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ВВЕДЕНИЕ

Аэробные бактерии рода Pseudom onas— важная 
в научном и практическом отношении гетерогенная группа микро­
организмов, широко населяющих биосферу и принимающих актив­
ное участие в процессах минерализации органических соединений, 
очистке окружающей среды от загрязнения.

Многие виды псевдомонад патогенны для человека и живот­
ных. Среди них имеются возбудители особо опасных инфекций — 
сапа и мелиоидоза. Наряду с синегнойной палочкой — одним из 
наиболее резистентных к антибиотикам условно патогенных ми­
кроорганизмов — многие представители рода Pseudomonas приоб­
ретают в последнее время все более широкое распространение в 
клинике как возбудители так называемых оппортунистических ин­
фекций [115, 500]. Псевдомонады могут оказывать положительное 
и отрицательное влияние на развитие сельскохозяйственных куль­
тур. Некоторые виды патогенны для них, другие, например, ши­
роко населяющие ризосферу сапрофитные псевдомонады, играют 
важную роль в защите растений от бактериальных и грибных за ­
болеваний.

Разнообразие биосинтетических и катаболических реакций, вы­
сокая скорость роста на простых по составу средах, особенности 
генетической организации, в частности наличие плазмид, широкие 
возможности для генно-инженерного манипулирования, позволяют 
рассматривать бактерии рода Pseudomonas как перспективный 
объект для работ в области биотехнологии. Среди микроорганиз­
мов этого рода имеются продуценты витаминов и коферментов, 
органических кислот и аминокислот, полисахаридов и поверхност­
но-активных веществ, антибиотиков и многих других биологичес­
ки активных соединений.

В последние годы из бактерий рода Pseudomonas были выделе­
ны новые, своеобразные по структуре и спектру действия антибио­
тические вещества, в том числе аминогликозиды, монобактамы, 
псевдомоновые кислоты, эффективные в отношении антибиотико­
резистентных возбудителей заболеваний [81, 503].

Наряду с поисками продуцентов, перспективных для медицин­
ской практики, значительные успехи были достигнуты в области 
использования живых бактерий рода Pseudomonas (так называе­
мых ризобактерий) для стимуляции роста растений, в качестве
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средства биологической борьбы с бактериальными и грибными 
заболеваниями сельскохозяйственных культур [150.]. Это направ­
ление, обогатившееся рядом новых подходов, активно развивается 
в последние годы.

Перечисленные достижения были подготовлены прогрессом в 
области химии природных соединений, биохимии, генетики и си­
стематики бактерий рода Pseudomonas. Сегодня, более чем ко­
гда-либо, возрастает роль систематики — этого фундаментального 
раздела микробиологии, оказывающего непосредственное влияние 
на ее многие прикладные области.

Из разнообразных, часто разрозненных сведений о биологии 
микроорганизмов, строении их генома, структуре и свойствах бел­
ков, липидов, полисахаридов, вторичных метаболитов, путях био­
синтеза и катаболизма различных веществ и механизмах их регу­
ляции систематика создает цельную картину микробного мира, 
выявляет приуроченность отдельных химических структур и фер­
ментативных реакций к определенным микробным таксонам. Тем 
самым она позволяет перейти от эмпирического скрининга к тео­
ретически обоснованному поиску нужных продуцентов среди опре­
деленных групп микроорганизмов. Без развития систематики не­
возможно создание коллекций — этого золотого фонда биотехно­
логии.

Последние десятилетия характеризуются значительными 
успехами в изучении биологии и систематики бактерий рода Pseu­
domonas [390, 391]. Результаты гибридизации нуклеиновых кис­
лот, данные секвенирования олигонуклеотидов рибосомальных 
РН К и ряд других подходов к эволюции микроорганизмов способ­
ствовали выяснению таксономической структуры рода Pseudomo­
nas и его места в системе микробного мира [134, 164, 396, 467, 
524].

Эти представления являются первым этапом в создании эволю- 
ционно обоснованной систематики бактерий. С получением новых 
данных изменяются и представления о структуре рода, в грани­
цах прежнего рода Pseudomonas возникают новые роды, описы­
ваются новые виды и подвергаются ревизии старые, давно опи­
санные.

