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Цель. Описать фенотипические и геномные характеристики феномена изменения уровня чувстви-
тельности к азтреонаму у клинического изолята Pseudomonas aeruginosa при формировании рези-
стентности к колистину в условиях эволюционного эксперимента. 
Материалы и методы. Объектом исследования был клинический изолят P. aeruginosa с фенотипом 
множественной антибиотикорезистентности. Исследование проводили на основе пространствен-
но-временной модели формирования резистентности подвижных бактерий в возрастающей концен-
трации колистина. Эксперимент продолжался в течение 44 суток. По мере появления роста бакте-
рий в зонах с повышающейся концентрацией колистина, с фронта распространения P. aeruginosa 
отбирали образцы в точках опережающего роста. У отобранных изолятов определяли уровни чув-
ствительности к антибиотикам и выявляли геномные изменения.
Результаты. У исходного изолята МПК азтреонама составляла 4 мг/л, что соответствовало крите-
рию EUCAST «чувствительный при увеличенной экспозиции» Из 74 изолятов P. aeruginosa, отобран-
ных в ходе эксперименты, было отобрано 11 изолятов с изменившейся чувствительностью к азтре-
онаму. У 6 из 11 отобранных изолятов чувствительность к азтреонаму повысилась, у 5 изолятов 
усилилась резистентность. Генетические детерминанты резистентности, присутствующие в исход-
ном штамме, не изменились. Изоляты, у которых восстановилась чувствительность к азтреонаму, 
имели набор мутаций, включающих повреждение генов pmrB (del-18bp-298-315) и davD (TGA1450-
1452→CTC). Изоляты, у которых МПК азтреонама увеличилась в 4 раза, несли различные мутаци-
онные профили. Изолят с максимальной устойчивостью к азтреонаму (МПК = 32 мг/л) имел мута-
цию в гене capD (del-T-360) и большую делецию 262 402 bp (239 ORF). Мутации, появлявшиеся в 
генах phoQ, lpxL_2, wecA, mexB, spaQ, pcpR и rpoA, не оказывали значительного влияния на уро-
вень чувствительности к азтреонаму.
Выводы. Полученные результаты внесли вклад в понимание направлений генно-инженерного моде-
лирования, направленного на расширение представлений о механизмах устойчивости к азтреонаму.

The phenomenon of changing aztreonam susceptibility in Pseudomonas 
aeruginosa during formation of colistin resistance in vitro

Bocharova Yu.A.1, Kuleshov K.V. 2, Chebotar I.V.1, Mayanskiy N.A. 1

1 Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia
2 Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russia 

Objective. To describe the phenotypic and genome characteristics of the phenomenon of aztreonam 
susceptibility changes in a clinical Pseudomonas aeruginosa isolate developing colistin resistance in an 
evolutionary experiment in vivo.
Materials and methods. A clinical P. aeruginosa isolate with a multiple drug resistance phenotype was 
examined using the spaciotemporal model of colistin resistance development under the increasing colistin 
concentration. During the 44-day experiment, isolates were selected from the frontal growing line; these 
isolates were subjected to antimicrobial susceptibility testing and genome sequencing. 
Results. An aztreonam MIC of the parental isolate was 4 mg/L corresponding to the EUCAST category 
‘susceptible, increased exposure’. Among the 74 selected P. aeruginosa isolates, 11 isolates changed the 
aztreonam MIC. Six out of 11 isolates became more susceptible to aztreonam, whereas in the remaining 5 
isolates the aztreonam MIC increased. Isolates with the restored aztreonam susceptibility carried alterations 
in pmrB (del-18bp-298-315) and davD (TGA1450-1452→CTC). In isolates with a 4-fold aztreonam MIC 
elevation, various mutation profiles were observed. An isolate with a maximal aztreonam elevation of 32 
mg/L harbored a capD mutation (del-T-360) and a large 262,402 bp deletion (239 ORF). Mutations in 
phoQ, lpxL_2, wecA, mexB, spaQ, pcpR and rpoA did not influence the susceptibility to aztreonam.
Conclusions. Our results contributed to the understanding of the directions of genetic engineering 
modeling aimed at expanding the understanding of the mechanisms of resistance to aztreonam.
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Введение

