
S u m m a r y . A possibility of injection of exogenous genetical material in embryo 
sack of higher plants by means of germinating pollen has been studied in tomatoes. Si-
multaneously degradation dynamics of exogenous DNA underaction of germinating pol-
len grains nucleases has been discovered. Practically a direct relationship has been esta-
blished between pollen quantity added to a solution for germination (with adequate nu-
clease quanity) and time of exogenous DNA degradation. Inhibition of nuclease activity 
in germinating pollen by means of dye-intercalator utilization of ethidiumbromid type. 
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ОСОБЕННОСТИ РАЗВИТИЯ ТОЛЕРАНТНЫХ 
К ЦЕФАМЕЗИНУ ШТАММОВ КЛЕБСИЕЛЛ 

В камерах для микрокультивирования клеток изучено развитие клеток клебсиелл в при-
сутствии различных концентраций цефамезина. Полученные данные свидетельствуют о 
различной чувствительности клебсиелл к цефамезину, регистрируемой у асе через 3—5 ч. 
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Кроме того, установлено существование среда клинических изолятов клебсиелл толеран-
тных штаммов (МБК/МПК^32), способных переживать высокие концентрации анти-
биотика в виде JI-форм, реверсирующих в исходные при замене среды, содержащей ан-
тибиотик, на питательную среду. Предполагается, что толерантные штаммы могут быть 
потенциальными возбудителями внутрибольничных инфекций. 

Введение. Феномен антибиотикотолерантности, открытый Томасом [1] 
в 1970 г., достаточно широко обсуждается в последние годы в основ-
ном в зарубежной литературе. Значительное количество обзоров посвя-
щено описанию случаев эндокардитов, менингитов, тонзиллитов, 
пневмоний, вызванных толерантными штаммами грамположитель-
ных кокков [2—7], и лишь отдельные работы свидетельствуют 
о выявлении толерантных штаммов среди грамотрицательных бакте-
рий [8—10]. 

Это явление заслуживает большого внимания, так как толерантные 
микроорганизмы при своей генетической чувствительности к бактери-
цидным антибиотикам погибают при концентрациях этих препаратов, 
превышающих минимальные подавляющие концентрации в 16 и более 
раз. Такие концентрации, как правило, невозможно создать в организ-
ме больного при введении терапевтических доз антибиотиков, поэтому 
инфекции, вызванные толерантными штаммами, протекают тяжело, не-
редко заканчиваясь летальным исходом при казалось бы «рациональ-
ной» антибиотикстерапии. 

Обнаружение толерантных штаммов связано с определением соот-
ношения минимальной бактерицидной концентрации антибиотика к его 
минимальной подавляющей концентрации. 

Объектом исследований служили бактерии рода Klebsiella, кото-
рые с достаточно высокой частотой выявляются среди возбудителей оп-
портунистических инфекций дыхательных и мочевыводящих путей, же-
лудочно-кишечного тракта, менингитов, токсико-септических состояний 
и др. При использовании камер для микрокультивирования клеток на-
ми впервые показано существование среди клебсиелл толерантных 
штаммов [11], а также установлены особенности их развития при раз-
личных концентрациях цефамезина (цефалоспориновый антибиотик I 
поколения). 

Материалы и методы. Изучены минимальная подавляющая (МПК) 
и минимальная бактерицидная концентрации (МБК) цефамезина в от-
ношении 250 штаммов К. pneumoniae, выделенных из различных био-
топов здоровых новорожденных, а также от детей с различной локали-
зацией патологического процесса. 

МПК антибиотика определяли методом двукратных серийных раз-
ведений в жидкой питательной среде [12]. Концентрация цефамезина 
составляла 250—0,1 мкг/мл. В каждую пробирку с разведениями ан-
тибиотика вносили по 0,2 мл инокулята, приготовленного из суточных 
культур клебсиелл, так что окончательная густота взвеси в пробирках 
составляла IO5 КОЕ/мл. Пробирки инкубировали в течение 20—24 ч 
при 37 °С. МПК регистрировали по последней пробирке с отсутствием 
видимого роста. 