В настоящей монографии обобщены литературные данные и 
результаты многолетних исследований авторов в области биоло­
гии, систематики и идентификации бактерий рода Pseudomonas, 
а также изучения биологически активных метаболитов, синтези­
руемых этой группой микроорганизмов. Одним из необходимых 
этапов и в то же время итогом этой работы явилось создание 
коллекции штаммов бактерий рода Pseudomonas, выделенных из 
различных природных источников и охарактеризованных по мно­
гим признакам. У

Цель монографии — проанализировать биологические особен­
ности бактерий рода Pseudomonas в связи с их систематикой. 
Сделана попытка проследить эту связь на различных таксономи­
ческих уровнях — от биовара до секции (соответствующей, со-
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гласно современным представлениям, уровню рода, а может быть 
и семейства). Мы не ставили перед собой задачу рассмотреть 
все аспекты биологии псевдомонад (да это и невозможно, учи­
тывая большой объем информации). Многие из них подробно осве­
щены в ряде обзоров и монографии [9, 24, 77, 150, 240, 377, 390 
и др.]. Поэтому мы ограничили круг рассматриваемых вопросов 
проблемами систематики рода Pseudomonas и связанными с ней 
особенностями биологии отдельных его представителей.

Несколько шире и подробнее рассмотрены антибиотические ве­
щества, образуемые бактериями рода Pseudomonas. Исследуя на 
протяжении ряда лет антибиотическую активность псевдомонад, 
авторы выделили из них оригинальные ранее не описанные соеди­
нения либо обнаружили новые стороны биологической активности 
у известных веществ. Выше мы упоминали о достигнутых в по­
следние годы успехах в области изучения антибиотиков из бакте­
рий рода Pseudomonas.

Однако, за исключением обзора Лейзинджера и М арграффа 
[311], посвященного вторичным метаболитам псевдомонад, обоб­
щенных источников на эту тему нет, что побудило нас рассмотреть 
этот вопрос более подробно.

При этом мы стремились не только охарактеризовать различ­
ные классы биологически активных веществ, синтезируемых псев­
домонадами, но по возможности проанализировать их связь с так­
сономией данной группы микроорганизмов, роль в физиологии и 
экологии бактерий-продуцентов, перспективы практического ис­
пользования.

Значительное внимание уделено таксономической структуре ро­
да Pseudomonas, характеристике отдельных его видов, выяснению 
эволюционных отношений между ними. Одним из итогов прове­
денных исследований явилось создание ключа для идентификации 
важнейших видов рода Pseudomonas. Нам представлялось полез­
ным дополнить предлагаемый ключ рядом практических рекомен­
даций, описанием сред и методов для выделения и идентификации 
бактерий.



КРАТКИЙ ОЧЕРК
ИСТОРИИ КЛАССИФИКАЦИИ БАКТЕРИЙ 
РОДА PSEUDOMONAS

ГЛАВА 1

Род Pseudomonas описан Мигула в 1894 г. [346] 
для неспорообразующих грамотрицательных бактерий с полярны­
ми жгутиками. Наряду с родами Bacillus и Bacterium он был 
включен в состав семейства Bacteriaceae.

В описании рода, опубликованном в 1895 г., клетки бактерий 
характеризовались как «цилиндрические, длинные или короткие, 
иногда образующие небольшие нити, движущиеся с помощью по­
лярных жгутиков, число которых на одном полюсе колеблется от 1 
до 10, чаще 1 или 3—6. Спорообразование редко». Таким образом, 
первая классификация бактерий рода Pseudomonas строилась на 
их морфологии, подвижности, характере расположения жгутиков. 
Среди видов рода первым был описан Pseudomonas руосуа- 
пеа [347].

