериальной клетке являются TetR-зависимые 
транскрипционные регуляторы, которые могут ре-
гулировать широкий ряд генов, ответственных за 
формирование лекарственной устойчивости [16]. 
Одним из таких генов является клеточная мульти-
субстратная помпа mmpS5-mmpL5 [17], которая, как 
нами было показано ранее, напрямую регулирует-
ся транскрипционным регулятором MSMEG_1380 
[12]. Сама же клеточная помпа MmpS5-MmpL5 
(по литературным данным) вовлечена в процесс 
выброса широко применяемых в медицинской 
практике антибиотиков – клофазимина и бедак-
вилина [18, 19]. При этом стоит отметить, что в 
соответствии с нормами Агентства министерства 
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Рис. 1. Диаметры зон ингибирования роста культу-
ры M. smegmatis mc2 155 бедаквилином (0,01 нмоль/
диск) при индукции офлоксацином, канамицином 
и тетрациклином. Зеленый столбец – контрольный 
образец без индукции. Столбцы представляют сред-
ние значения в мм. Стандартное отклонение рассчи-
тано из трех независимых биологических повторов.
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здравоохранения США (FDA, USA) суточная доза 
для широко применяемого в сельском хозяйстве 
при производстве продуктов питания тетрацикли-
на составляет 25 г/кг массы тела в сутки (FDA: 
Sec.556.720) [20]. На основании данного предпо-
ложения нами была выдвинута гипотеза, что ми-
нимальные концентрации тетрациклина, которые 
не влияют на рост клетки, могут приводить к акти-
вации TetR-зависимых транскрипционных регуля-
торов и увеличению активности клеточной помпы 
MmpS5-MmpL5. 

Для проверки данного предположения мы про-
вели индукцию устойчивости штамма M. smegmatis 
mc2  155 тетрациклином, офлоксацином и кана-
мицином в концентрациях, не влияющих на рост 
клеток. Было показано, что индукция офлокса-
цином и канамицином не приводит к изменению 
уровня устойчивости клеток к бедаквилину, тогда 
как индукция тетрациклином делает клетки бо-
лее устойчивыми к бедаквилину (рис. 1). На ос-
новании полученных данных об индукции тетра-
циклином устойчивости к бедаквилину нами был 
проведен анализ изменения уровня экспрессии 
TetR-зависимого транскрипционного репрес-
сора MSMEG_1380 и регулируемой им помпы 
MmpS5-MmpL5 (ген MSMEG_1382) при индукции 
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Рис. 2. Относительный уровень экспрессии генов 
MSMEG_1380 и MSMEG_1382 в клетках M. smegmatis 
mc2 155, культивируемых в присутствии тетрацикли-
на в концентрации, не влияющей на рост клеток. 
Экспрессия изучаемых генов при отсутствии анти-
биотиков принята за единицу; стандартное отклоне-
ние рассчитано из трех независимых биологических 
повторов.
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Рис. 3. Кривая роста штамма M. smegmatis mc2 155 (w.t., желтый) в присутствии бедаквилина (Bd, зеленый), а также 
в присутствии бедаквилина и индуктора тетрациклина (Bd+tet, синий). Предел погрешности – стандартное откло-
нение. Опыт проводился в трех независимых повторах.



114	 ВАТЛИН и др.

ГЕНЕТИКА том 60 № 10 2024

клеток тетрациклином. Было показано, что кон-
центрации, не влияющие на рост клеток, вызывают 
4.78-кратное снижение экспрессии MSMEG_1380, 
что в свою очередь вызывает повышение уровня 
экспрессии гена MSMEG_1382 в 3.36 раза (рис. 2). 

На основании полученных данных далее прове-
ли анализ скорости роста M. smegmatis в среде с бе-
даквилином при индукции тетрациклином. Нами 
было проведено сравнение скорости роста штам-
ма M. smegmatis mc2 155 в трех различных условиях: 
контроль (w.t.), штамм в присутствии индуктора 
(тетрациклина) и бедаквилина и штамм в присут-
ствии бедаквилина без индукции. Концентрации 
бедаквилина составляли 1/20 МИК, 0.5 нМ и 1/10 
от МИК, 1 нМ соответственно. Использование 
большей концентрации приводило к существен-
ному замедлению роста штамма и невозможности 
оценки результатов (рис. 3). 

В результате проведенного исследования мы 
выявили, что штамм без обработки антибиотика-
ми имеет более высокую скорость роста в отличие 
от штамма в присутствии бедаквилина в концен-
трациях 1/20 и 1/10 от МИК. При этом скорость 
роста штамма при добавлении в среду микрокон-
центрации тетрациклина увеличивалась. Данные 
результаты подтверждают предположение о влия-
нии минимальных селективных концентраций ан-
тибиотиков на скорость роста штаммов, что может 
приводить к отбору штаммов с индуцированными 
генами резистома [5].

В настоящей работе показано увеличение 
устойчивости культуры микобактерий M. smegmatis 
mc2 155 к бедаквилину при индукции тетрацикли-
ном. Оценка возможного механизма индукции 
выявила снижение экспрессии TetR-зависимого 
транскрипционного репрессора MSMEG_1380 и 
увеличение экспрессии регулируемой им помпы 
MmpS5-MmpL5 (ген MSMEG_1382), что может 
приводить к выбросу бедаквилина из клетки. По-
лученные далее результаты подтверждают разницу 
в скорости роста у M. smegmatis mc2 155 при индук-
ции устойчивости природного резистома низки-
ми концентрациями тетрациклина в присутствии 
бедаквилина, что подтверждает предположение о 
возможности отбора штаммов с индуцированной 
устойчивостью из-за разницы в скорости роста. 

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 22-74-00066, https://
rscf.ru/project/22-74-00066/. 

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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The emergence of antibiotic resistance in microorganisms, including mycobacteria, poses a serious 
problem in modern medicine, reducing treatment effectiveness. In the modern world, there is 
considerable discussion about the influence of minimal selective concentrations of antibiotics (MSC), 
which are significantly lower than classical minimal inhibitory concentrations (MIC), on the emergence 
of antibacterial resistance. It is assumed that such microconcentrations may act as an additional 
mechanism for selecting drug-resistant strains, which is particularly relevant due to the accumulation 
of antibiotic concentrations in the environment as a result of human activity. In the context of 
mycobacteria, understanding the processes of induction of resistance to antibiotics at the MSC level 
is especially important for the development of effective treatment strategies and control of the spread 
of drug resistance. The aim of this study was to investigate the induction of the natural drug resistance 
system in mycobacteria under the influence of concentrations significantly lower than standard MIC 
and not affecting cell growth. The resistance of Mycobacterium smegmatis mc2 155 to one of the main 
antibiotics used in medical practice, bedaquiline, was analyzed during induction by tetracycline, 
ofloxacin, and kanamycin. It was established that one of the mechanisms influencing the change in 
sensitivity of the M. smegmatis mc2 155 strain during induction by microconcentrations of tetracycline 
is the antibiotic efflux system – MmpS5-Mmpl5.

Keywords: antibiotics, natural drug resistance, resistome, mycobacteria, Mycobacterium smegmatis 
mc2 155, MmpS5-Mmpl5. 