Для определения МБК из пробирок с отсутствием видимого роста 
производили мерный высев (0,1 мл) на чашки с мясо-пептонным ага-
ром. Через 24 ч, а затем через 48 ч инкубации в термостате при 37 °С 
отмечали ту наименьшую концентрацию антибиотика в пробирке, вы-
сев из которой не дал роста на агаре или в чашке вырастало не более 
10 колоний (МБК, гибель более 99,9 % клеток). 

Морфологические изменения клебсиелл под действием различных 
концентраций цефамезина изучали в камерах для микрокультивирова-
ния клеток [13]. Для приготовления камер использовали синтетический 
полимерный материал, характеризующийся своей нетоксичностью, вы-
сокой прозрачностью, упругостью. Из этого полимера готовили блоки 
0,4X0,4 мм, размещали их по четыре на стерильное предметное стекло. 
В центр каждого блока наносили тонко оттянутым капилляром пасте· 
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Рис. 1. Рост чувствительного к цефамезину штамма К. pneumoniae 610 в камерах для микрокультивирования клеток при различных коБцентрациях 
цефамезина в питательной среде: 1, 2 — 0,4; 4, 5 — 0,8; 7, 8 — 1,6; 10, 11 — 3,2; 13, 14 — 6,4; 16. /7—12,5 ; 19, 20 — 25; 22. 23 — 50; 25, 26 — 
100 мкг/мл; 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25 — 4-й ч наблюдения; 5, 8, 11,14, 17, 20, 23, 26 — :24-й ч наблюдения; 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 — 
48-й ч наблюдения (рост через 24 ч после отмывки камер от антибиотика).Здесь и на рис. 2, 3 фазово-коитрастпая микроскопия; X 900 



ровской пипетки суспензию бактерий. Затем накрывали стерильным 
покровным стеклом, которое по углам фиксировали с предметным скреп-
ляющей замазкой. 

При проведении экспериментов в камеру между блоками вводили 
при помощи тонко оттянутого капилляра пастеровской пипетки раз-
личные разведения дефамезина. Контролем служили камеры, в меж-
блочное пространство которых вводили мясо-пептонный бульон. 

С помощью фазово-контрастного микроскопа исследовали первона-
чальное состояние клеток клебсиелл. Затем камеры в чашках Петри 
помещали в термостат при 37 °С. Через 4—5, а затем 18—24 ч наблю-
дали за изменениями в микрокультуре, происходящими под действием 
различных концентраций антибиотика. 

Результаты и обсуждение. При изучении особенностей роста чув-
ствительного к цефамезину штамма К. pneumoniae 610 были испытаны 
следующие концентрации антибиотика в питательной среде: 0,4; 0,8; 
1,6; 3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 и 100 мкг/мл (рис. 1). 

Установлено, что спустя 4 ч с момента инокуляции микроорганиз-
мов в камеры для микрокультивирования клеток и введения питатель-
ной среды с соответствующими концентрациями цефамезина рост бак-
терий наблюдался во всех камерах, кроме двух последних, где концент-
рация антибиотика была наибольшей (50 и 100 мкг/мл, рис. 1: 22, 25). 
В двух камерах с наименьшими концентрациями цефамезина 0,4 и 
0,8 мкг/мл (рис. 1: 1, 4) морфология клебсиелл почти не изменялась. 
В то же время в камерах с концентрациями цефамезина 1,6; 3,2; 6,2; 
12,5; 25 мкг/мл (рис. 1: 7, 10, 13, 16, 19) происходило изменение мор-
фологии клеток по типу Л-трансформации. При этом образовывались 
нитевидные формы длиной до нескольких десятков микрометров со 
вздутиями (сферопластами) толщиной до 10—15 мкм. Сферопласты 
формируются, по-видимому, в результате нарушения структуры пепти-
догликана, его размягчения и отхождения от цитоплазматической мемб-
раны с последующим переходом содержимого клетки в возникшее про-
странство. 