Двадцатые годы XX ст. оказались знаменательными в истории 
изучения биологии рода Pseudomonas. Значительный вклад в по­
знание этой группы микроорганизмов внесли исследования Дурен 
ден Ионга [169], выполненные им в Голландии в лаборатории 
Бейеринка. Используя различные органические соединения в ка­
честве единственных источников углерода и энергии, автор выде­
лил из почвы методом накопительных культур большое количество 
штаммов псевдомонад. Была показана исключительная способ­
ность выделенных микроорганизмов к ассимиляции различных 
классов органических веществ. Проведенные исследования позво­
лили сделать важные обобщения в области физиологии, экологии 
и систематики рода Pseudomonas. Были предложены новые мето­
дические подходы к изучению этой группы бактерий, описан новый 
вид P. acidovorans. Однако работы Дурен ден Ионга, опублико­
ванные на голландском языке в малодоступных изданиях, остава­
лись неизвестными широкому кругу микробиологов на протяжении 
более 40 лет.

В 1-м издании определителя Берги [116] род Pseudomonas был 
включен в порядок Eubacteriales, семейство Bacteriaceae, трибу 
Chromobacteriaceae. Основное внимание в описании рода было 
уделено пигментам. Этот акцент в родовом определении Pseudo­
monas сохранился также во 2—4-м изданиях определителя и 
лишь в его 5-м издании тезис Мигула о полярном расположении 
жгутиков был вновь возрожден и упоминался как родовой при­
знак. Однако характер пигментообразования на протяжении дол-
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гих лет оставался одним из важных критериев в систематике и 
идентификации микроорганизмов рода Pseudomonas.

Авторы 7-го издания Берги [124] поместили род Pseudomonas 
вместе с родами Xanthomonas и Aeromonas в семейство Pseudo- 
m onadaceae (последнее описано Уинслоу в 1917 г. [523]).

Определитель 1957 г. явился ярким примером неудовлетвори­
тельного состояния классификации псевдомонад в то время. Родо­
вая характеристика строилась в основном на отрицательных при­
знаках, а род Pseudomonas представлял собой группу видов, 
оставшихся после исключения других родов. Последние были вы­
делены на основании специфических физиологических свойств из 
большой группы микроорганизмов с полярными жгутиками и объ­
единены в порядок Pseudomonadales. Еще менее благополучным 
было положение с видовой дифференциацией псевдомонад. Опре­
делитель Берги 1957 г. содержал описание 149 видов Pseudomonas 
(в том числе 80 флюоресцирующих). Некоторые из них отлича­
лись образованием характерного пигмента (например, пиоциани- 
на или хлорорафина). Однако большинство видов было охаракте­
ризовано крайне фрагментарно, а приведенные в определителе 
немногочисленные и малосущественные для идентификации при­
знаки не позволяли различать эти виды.

Классификационная схема (как и перечисленные выше недо­
статки) 7-го издания Берги сохранена в определителе Прево [405], 
где описано 117 видов (в том числе 62 фитопатогенных). Еще 
обширнее определитель Н. А. Красильникова [57], где было опи­
сано (или упомянуто) более двухсот видов одних только флюорес­
цирующих бактерий.

Периодом накопления экспериментальных данных, характери­
зующих с различных сторон биологические свойства бактерий 
рода Pseudomonas, явились 40—60-е годы.

Родс [417] изучила по 43 признакам коллекцию из 169 штам­
мов флюоресцирующих бактерий рода Pseudomonas различного 
происхождения. В ходе этих исследований удалось выделить не­
большую группу, образованную штаммами Р. aeruginosa, а также 
группу фитопатогенных бактерий. В свойствах остальных культур 
была обнаружена широкая гамма переходов — от штаммов, поло­
жительных по 42 признакам (из 43 изученных), до отрицательных 
по 39. Вследствие этого Родс не удалось разделить на группы ис­
следованные ею штаммы, что побудило ее рассматривать их как 
представителей единого вида P. fluorescens. Впоследствии приме­
нение компьютерной техники для обработки полученных результа­
тов подтвердило невозможность группировки [418].

Д ля описания рода Pseudomonas и Р. fluorescens Родс отобра­
л а  наиболее часто встречающиеся у исследованных культур 
26 признаков. Было показано, что многие флюоресцирующие ви­
ды, описанные в 7-м издании Берги («Р. schuilkilliensis» \  Р. ge­
niculata, «Р. mildenbergii» и др.), идентичны или близки P. fluo-

1 Здесь и далее в кавычки взяты названия видов, не включенных в 
«Одобренные списки видовых названий бактерий» [455].
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resccns. Болес того, согласно представлениям Родс, штаммы 
P. aeruginosa также являлись подгруппой P. fluorescens, адапти­
ровавшейся к организму животного.