Степень опасности антибиотикорезистентности до-
стигла такого уровня, что Генеральная Ассамблея ООН 
в сентябре 2024 г. была вынуждена провести совеща-
ние высокого уровня, посвященное мерам противодей-
ствия этой угрозе [1]. Важным направлением борьбы 
с антибиотикорезистентностью является расшифровка 
молекулярных механизмов, позволяющих понять про-
цессы формирования и утраты резистентности бакте-
рий. Приобретение устойчивости к антибиотикам – это 
чрезвычайно сложный процесс, который часто сопро-
вождается парадоксальными эффектами. К числу та-
ких эффектов относится влияние на бактериальный 
фитнес, проявляющееся в виде снижения вирулентно-
сти, что, несомненно, может быть полезным для па-
циента [2]. Негативным эффектом может оказаться 
кросс-резистентность – явление, при котором под воз-
действием одного класса антибиотиков у бактерии фор-
мируется устойчивость к антибиотикам других классов 
[3]. Самым интересным является феномен восстанов-
ления (реверсии) чувствительности к антибиотику под 
влиянием другого антибиотика. Понимание этого яв-
ления может помочь в разработке принципиально но-
вого класса препаратов, направленных на восстановле-
ние чувствительности. В настоящей работе мы описали 
феномен изменения уровня чувствительности к азтре-
онаму у клинического изолята Pseudomonas aeruginosa 
при формировании резистентности к колистину в усло-
виях эволюционного эксперимента и его генетическую 
основу. Выбор P. aeruginosa качестве модельного ор-
ганизмы был обусловлен огромным клиническим значе-
нием этого патогена, а также его высокими адаптацион-
ными возможностями [4].

Материалы и методы 

Объектом исследования был клинический изолят 
P. aeruginosa 39648 (далее – Pa_MDR) с фенотипом мно-
жественной антибиотикорезистентности. Исследование 
проводили на основе пространственно-временной мо-
дели формирования резистентности подвижных бакте-
рий в возрастающей концентрации колистина, которая 
была подробно описана ранее [5]. Эксперимент про-
должался в течение 44 суток. По мере появления ро-
ста бактерий в зонах с повышающейся концентрацией 
колистина с фронта распространения P. aeruginosa от-
бирали образцы в точках опережающего роста (опере-
жение > 5 мм в день) и пересевали их на агар Мюллера-
Хинтон (Becton Dickinson and Co., США) для накопления 
биоматериала с целью последующего изучения феноти-
пических (профиль антибиотикорезистентности) и гене-
тических свойств. Суточные культуры замораживали и 
хранили при -82оС. 

Минимальные подавляющие концентрации (МПК) ан-
тибиотиков определяли с помощью наборов Sensititre 
Gram Negative GNX2F AST Plates (Thermo Fisher Scientific, 
США) и интерпретировали согласно критериям European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 
[6]. Значимыми считали различия МПК в 4 и более раз.

Бактериальную ДНК выделяли из суточных культур 
P. aeru ginosa, выращенных на агаре Мюллера-Хинтон 
(Becton Dickinson) из замороженных образцов (см. выше) 
при помощи наборов QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) по 
протоколу фирмы-производителя и хранили при -20°C.

ДНК-библиотеки готовили при помощи наборов 
MGIEasy Universal DNA Library Prep Set (MGI Tech, 
Китай). Для фрагментации ДНК применяли ультразву-
ковой дезинтегратор Covaris S220 (Covaris, США). Для 
очистки ДНК-библиотек использовали магнитные ча-
стицы Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, США). 
Концентрацию бактериальной ДНК и ДНК-библиотек 
контролировали при помощи флуориметра Qubit 4 
(Thermo Fisher Scientific, США). В среднем длина полу-
ченных фрагментов ДНК составляла 250 пар нукле-
отидов. Контроль ДНК-библиотек (определение рас-
пределения размеров библиотеки и подтверждение 
отсутствия оставшихся димеров адаптера) проводили на 
приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, США). 
Полногеномное секвенирование выполняли на плат-
форме MGISEQ-2000 (MGI Tech, Китай), используя на-
бор DNBSEQ-G400RS High-throughput Sequencing Set 
PE100 kit (MGI Tech, Китай) в соответствии с инструкци-
ями изготовителя.

Качество ридов и их подготовку проводили с ис-
пользованием программ FASTQC и Trimmomatic v.0.38. 
Сборку геномов de novo осуществляли с использова-
нием программы SPAdes 3.14 [7]. Для гибридной сборки 
из данных MGI применяли Flye, BWA, Pilon [8, 9]. Для 
контроля полноты сборки и исключения возможности 
контаминации использовали веб-сервер Contest16S. 
Качество сборки оценивали при помощи QUAST 5.0 
[10]. Поиск генетических детерминант резистентности 
в собранных геномах de novo проводили с помощью 
программы ResFinder 4.6.0 (http://genepi.food.dtu.dk/
resfinder) [11].