Через 24 ч наблюдения рост клебсиелл в среде с наименьшей кон-
центрацией цефамезина (0,4 и 0,8 мкг/мл, рис. 1: 2, 5) характеризовал-
ся типичной морфологией клеток. В камерах с наибольшей концентра-
цией цефамезина (50 и 100 мкг/мл, рис. 1: 23, 26) рост отсутствовал, 
а инокулированные клетки частично утратили прежнюю контрастность 
и приобрели вид образований с «зернистостью» в центре и на полю-
сах. В камерах с концентрациями цефамезина 1,6; 3,1; 6,2; 12,5; 
25 мкг/мл (рис. 1: <5, 11, 14, 17, 20) спустя 24 ч от начала опыта мож-
но было видеть неравномерную потерю клетками контрастности, в ре-
зультате чего нитевидные формы содержали «зернистость». Более кон-
трастными оставались участки, где сформировались сферопласты, что, 
возможно, обусловлено их большим диаметром по сравнению с ните-
видными образованиями. 

Учитывая, что в камере с концентрацией цефамезина 6,2 мкг/мл 
(рис. 1: 14) рост спустя 24 ч отсутствовал, данную концентрацию анти-
биотика можно считать минимальной подавляющей концентрацией. Для 
определения МБК из всех взятых в опыт камер удаляли среду с анти-
биотиком пятикратным промыванием физиологическим раствором в те-
чение 1 ч с последующим введением в камеры питательной среды. Че-
рез 24 ч после промывки и введения питательной среды (48-й ч экспе-
римента) выясняли, в каких камерах происходит рост микроорганиз-
мов. При этом установлены продолжение роста бактерий в камерах, 
где была наименьшая концентрация цефамезина (0,4 и 0,8 мкг/мл, 
рис. 1: 3, 6), и реверсия Л-форм в исходные клетки в результате роста 
и размножения в камерах с питательной средой и 1,6; 3,1; 6,2 мкг/мл 
антибиотика (рис. 1: 9, 12, 15). В камерах, где до отмывки со-
держалась среда с 12,5; 25; 50 и 100 мкг/мл цефамезина, роста 
клебсиелл не было, а клетки выглядели нежизнеспособными (рис. 1: 
18, 21, 24, 27). 
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Таким образом, МБК цефамезина в отношении данного штамма 
клебсиелл составляла 12,5 мкг/мл, что в 2 раза превышало МПК ан-
тибиотика. 

При изучении особенностей роста устойчивого к цефамезину штахМ-
ма К. pneumoniae 1030 было установлено, что при концентрациях ан-
тибиотика 6—47 мкг/мл (рис. 2: У, 4) культура растет, сохраняя ха-
рактерные морфологические свойства. В среде с концентрациями це-
фамезина 94 и 197 мкг/мл появляются единичные удлиненные особи 
с измененной морфологией (рис. 2: 5, 6). Рост данного штамма возмо-
жен и при более высоких концентрациях цефамезина в питательной 
среде (375 и 750 мкг/мл, рис. 2: 7, 8). Однако при этом происходят 
морфологические изменения клеток — появление удлиненных особей со 
вздутиями и последующее разрушение клеток. При концентрации це-
фамезина 1500 мкг/мл роста клеток клебсиелл данного штамма не на-
блюдали (рис. 2: 8). 

При анализе особенностей роста К. pneumoniae 596 в камерах с 
различными концентрациями цефамезина было выявлено, что в среде 
с 0,8 мкг/мл антибиотика (рис. 3: 1) рост клеток не сопровождался 
изменением их морфологии. В камерах с возрастающими концентраци-
ями антибиотика (1,6; 3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 и 100 мкг/мл, рис. 3: 3, 5, 

7, 9, Il1 13, 15) происходила 
Л-трансформация клеток. 
МПК цефамезина для дан-
ного штамма следует счи-
тать 3,1 мкг/мл, так как в 
камерах с такой и последу-
ющими концентрациями на-
блюдалось подавление рос-
та бактерий. 

Для определения МБК 
цефамезина в отношении 
этого же штамма клебсиелл 
из камер удаляли среду с 
антибиотиком пятикратной 
промывкой физиологиче-

Рис. 2. Рост устойчивого к цефаме-
зину штамма К. pneumoniae 1030 
при различных концентрациях ан-
тибиотика в питательной среде 
(24-й ч наблюдения): 1 — 6; 2 — 
12; 3 — 24; 4 — 47; 5 — 94; 6— 
187; 7—375; 8 — 750; 9 — 
1500 мкг/мл 