Последующие 60-е годы знаменовались внедрением в микро­
биологию вычислительной техники и методов нумерической таксо­
номии. Подробнее мы остановимся на этих исследованиях ниже, 
здесь лишь упомянем, что одна из первых работ в этой области 
принадлежит Лызенко [324], который выделил среди псездомонад 
18 видов и ряд промежуточных форм. Попытка усовершенствовать 
классификацию рода Pseudomonas была предпринята Иицука и 
Комагата [247]. Коллекция из 202 сапрофитных штаммов псев­
домонад была разделена ими на три группы согласно экологии, 
характеру пигментации и некоторым физиологическим свойствам.

Фундаментальное исследование флюоресцирующих бактерий 
рода Pseudomonas было проведено Джессеном [267]. Более 
800 штаммов псевдомонад, в том числе 354 штамма P. aeruginosa, 
были изучены этим автором по 29 фенотипическим признакам. 
В результате были подробно охарактеризованы Типовой вид ро­
д а — P. aeruginosa — и флюоресцирующая группа в целом. И з­
ученная коллекция микроорганизмов была разделена Джессеном 
на шесть групп (отличных одна от другой и разделяющихся, 
в свою очередь, на 82 биотипа). Первую группу составили штаммы 
P. aeruginosa, вторую — Р. ovalis и Р. putida, третью — культуры 
морского происхождения, четвертую — штаммы Р. fluorescens, пя­
тую — также штаммы Р. fluorescens, но образующие полисахари­
ды на средах с сахарозой, и, наконец, шестую группу — бактерии, 
патогенные для растений.

Работа Джессена позволила отобрать некоторые новые и важ ­
ные диагностические признаки и показать принципиальную воз­
можность дифференциации отдельных групп псевдомонад. Однако 
полученные выводы касались только флюоресцирующих бактерий. 
Кроме того, Джессеном не была предложена схема классифика­
ции и диагностики даже для сапрофитных флюоресцирующих ми­
кроорганизмов рода Pseudomonas.

Ряд важных описаний был сделан для видов P. cepacia [129], 
P. stutzeri [493], P. testosteroni [332], P. aureofaciens [224, 293], 
P. alcaligenes [249], P. maltophilia [245], P. aeruginosa и P. chlo- 
roraphis [223], P. solanacearum  [226], P. vezicularis [187] и дру­
гих. Однако в целом классификация рода оставалась неупорядо­
ченной, а идентификация отдельных видов — неразработанной.

Данные о биологии псевдомонад и все более широкое исполь­
зование в микробиологии биохимических методов исследования 
подготовили основу для ревизии рода Pseudomonas, блестяще осу­
ществленной в 1966 г. Стейниером, Паллерони и Дудоровым [468]. 
В 1960 г. на кафедре микробиолдгии Калифорнийского универси­
тета в Беркли была создана коллекция бактерий рода Pseudomo­
nas и начаты интенсивные таксономические исследования этой 
группы микроорганизмов. Успеху работы способствовало привле­
чение большого количества микробиологических, биохимических.
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генетических и других методов. В основу одного из разделов на­
следований, характеризующего так называемые питательные спект­
ры бактерий, легли упомянутые выше работы Дурен ден Ионга 
[169] по углеродному питанию бактерий рода Pseudomonas, 
с успехом использованные калифорнийскими авторами для целей 
систематики.

Эти исследования позволили провести фенотипическую класси­
фикацию 267 штаммов бактерий (позже теми же методами было 
изучено еще 600 штаммов) и выделить среди них несколько хоро­
шо отграниченных видов, четко диагностируемых на основании’ 
предложенных критериев. Были описаны флюоресцирующая груп­
па с видами P. aeruginosa, Р. putida и Р. fluorescens, «Acidovo- 
rans»- группа с видами P. acidovorans и Р. testosteroni, «Alcalige- 
nes»- группа с видами P. alcaligenes и P. pseudoalcaligenes, а так­
же виды P. multivorans, P. stutzeri, P. maltophilia.

