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Способность культур возбудителя мелиоидоза 
образовывать на плотных питательных средах мор-
фологические R-, S-, M-варианты колоний является 
известным свойством микроорганизма [7, 8]. 

В недавней работе N.Chantratita et al. [4] при 
исследовании клинических изолятов Burkholderia 
pseudomallei дифференцировали на среде Эшдауна 
семь отдельных морфотипов колоний. Образование 

таких же морфотипов они наблюдали in vitro при 
воздействии на культуры некоторых стрессовых 
факторов (голодания, неоптимальной температуры 
выращивания, антибиотиков). По мнению авторов, 
идентифицированные ими морфотипы сформиро-
вались в процессе переключения доминирующего в 
клинических изолятах варианта, обозначенного как 
морфотип I [4].
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Цель заключалась в определении разнообразия морфотипов, образующихся in vitro из исходного морфологи-
ческого варианта Burkholderia pseudomallei 110 в условиях стрессового воздействия, и исследовании у них не-
которых фенотипических свойств. Материалы и методы. В работе использован вирулентный штамм B. pseudo-
mallei 110 австралийского серотипа. Культуры буркхольдерий соединяли с аксенической культурой Tetrahymena 
pyriformis в соотношении 100:1 в LB бульоне и стерильной речной воде и инкубировали при 28 °С; пассаж моно-
культур и культур в клетках тетрахимен повторяли с периодичностью 3–4 сут. Морфотипы идентифицировали на 
среде Эшдауна после культивирования 3–4 сут при 32 °С и классифицировали фотографии колоний, основываясь 
на схеме N.Chantratita et al. У всех морфотипов определяли активность внеклеточных ферментов и вирулентность 
на золотистых хомячках. Результаты и выводы. Идентифицировано семь морфотипов колоний B. pseudomallei 
110. Четыре из них, обладавшие признаками морфотипов I, III, IV и VII, описанных N.Chantratita et al., обозна-
чены как Chl (Chantratita like variant). Исследование морфотипов в различных образцах монокультур и ассоции-
рованных с T. pyriformis обнаружило их варьирование в зависимости от среды культивирования (LB бульон или 
вода), а также различное соотношение в отдельных пробах. Наибольшее количество морфологических вариантов 
(4 из 7) образовывалось при пассаже монокультур B. pseudomallei 110 в LB бульоне; в воде исходная культура 
почти целиком (95 %) трансформировалась в морфотип I Chl. В других условиях культивирования формировался 
доминирующий V морфотип, который при пассаже в клетках тетрахимен сочетался преимущественно с I Chl. 
Морфотипы отличались продукцией внеклеточных ферментов, подвижностью и снижением вирулентности.
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Objective of the study was to determine diversity of the morphotypes formed in vitro from the initial morphological variant 
of B. pseudomallei 110 under stressful conditions and to study some phenotypic characteristics of them. Materials and methods. 
Virulent strain Burkholderia pseudomallei 110 of Australian serotype was used. Burkholderia cultures were added to the axenic culture 
of Tetrahymena pyriformis in LB broth and sterile river water in the ratio of 100: 1 and incubated at 28 °C; the passage of monocultures 
and cultures in protozoa cells was repeated at intervals of 3–4 days. Morphotypes were identified on Ashdown’s medium after cultiva-
tion for 3–4 days at 32 °C, photographs were analyzed based on classification of Chantratita et al. In all morphotypes the activity of 
extracellular enzymes and virulence were determined on the model of golden hamsters. Results and conclusions. Seven B. pseudo-
mallei 110 colony morphotypes were identified. Four of them with characteristics of I, III, IV and VII morphotypes, described by 
Chantratita et al., were named Chl (Chantratita like variant). The study of morphotypes in different samples revealed a variation in 
them, depending on the culture medium (LB broth or water), and their different ratios in individual samples. The greatest number of 
morphological variants (4 out of 7) was formed during the passage of the monocultures of B. pseudomallei 110 in LB broth; in water 
the initial culture was almost entirely (95 %) transformed into morphotype I Chl. Under other conditions of cultivation the dominant 
V morphotype was formed, and in the presence of protozoa it was combined predominantly with I Chl. Morphotypes differed in the 
production of extracellular enzymes, motility and reduced virulence. 

Key words: Burkholderia pseudomallei, Tetrahymena pyriformis, morphotypes, phenotypic characteristics.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Ludmila K. Merinova, e-mail: vari2@sprint-v.com.ru.
Citation: Merinova L.K., Korol’ E.V., Senina T.V., Merinova O.A., Teteryatnikova N.N., Plekhanova N.G. Burkholderia pseudomallei Morphotypes that Form in vitro 

under Stress Conditions. Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2018; 1:85–89. (In Russian). DOI: 10.21055/0370-1069-
2018-1-85-89



Проблемы особо опасных инфекций. 2018, вып. 1

86 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

В настоящее время высказывается предположе-
ние, что морфологическая вариабельность колоний 
является частью комплексного изменения феноти-
пов микроорганизма, связанного с приспособлением 
к окружающей среде, включая адаптацию в макро-
фагах и персистенцию в макроорганизме [4, 5, 9, 10]. 
Однако целостного представления о природе морфо-
типов, факторах их нестабильности, механизме пе-
реключения как способе образования наиболее адап-
тированных к тем или иным условиям форм, нет. 