ским раствором в течение 1 ч и вводили туда питательную среду. Спус-
тя 24 ч (48-й ч опыта) регистрировали происходящие изменения. При 
этом установлено, что в камерах, где концентрация антибиотика в сре-
де составляла 0,8; 1,6; 3,1; 6,2; 12,5; 25 и 50 мкг/мл (рис. 3: 2, 4, 6, 8, 
10, 12, 14), бактерии сохраняли жизнеспособность, росли и размно-
жались, образуя микроколонии. Часть клеток оказалась неспособ-
ной к росту, оставшись в разрушенном виде. В камерах с концентра-
цией цефамезина 100 мкг/мл (рис. 3: 16) после отмывки и введения 
питательной среды рост клебсиелл не наблюдался. Таким образом, 
МБК антибиотика для данного штамма составляет 100 мкг/мл це-
фамезина. 

Учитывая, что МБК цефамезина в этом случае превышает его МПК 
в 33,3 раза, штамм К. pneumoniae 596 следует считать толерантным к 
цефамезину. Эти данные позволяют утверждать, что явление толерант-
ности присуще не только грамположительным коккам, но и клебсиел-
лам как представителям грамотрицательных бактерий. 
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Полученные результаты в камерах для микрокультивирования кле-
ток є использованием фазово-контрастного микроскопа свидетельствуют 
о разной чувствительности к цефамезину различных штаммов клебси-
елл, фиксируемой уже через 3—5 ч. 

Кроме того, устойчивость клебсиелл к концентрациям цефамезина, 
в 33 раза превышающим минимальную подавляющую концентрацию, 

Рис. 3. Рост толерантного к це-
фамезину штамма К. pneumoniae 
596 в камерах для микрокульти-
вирования клеток при различных 
концентрациях цефамезина в пита-
тельной среде: 1—0,8; 3 — 1 , 6 ; 
5 — 3,1; 7 — 6,2; 9 — 12,5; 11 — 
25; 13 — 50; 75 — 100 мкг/мл; 1, 
3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 — 24-й ч на-
блюдения; 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16 — рост через 24 ч после удале-
ния из камер сред с цефамезином 
и введения питательной среды 
(48-й ч наблюдения) 

дает основание предположить возможную длительную персистенцию 
толерантного штамма в виде Л-форм в организме при концентрациях 
антибиотиков, создаваемых в сыворотке крови больного при введении 
терапевтических доз препарата. Таким образом, толерантность возбу-
дителя может быть одной из причин безуспешного применения анти-
биотиков, а толерантный штамм — причиной возникновения внутри-

ISSN 0233-7657 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1993. Т. 9. № 5 6* 83 



больничной инфекции. Следовательно, необходим контроль за появле-
нием толерантных штаммов, что может быть достигнуто определением 
не только минимальных подавляющих, но и минимальных бактерицид-
ных концентраций антибиотиков с бактерицидным типом действия. При 
этом важно применение синергидных сочетаний антибактериальных 
препаратов для лечения заболеваний, вызванных толерантными штам-
мами [14]. 

Р е з ю м е . У камерах для мікрокультивування клітин вивчено розвиток клітин 
клебсієл у присутності різних концентрацій цефамезину. Отримані дані свідчать на ко-
ристь неоднакової чутливості клебсієл до цефамезину, що реєструється вже за 3— 
5 год. Крім того, встановлено існування серед клінічних ізолятів клебсієл толерант-
них штамів (МБК/МПК>32) , здатних переживати високі концентрації антибіотика у 
вигляді Л-форм, які реверсують до вихідних при зміні середовища, що містить анти-
біотик, на поживне середовище. Робиться припущення про те, що толерантні штами 
можуть бути потенційними збудниками внутрішньолікарняних інфекцій. 

S u m m a r y . In chambers for microorganisms flowing cultivation morphological 
alterations of Klebsiella's cells in presence of different cefomisine's concentrations were 
discovered with the using of. 

Recived results testify to varions sensitivity of Klebsiella's to the cefomisine which 
was taken in account 3—5 hours later already. In addition Klebsiella's tolerance strains 
( M B C / M I C ^ 3 2 ) capable to survive in high antibiotic's concentrations in L-forms which 
reverse to original forms (ones) during the change of antibiotics medium for nutritions 
one were established among clinical isolates. 

It is supposed, that tolerance strains are potentially dangererous with hospital-aqui-
red infections. 
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