Таким образом, многочисленные, ранее мало различимые виды 
флюоресцирующей группы (за исключением P. aeruginosa) были* 
«укрупнены» всего до двух — P. fluorescens и Р. putida. Послед­
ние, в свою очередь, были разделены на биотипы, отличающиеся 
спектрами углеродного питания и наличием некоторых фермент­
ных систем. Были найдены надежные критерии диагностики и для 
нефлюоресцирующих видов, ранее изученных очень слабо.

Предложенные Стейниером с соавторами методические подхо­
ды дали мощный толчок развитию систематики рода Pseudomonas. 
Подробные характеристики были получены для возбудителей сапа: 
и мелиоидоза — Р. mallei и P. pseudomallei [45], Р. diminuta и 
P. vezicularis [108], P. solanacearum  [393] и других фитопатоген­
ных видов [433]. Описаны новые виды — P. lemoignei [159], 
P. mendocina [394].

Полученные данные расширили представления о свойствах, 
бактерий рода Pseudomonas, позволили сформулировать родовой 
диагноз и были использованы для построения ключей и диагнос­
тических таблиц в 8-м и 9-м изданиях определителя Берги 
[171, 391].

Оба издания содержат обширную информацию о фенотипичес­
ких свойствах различных видов Pseudomonas, полученную либо^ 
Стейниером с соавторами, либо с использованием их методичес­
ких подходов. В определителе 1974 г. впервые приведены доста­
точно надежные приемы диагностики некоторых наиболее распро­
страненных видов псевдомонад. Кроме того, в нем была предпри­
нята первая попытка создать классификацию рода Pseudomonas, 
используя данные геносистематики. Последующее десятилетие зна­
меновалось дальнейшим развитием геносистематики и разработ­
кой ряда новых подходов к филогении микроорганизмов. Ведущая 
роль в этих исследованиях принадлежала изучению бактериаль­
ного генома. Ниже мы рассмотрим важнейшие результаты этих 
исследований, послужившие основой для создания современной: 
систематики рода Pseudomonas и представлений об его внутрен­
ней структуре.



СТРОЕНИЕ ДНК 
И СИСТЕМАТИКА

ГЛАВА 2

Геносистематика «изучает физико-химические свой­
ства Д Н К с целью создания естественной системы микроорганиз­
мов» [7]. Общее количество Д Н К  в геноме — важная интегральная 
характеристика ДНК. У бактерий рода Pseudomonas по сравне­
нию с другими микроорганизмами оно достаточно велико: 3624 ки­
лобаз у Р. aeruginosa, 3820 — у Р. putida, 4107 — у P. fluorescens 
[240].

Одним из важных параметров ДНК, широко используемых в 
исследованиях по таксономии и идентификации микроорганизмов, 
является молярное содержание ГЦ (%) ,  т. е. количественный по­
казатель соотношения нуклеотидов Д Н К бактериального генома. 
Представители рода Pseudomonas изучены с этой стороны доста­
точно подробно [7]. Наиболее обширное исследование было пред­
принято Мандель [328], которая проанализировала ГЦ-содержа- 
ние Д Н К  У 165 штаммов различных видов псевдомонад; впослед­
ствии при описании новых видов, а также более подробном 
изучении и ревизии уже описанных эта информация неоднократно 
пополнялась.

По нуклеотидному составу Д Н К  бактерии рода Pseudomonas 
представляют собой достаточно компактную группу: этот показа­
тель колеблется у них в пределах 58—70 %. Несколько ниже 
(55—57 %) нуклеотидный состав Д Н К P. stanieri [112], а также 
Р. luteola (55,4—55,9 %) [295].

Колебания в ГЦ-составе Д Н К  внутри рода, как правило, не 
превышают 10% ; внутри вида — не более 1 %. Сведения, касаю ­
щиеся рода Pseudomonas, несколько превышают эти показатели. 
Так, по данным Мандель, ГЦ-состав Д Н К  штаммов Р. putida 
составляет 60,7—62,5 %, штаммов P. stutzeri — 62,1—65,0 %. По 
данным де Лея [160] ГЦ-со держание ДН К штаммов фитопатоген­
ных бактерий рода Pseudomonas колеблется в достаточно узких 
пределах (60,5± 1,2), что, по мнению автора, свидетельствует об 
их тесном родстве и общем эволюционном происхождении.