В данной работе мы исследовали морфологиче-
скую вариабельность культур штамма B. pseudomallei 
110 после многократного пассажа в клетках 
Tetrahymena pyriformis, как биотическом объекте 
внешней среды, в LB бульоне и стерильной речной 
воде одновременно с инкубированием в этих же сре-
дах монокультур микроорганизма. Пассаж в клетках 
T. pyriformis в данном случае мы рассматривали как 
дополнительный фактор, способный оказать влия-
ние на фенотипические свойства B. pseudomallei 110 
в стрессовых условиях культивирования.

Цель работы заключалась в определении раз-
нообразия морфотипов, образующихся in vitro из ис-
ходного морфологического варианта B. pseudomallei 
110 в условиях выбранного нами стрессового воз-
действия и исследовании у них некоторых феноти-
пических свойств.

Материалы и методы

Использовали вирулентный штамм B. pseudo-
mallei 110 австралийского серотипа коллекции 
Волгоградского НИПЧИ. Аксеническая культу-
ра T. pyriformis получена из Института Цитологии 
РАМН (Санкт-Петербург). Тетрахимены выращива-
ли в Luria-Bertani (LB) бульоне (HiMedia) при тем-
пературе 28 °С. 

Культуры буркхольдерий выращивали на агаре 
LB при 32 °С 24 ч, суспендировали в стерилизован-
ной автоклавированием речной воде и соединяли с 
тетрахименами в соотношении 100:1 (1∙106 м.к./мл 
бактерий и 1∙104 кл/мл тетрахимен) в LB бульоне и 
воде. Сокультуры инкубировали в климатической ка-
мере («Sanyo», Япония) при температуре 28 °С. 

Пассаж в клетках тетрахимен повторяли с пери-
одичностью 3–4 сут: сокультуры осаждали центри-
фугированием при 8000 об./мин, 10 мин, отмывали в 
свежей среде LB или воде и вновь соединяли с про-
веренной на аксеничность культурой тетрахимен. 
Одновременно проводили пассаж в этих же средах 
планктонных монокультур микроорганизма. 

Для идентификации морфотипов после 15 пас-
сажей культуры из всех образцов высевали на сре-
ду Эшдауна [3], инкубировали их 3–4 сут при 32 °С; 
колонии фотографировали и анализировали полу-
ченные изображения. Морфотипы классифициро-
вали, основываясь на схеме N.Chantratita et al. [4]. 
Видовую принадлежность культур определяли мето-
дом ПЦР [2]. 

У отдельных морфотипов исследовали актив-
ность внеклеточных ферментов на плотных пита-
тельных средах, содержащих необходимые субстра-
ты: 1 % раствор «Skim milk» («HiMedia»), лецитин 
(100 мг на 100 мл среды), гемолизированную кровь 
(5 %) при определении протеазной, лецитиназ-
ной, гемолитической активности соответствен-
но. Подвижность тестировали на среде Motility 
(«HiMedia») с добавлением 1 % трифенилтетразолия 
хлорида (ТТХ). 

Вирулентность определяли на золотистых хо-
мячках при внутрибрюшинном заражении 24 ч куль-
турами B. pseudomallei 110 в дозе 1∙102 м.к. по дина-
мике гибели животных в группах. 

Результаты и обсуждение

Визуальный анализ фотографий колоний из раз-
личных образцов культур B. pseudomallei 110 позво-
лил идентифицировать семь отдельных морфотипов. 
При этом четыре из них обладали идентификацион-
ными признаками морфотипов I, III, IV и VII, опи-
санных N.Chantratita et al. [4], тогда как три других 
не имели сходства с ними. Учитывая это, мы сочли 
возможным в отношении сходных морфотипов со-
хранить классификационные номера, данные этими 
авторами, но ввести для них дополнительное обо-
значение Chl (Chantratita like variant). Морфотипам, 
имеющим отличительные особенности, даны циф-
ровые обозначения в произвольном порядке. 

Исследование культуры исходного штамма 
B. pseudomallei 110 показало, что она разделяет-
ся на два морфотипа – VI (более 90 %) и VII Chl. 
Выделенные морфотипы и схема классификации 
представлены на рис. 1.