Геномы аннотировали с помощью программы Prokka 
[12]. В качестве референсного генома использовали ге-
ном исходного штамма Pa_MDR. Для анализа данных 
секвенирования применяли Breseq pipeline [13]. Риды 
картировали на геном исходного изолята. Генетические 
вариации, представленные в каждом клоне, идентифи-
цировали путем поиска расхождений между выровнен-
ными ридами и референсным геномом изолята Pa_MDR. 

Результаты

По результатам эволюционного эксперимента было 
изучено 75 изолятов P. aeruginosa, включая 1 исходный 
изолят и 74 изолята, полученных после контакта с ко-
листином. Профиль чувствительности к антибиотикам 
исходного изолята представлен в Таблице 1. В частно-
сти, МПК исходного изолята к азтреонаму составляла 
4 мг/л, что соответствовало критерию EUCAST «чув-
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ствительный при увеличенной экспозиции». Исходный 
изолят нес плазмидные гены резистентности blaVIM-2, 
blaOXA-395, blaPDC-3, sul1, aac(6’)29b, fosA, catB7, crpP.

Изоляты (n = 74), полученные в ходе эволюционного 
эксперимента, характеризовались разными уровнями 
чувствительности к колистину и различными изменени-
ями в геномах. Фенотипические и генетические особен-
ности приобретения колистинорезистентности в этом 
эксперименте были подробно описаны ранее [5].

Среди 74 изолятов, полученных в эксперименте, 
было обнаружено 11 изолятов, у которых значительно 
изменилась МПК азтреонама. У 6 изолятов МПК понизи-
лась до уровня 0,001 мг/л, что соответствовало крите-
рию «чувствительный». У 4 изолятов МПК увеличилась в 
4 раза до уровня 16 мг/л, и у одного изолята МПК уве-
личилась до уровня, соответствующего критерию «рези-
стентный», достигнув 32 мг/л. Уровни чувствительности 
у всех изолятов к другим антибиотикам не изменились. 

Суммарно во всех изолятах с измененной чувстви-
тельностью к азтреонаму было выявлено 12 генети-
ческих поломок. Генетические детерминанты рези-
стентности, присутствовавшие в исходном штамме, не 
изменились в течение всего эволюционного экспери-
мента. Более подробно мутационные профили изолятов 
со значительно изменившейся в ходе эксперимента чув-
ствительностью к азтреонаму показаны в Таблице 2.

Один из 6 изолятов, ставших чувствительными к 
азтреонаму, был выделен из зоны роста с концентра-
цией колистина 40 мг/л и имел мутации в генах pmrB 
(del-18bp-298-315) и lasR (G588→T) с МПК колистина 
16 мг/л. Пять других азтреонамочувствительных изо-
лятов появились в зоне роста с концентрацией коли-
стина 400 мг/л и имели набор мутаций, включавших 
повреждение генов pmrB (del-18bp-298-315) и davD 
(TGA1450-1452→CTC). МПК колистина у них состав-
ляла от 32 до 64 мг/л. Четыре изолята, у которых МПК 
азтреонама увеличилась в 4 раза до МПК = 16 мг/л, 
появились в зоне роста с концентрацией колистина от 
2 до 4 мг/л и обладали различными мутационными про-
филями (Таблица 2). Изолят с максимальной устойчи-

Таблица 1. Профиль чувствительности к антибиотикам исходного 
изолята P. aeruginosa

№ Антибиотик
МПК, мг/л  

(оценка чувствительности)*

1. Пиперациллин-тазобактам 32 (R)

2. Цефтазидим-авибактам > 16 (R)

3. Цефтолозан-тазобактам > 32 (R)

4. Цефтазидим 32 (R)

5. Азтреонам 4 (I)

6. Меропенем > 16 (R)

7. Имипенем > 16 (R)

8. Амикацин > 32 (R)

9. Тобрамицин > 8 (R)

10. Ципрофлоксацин > 2 (R)

11. Колистин 1 (S)

R – резистентность, S – чувствительный, I – чувствительный при 
увеличенной экспозиции.
* Результаты интерпретированы в соответствии с критериями 
EUCAST v 14.0.