Нами был исследован нуклеотядный состав Д Н К  более чем у 100 штаммов псевдомонад, в том числе у некоторых ранее не из­
ученных в этом отношении видов (P. aurantiaca, P. taetrolens 
ц др.). Из фиксированной этанолом биомассы бактерий выделяли
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Д Н К по методу Арриги и соавт. [102]. Нуклеотидный состав ДН К 
определяли методом тепловой денатурации с применением фор­
мальдегида [60].

ГЦ -содержание Д Н К  исследованных штаммов бактерий коле­
балось в пределах 59,6—69,1 %. Внутри таких фенотипических 
однородных видов, как P. aurantiaca, P. aureofaciens и др., отли­
чия в ГЦ-составе Д Н К отдельных штаммов не превышали 1—
1,5 %. Виды, гетерогенные по свойствам, были неоднородны и по 
нуклеотидному составу Д Н К  (Р. putida — 62,5—65,0; P. stutze- 
ri — 62,8—67,4; P. fluorescens — 61,2—64,5; P. pseudoalcaligenes — 
60,8—63,8 % ГЦ). Некоторые отклонения в ГЦ-содержании Д Н К 
отдельных штаммов могли быть, на наш взгляд, обусловлены на­
личием плазмид, распространенных у рода Pseudomonas и состав­
ляющих иногда до 15 % бактериального генома [10].

Результаты исследования нуклеотидного состава Д Н К позволи­
ли ряду авторов пересмотреть таксономическое положение видов, 
включенных в свое время в состав рода Pseudomonas, и сузить 
его границы. Так, например, виды «Р. putrefaciens», «Р. piscicida», 
«Р. atlantica» были отнесены к роду Alteromonas, а «Р. natrie- 
gens» — к морским вибрионам; «Р. methanica» был выделен в 
специализированную группу метанокисляющих бактерий.

Исследование состава оснований Д Н К  (в сочетании с другими 
методами изучения) позволило уточнить таксономическое положе­
ние многих видов Pseudomonas. Была показана идентичность 
P. cepacia, P. m ultivorans и P. kingii [454, 464], P. pickettii и 
P. thomaasii [283], «Р. melanogena» и P. maltophilia [296]. Р е­
зультаты изучения нуклеотидного состава Д Н К  типового штамма 
Р. aurantiaca послужили одним из доказательств его принадлеж­
ности к Р. aureofaciens [43]. Справедливость сделанных заклю­
чений была подтверждена методом гибридизации нуклеиновых 
кислот.

Метод молекулярной гибридизации Д Н К —ДНК, широко ис­
пользуемый в последние годы для установления степени филогене­
тического родства между организмами, впервые применен Де Л е­
ем и Фридманом в 1965 г. при гибридизации ДН К Pseudomonas 
с ДН К Xanthomonas pelargonii [161]. Было продемонстрировано 
значительное (58—81 % гомологии) родство между Pseudomonas 
и Xanthomonas. Проведенные впоследствии исследования показа­
ли, однако, что значения гомологии резко завышены и, по-види- 
мому, явились результатом ошибки.

В дальнейшем американскими исследователями [392, 410, 411] 
было предпринято фундаментальное изучение филогенетических 
связей между различными видами Pseudomonas с помощью мо­
лекулярной гибридизации Д Н К —ДНК. Гибридизацию проводили 
методом конкуренции при оптимальной температуре (на 25° ниже 
температуры плавления ДНК) и более «жесткой» (80°С).