Текстура колонии

ГладкаяШероховатая

Край колонии Поверхность

Неровный Ровный Гладкий Плоская Выпуклая

I Chl II V VII Chl IV Chl III Chl VI

Малиновый Красный Розовый Малиновый Красный
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V VI VII Chl
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Цветовой оттенок

Рис. 1. Морфотипы B. pseudomallei 110, классифицированные по 
отличительным признакам структуры колоний
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Для подтверждения видовой принадлежности 
изолированных морфотипов к B. pseudomallei ис-
пользовали мультилокусную ПЦР с праймерами на 
последовательности генов β-лактамаз, показавшую 
наличие трех амплифицированных фрагментов, ха-
рактерных для культур возбудителя мелиоидоза у 
всех морфологических вариантов.

Исследование колоний микроорганизма в раз-
личных образцах планктонных культур и ассоции-
рованных с T. pyriformis обнаружило варьирование 
морфотипов, в зависимости от среды культивирова-
ния (LB бульон или вода), и их различное соотноше-
ние в отдельных пробах. 

Так, в воде исходная культура утрачивала свой 
изначальный морфотип (VI и VII Chl) и на среде 
Эшдауна почти целиком была представлена морфо-
типом I Chl с незначительным количеством (3–5 %) 
колоний морфотипа III Chl (рис. 2А). 

В сокультуре с тетрахименами в этой среде 
B. pseudomallei 110 формировал три морфологиче-
ских типа колоний, среди которых преобладающим 
был V морфотип (около 70 %), одновременно около 
27 % колоний принадлежало I Chl морфотипу и в не-
значительном количестве (около 3 %) присутствовал 
IV Chl (рис. 2Б). При пассаже B. pseudomallei 110 в 
клетках тетрахимен в LB наблюдалось образование 
двух морфотипов, также с превалированием V мор-
фотипа (около 70 %), наряду с ним выявлялся мор-
фотип I Chl.

Наибольшее количество морфологических ва-
риантов обнаружено при пассаже планктонной куль-
туры B. pseudomallei 110 в LB бульоне, где, наряду с 
V морфотипом, идентифицировали колонии I Chl, III 
Chl и II типов.

Особенности переключения исходного морфо-
типа B. pseudomallei 110 VI (VII Chl) в различных 
условиях культивирования представлены на рис. 3. 

Как видно из представленной схемы, в стрес-
совых условиях культивирования изменение VI ис-
ходного морфотипа B. pseudomallei 110 привело к 
появлению ряда других морфологических вариан-
тов, количество которых варьировало от 2 до 4 в 
различных образцах культур. При этом в воде до-
минирующим оказался морфотип I Chl, тогда как 
во всех остальных пробах преобладал морфотип V. 
В наибольшем количестве этот морфотип выделяли 
при пассаже в клетках тетрахимен в LB бульоне и 
воде. По-видимому, уникальным является морфотип 

II, образование которого наблюдали только в LB бу-
льоне, где он составлял около 30 %.

Мы исследовали некоторые фенотипические 
свойства морфотипов B. pseudomallei 110, кото-
рые обычно рассматривают в связи с адаптацией 
микроорганизма во внешней среде, и установи-
ли, что морфотипы I Chl и IV Chl отличаются от 
остальных морфологических вариантов наличием 
β-гемолитической активности. Необходимо отме-
тить, что β-гемолитическая активность не тестиро-
валась у исходного штамма B. pseudomallei 110. Эти 
морфотипы также характеризовались повышенной 
активностью протеаз, при этом I Chl тип демонстри-
ровал максимально выраженную подвижность (зона 
30 мм), тогда как IV Chl морфотип был наименее 
подвижным (зона 5 мм).

Определение вирулентности морфотипов по-
казало, что все они существенно снизили ее в срав-
нении с исходным штаммом, и вызывали гибель зо-
лотистых хомячков при заражении дозой 1∙102 м.к. в 
срок от 26 до 34 сут без четкой дифференциации ле-
тальности в зависимости от морфотипа, тогда как при 
заражении исходным штаммом B. pseudomallei 110 
гибель животных наступала в течение первых пяти 
суток. Исследование морфологии колоний культур, 
выделенных от павших животных, показало, что все 
они принадлежали к I Chl морфотипу. Кроме того, до 
начала гибели экспериментальных животных было 
проведено вскрытие внешне здоровых золотистых 
хомячков, зараженных морфотипами IV Chl и V. В 
обоих случаях на среде Эшдауна из селезенки и лим-
фатических узлов изолировали культуры, принадле-
жащие к I Chl.