Таблица 2. Мутации, специфичные для изолятов P. aeruginosa с изменившейся чувствительностью к азтреонаму

№ Изолят*

Колистин 
в питатель-
ной среде, 

мг/л

МПК
колистина,

мг/л

МПК
азтреонама,

мг/л

Мутации в генах/локусах

p
m

rB

la
sR

*
*

ca
p
D

in
vA

d
av

D

hp
 /

PA
0

2
8

5

rp
o
B

m
o
rA

ex
sD

d
eg

S

2
6

2
4

0
2

 b
p
 

(2
3

9
 O

R
F)

1. Pa_MDR-96 2 1 16

2. Pa_MDR-120 2 1 16

3. Pa_MDR-168 2 1 32

4. Pa_MDR-288 4 4 16 1

5. Pa_MDR-384/a 4 4 16 1

6. Pa_MDR-384/b 40 16 0,001 2

7. Pa_MDR-1008/a 400 64 0,001

8. Pa_MDR-1008/b 400 32 0,001

9. Pa_MDR-1028/c 400 32 0,001

10. Pa_MDR-1028/d 400 64 0,001

11. Pa_MDR-1056 400 64 0,001

Зеленый цвет – миссенс-мутации, желтый – делеции 18–24 нуклеотидов, красный – круциальные поломки гена (преждевременный стоп-ко-
дон, потеря стоп-кодона, большая делеция, сдвиг рамки считывания).

* В названии изолята цифры обозначают время в часах, через которое он был получен в ходе эволюционного эксперимента.
** В гене lasR у разных изолятов были выявлены разные мутации: 1 – нонсенс-мутация G502→T, приводящая к появлению преждевремен-
ного стоп-кодона; 2 – миссенс-мутация G502→T, приводящая к замене одной аминокислоты.
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востью к азтреонаму (МПК = 32 мг/л) имел мутацию в 
гене capD (del-T-360) и большую делецию 262402 bp 
(239 ORF).

Мутации, появлявшиеся в генах phoQ (del-
23bp-223-245), lpxL_2 (del-CATG-300-303), wecA 
(C313→T), mexB (C2795→T), spaQ (T122→C ), pcpR 
(G430→T) и rpoA (ins-CTGGTC-604), не оказывали 
значительного влияния на уровень чувствительности к 
азтреонаму.

Обсуждение

Исходный изолят P. aeruginosa обладал резистент-
ностью к пиперациллину-тазобактаму, цефтазидиму-а-
вибактаму, цефтолозану-тазобактаму, цефтазидиму, 
меропенему, имипенему, амикацину, тобрамицину, ци-
профлоксацину и сниженной чувствительностью (уро-
вень «чувствительный при увеличенной экспозиции») к 
азтреонаму, что на генетическом уровне соответство-
вало набору детерминант резистентности, обнаружен-
ному в его геноме. Набор генов резистентности не был 
уникальным для клинических изолятов P. aeruginosa 
[14]. В частности, сниженная чувствительность к азтре-
онаму объяснялась сочетанием генов металло-β-лакта-
мазы blaVIM-2, гена цефалоспориназы AmpC-типа blaPDC-3 
и гена оксацилиназы blaOXA-395. Ранее был описан штамм 
P. aeruginosa с таким же уровнем чувствительности к 
азтреонаму (МПК = 4 мг/л) и набором аналогичных ге-
нов резистентности, включавшим гены металло-β-лак-
тамазы (blaIMP-45), цефалоспориназы AmpC-типа 
(blaPDC-16) и оксациллиназы (blaOXA-395) [15].

Стресс, индуцированный колистином, повлиял на 
азтреонамочувствительность исходного изолята P. aeru
ginosa в двух противоположных направлениях: у од-
них клонов устойчивость увеличилась в 4–8 раз, дру-
гой клон реверсировал в чувствительное состояние с 
МПК = 0,001 мг/л. Усиление резистентности можно 
рассматривать как проявление известного феномена 
кросс-резистентности [3].

Проведенное исследование позволило выявить хро-
мосомные гены и сочетания генов, повреждения ко-
торых можно рассматривать как детерминанты рези-
стентности к азтреонаму. Наглядно они представлены в 
Таблице 2, конкретные поломки в генах и их продуктах 
описаны в Таблице 3. К ним можно отнести (1) боль-
шую делецию 262402 bp (239 ORF), затрагивающую 
комплекс генов, включая уридиндифосфат–глюкозо-
пирофосфатазу и продукты mexXYоперона, (2) соче-
тание нонсенс-мутации в гене lasR с мутациями в ге-
нах morA и exsD, (3) сочетание нонсенс-мутации в гене 
lasR с мутациями в invA, rpoB, degS и гене гипотетиче-
ского протеина hp/PA0285. Наибольший вклад в уси-
ление азтреонаморезистентности вносило сочетание 
нонсенс-мутации в гене транскрипционного регулятора 
LasR и большой делеции 262402 bp (239 ORF). Многие 
из перечисленных генов вовлечены в глобальную регу-
ляцию метаболических процессов грамнегативных бак-
терий (Таблица 3) [16, 17], поэтому не удивительно, 
что их поломки снижают чувствительность к антибио-
тикам [18].