Таким образом, использовав стрессовые усло-
вия культивирования штамма B. pseudomallei 110 в 
виде монокультур и сокультур с T. pyriformis в LB 
бульоне и воде, мы выявили изменение его исходно-
го морфологического варианта, обозначенного как 
морфотип VI, в ряд других отдельных морфотипов. 
Необходимо отметить, что принятой классифика-
ции морфотипов нет. Собственно морфотип можно 
определить как морфологический вариант колоний 
на среде Эшдауна, визуально отличающийся от дру-
гих. Этот критерий внешнего отличия лежит в осно-
ве обозначения морфотипов различными авторами 
[4, 5, 6]. При этом некоторые исследователи выска-

A Б
Рис. 2. Морфотипы колоний B. pseudomallei 110: 
А – при пассаже в воде, Б – в клетках тетрахимен в воде

LB, бульон

 в LB бульоне
T. pyriformis

T. pyriformis
в воде

Вода

B. pseudomallei
110 VI (VII Chl)

I Chl (~95 %), III Chl (~5 %)

V (~70 %), I Chl (~30 %)

V (~60 %), I Chl (~7 %),
III Chl (~3 %), II (~30 %)

V (~70 %), IV Chl (~3 %),
I Chl (~27 %)

Рис. 3. Схема изменения исходного морфотипа B. pseudomallei 
110 в различных условиях культивирования
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зывают мнение, что вариабельность морфотипов, 
зависящая от географического происхождения и ге-
нетических особенностей штаммов, в принципе не 
позволяет следовать какой-либо одной схеме класси-
фикации [5]. 

В этой связи интересно, что среди идентифи-
цированных в нашей работе морфотипов выявлены 
варианты, обладающие сходством c морфотипами 
N.Chantratita et al. [4], несмотря на принадлежность 
штамма B. pseudomallei 110 к другому географиче-
скому региону. Таким морфотипом, в частности, яв-
ляется доминирующий при пассаже монокультуры 
B. pseudomallei 110 в стерильной речной воде I Chl, 
который соответствовал морфотипу I, полученному 
N.Chantratita et al. из клинических мелиоидозных 
изолятов в Таиланде. 

Оценить, насколько любые другие шероховатые 
варианты, описанные различными исследователями, 
можно считать сходными или отличными от мор-
фотипа I, до конца не представляется возможным. 
По-видимому, более определенный ответ на этот во-
прос может дать только изучение их метаболизма и 
структуры геномов. Однако показано, что подобные 
морфотипы могли быть выделены не только из кли-
нических изолятов, в которых обнаружение колоний 
характерного шероховатого типа имеет диагности-
ческое значение, но и получены в эксперименте в 
условиях ограничения питания микроорганизма 
(длительное культивирование в питательной среде) 
[5, 6]. В нашем исследовании I Chl, доминировавший 
в культурах после пассажа в воде, также выделен от 
золотистых хомячков при заражении любым из семи 
морфотипов, что служит подтверждением возмож-
ности его образования путем переключения морфо-
типов в организме животных. 

Изучение фенотипических свойств I Chl, в срав-
нении с другими морфотипами, показало, что он 
проявляет β-гемолитическую активность, обладает 
выраженной экспрессией протеаз и наибольшей под-
вижностью. При оценке свойств морфотипа I некото-
рые исследователи определенное значение придают 
подвижности, рассматривая ее в числе факторов рас-
пространения возбудителя в макроорганизме [10]. 

Мы расцениваем фенотипические свойства, вы-
явленные при изучении морфотипов, в целом, как 
относящиеся к адаптации в неблагоприятных усло-
виях среды, не связывая их непосредственно с пере-
ключением и образованием того или иного морфоти-
па, на что указывает и сниженная у всех морфотипов 
вирулентность. Известно, что утрата вирулентности 
является закономерным изменением культур микро-
организмов, подвергающихся стрессовому воздей-
ствию вне организма хозяина [1].

Заслуживает внимания тот факт, что все другие, 
использованные в нашей работе условия культиви-
рования B. pseudomallei 110, отличные от пассажа 
монокультур микроорганизма в воде, приводили к 
формированию как доминирующего V морфотипа. 
Однако в LB бульоне, где наблюдалось наиболь-

шее разнообразие морфотипов, вариант V сочетал-
ся преимущественно с вариантом II, обнаруженным 
только в этой среде, тогда как в клетках тетрахимен, 
независимо от среды культивирования, морфотип V 
присутствовал вместе с I Chl. Это позволяет пред-
полагать, что размножение в клетках тетрахимен 
оказывает влияние на морфологическую вариабель-
ность культуры и способствует ее трансформации в 
определенные морфологические типы. 

Возможно, формирование доминирующего V 
морфотипа в большей степени связано с нарушени-
ем динамики роста культур (частые многократные 
пересевы) и адаптацией к изменяющимся условиям 
культивирования, тогда как для образования I Chl 
основное значение могло иметь ограничение источ-
ников питания. По этой причине именно при пасса-
же в воде, где источники питания практически от-
сутствовали, этот морфотип был представлен в наи-
большем количестве.
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