Более интересным стало восстановления чувствитель-
ности к азтреонаму. При этом генетические  перестройки, 

Таблица 3. Изменения в генах и продуктах генов, обнаруженные у изолятов P. aeruginosa с изменившейся чувствительностью 
к азтреонаму

№ Ген/сет генов Продукт гена Мутация в гене
Изменение продукта 

гена

Изменение чувстви-
тельности к азтрео-

наму

1. pmrB Сенсор двухкомпонентной системы PmrB, 
 гистидинкиназа

del-18bp-298-315 del-L100-Q105 Повышение

2. lasR Транскрипционный регулятор LasR G502→T, преждевре-
менный стоп-кодон

E168*, дефектный 
( неполный) протеин

Снижение

G588→T E196D Неочевидно

3. capD УДФ-глюкоза-4-эпимераза del-T-360 A119fs, дефектный 
протеин

Снижение

4. invA Протеин PcrD системы секреции третьего 
типа

ins-G-1726 G575fs, дефектный 
протеин

Снижение

5. davD Глютар-семиальдегид-дегидрогеназа
DavD

TGA1450-1452→CTC, 
потеря стоп-кодона

дефектный протеин Повышение

6. hp /PA0285 di-GMP фосфодиэстераза PipA G1516→A E506K Снижение

7. rpoB Бета-цепь ДНК-зависимой РНК-полимеразы del-24bp-850-873 del-K284-E291 Снижение

8. morA Регулятор подвижности A3121→C T1041P Снижение

9. exsD Транскрипционный анти-активатор ExsD G64→A V22M Снижение

10. degS Протеаза AlgW T692→A L231Q Снижение

11. 262402 bp 
(239 ORF)

Большая делеция, затрагивающая комплекс генов, включая уридин-дифосфат–глюкозопиро-
фосфатазу и продукты mexXY-оперона

Снижение
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возникшие в ходе формирования резистентности к коли-
стину не затронули структуру генов резистентности ис-
ходного штамма. Следовательно, возникшие мутации в 
генах pmrB и davD (Таблица 2, Таблица 3) могут рас-
сматриваться в качестве нейтрализующих эффект генов, 
детерминирующих азтреонаморезистентность. Мутации 
в гене сенсора двухкомпонентной системы PmrB тради-
ционно рассматриваются как причины резистентности 
к полимиксинам и мурепавадину [19, 20]. В настоящем 
исследовании впервые обнаружен факт восстановле-
ния чувствительности к антибиотику (азтреонаму), ас-
социированный с сочетанием крупной делеции (del-
18bp-298-315) в гене pmrB, и нонсенс-мутации в гене 
глютар-семиальдегид-дегидрогеназы DavD. Миссенс-
мутацию в гене lasR нельзя рассматривать как дефект, 
который влияет на чувствительность к азтреонаму, так 
как ее отсутствие у других представителей этого клона 
на влияло на МПК.

Безусловно, пока сложно оценить количественный 
вклад перечисленных мутаций в изменение чувстви-
тельности к азтреонаму, поскольку для этого нужно 
исследовать нокаутированные по перечисленным ге-
нам мутанты. Однако полученные результаты позво-
лили определить перечень генов, с которыми нужно 
проводить генно-инженерные манипуляции в первую 
 очередь. 

Не менее интересен набор генов, фатальные мута-
ции в которых не влияют на устойчивость P. aeruginosa 
к азтреонаму (phoQ (del-23bp-223-245), lpxL_2 (del-

CATG-300-303), rpoA (ins-CTGGTC-604)). Относительно 
их роли можно сделать окончательный вывод и исклю-
чить из дальнейших исследований азтреонаморези-
стентности.

Заключение

В работе еще раз было показано, что формирование 
антибиотикорезистентности – сложное явление, сопро-
вождающееся парадоксальными эффектами. Так, при-
обретение устойчивости P. aeruginosa к колистину со-
провождалось изменением уровня чувствительности к 
азтреонаму. Изоляты, у которых устойчивость увеличи-
валась, отличались от изолятов с восстановленной чув-
ствительностью набором альтераций в генах, участву-
ющих в регуляции глобального метаболизма бактерий. 
Полученные результаты внесли вклад в понимание на-
правлений генно-инженерного моделирования, нацелен-
ного на расширение представлений о механизмах устой-
чивости к азтреонаму.
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