Эти исследования подтвердили группировку бактерий по видам, 
предложенную ранее на основании их фенотипических свойств.
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Так, было показано филогенетическое родство сапрофитных и фи­
топатогенных видов бактерий рода Pseudomonas, образующих 
зеленый флюоресцирующий пигмент, а также P. stutzeri, P. men- 
docina, P. alcaligenes и P. pseudoalcaligenes. Перечисленные виды 
были выделены в единую группу, названную «комплексом Р. fluo­
rescens». Значения реассоциации ДН К при температурах, на 25° 
ниже температуры плавления, между видами внутри этой группы 
чаще всего колебались в пределах 20—50 %, хотя в отдельных 
случаях были значительно ниже (например, исследованные штам­
мы Р. stutzeri и P. mendocina проявили всего 5 % гомологии с 
фитопатогенными бактериями Р. syringae, а штаммы Р. alcaligenes 
и Р. pseudoalcaligenes— 12— 13% гомологии с Р. fluorescens). 
В целом опыты по молекулярной гибридизации Д Н К  показали 
значительную гетерогенность таких крупных таксонов, как Р. fluo­
rescens и Р. putida, и определенную генетическую обособленность 
биотипов D и Е Р. fluorescens, по-видимому, эквивалентных рангу 
вида, а не биотипа. Этот вывод получил отражение в 8-м издании 
определителя, где названные биотипы приобрели видовую само­
стоятельность (P. aureofaciens и P. chlororaphis).

Сравнительно низкие значения гомологии (18—37 %) были об­
наружены между сапрофитными и фитопатогенными флюоресци­
рующими видами псевдомонад. Аналогичные значения (7—29 %) 
получили Пекнольд и Гроген [401] при изучении взаимоотноше­
ний между фитопатогенными бактериями «Р. morsprunorum», 
Р. cichorii, P. viridiflava, Р. syringae и сапрофитами Р. fluorescens, 
Р. putida. При изучении девяти штаммов Р. pseudoalcaligenes и 
трех штаммов Р. alcaligenes Ральстон-Барретт и соавт. [410] 
наблюдали от 17 до 37 % межвидовой гомологии Д Н К  — Д Н К и 
от 53 до 82 % гомологии между штаммами одного и того ж е 
вида. Аулинг и соавт. [106], изучая оптическими методами реас­
социацию ДН К — ДН К у водородокисляющих бактерий, наблюда­
ли значения гомологии от 12 до 65 % между видами P. palleronii, 
P. pseudoflava, Р. facilis, P. flava, P. saccharophila и от 84 до 
100 % — внутри названных видов.

Объектом наших исследований служили преимущественно 
флюоресцирующие бактерии рода Pseudomonas, а также родст­
венные им беспигментные виды. Ряд экспериментов по гибриди­
зации Д Н К — Д Н К был связан с выяснением генетической бли­
зости между штаммами P. cepacia. Для большинства штаммов 
молекулярную гибридизацию Д Н К  — Д Н К  проводили спектрофо­
тометрическим методом в разработанной Г. Ф. Левановой модифи­
кации [61]; у некоторых штаммов — по методу Денхарда [162], 
используя в качестве референтного типовой штамм P. fluorescens. 
Выделенную из него Д Н К метили тритием in vitro, гибридизацию 
проводили при 70 °С. Некоторые данные, полученные при опреде­
лении степени геномного родства штаммов различных видов бак­
терий рода Pseudomonas с типовым штаммом P. fluorescens 
АТСС 13525 методом молекулярной гибридизации Д Н К — ДНК, 
приведены ниже:
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Вид и штамм бактерий
Реассоциация,

%
P. aureofaciens 2116 
P. aurantiaca 2680 
P. fluorescens биовар II 1602 
P. fluorescens биовар III 1931 
P. fluorescens биовар IV 2401 
P. fluorescens биовар IV 2856 
P. fluorescens биовар V 1488 
Р. putida биовар А 383 
Р. putida биовар В 1778 
Р. putida биовар В 1890 
Р. putida биовар В 2200 
P. stutzeri 4136 
P. stutzeri 1979 
Р. fragi 4002 
P. taetrolens 4006 
P. pseudoalcaligenes 3046 
Р. pseudoalcaligenes 3069

24 * 
23 
21 
26 * 
49 * 
31 * 
31
0* 

10 * 
10* 
6* 

35 
29
25 
38О*
0*

* Гибридизация проведена изотопным методом  
по Денхарду.

Показатели геномного родства между отдельными флюоресци­
рующими и нефлюоресцирующими видами составляли в наших 
опытах в среднем 20—30 % (т. е. были близки данным других 
авторов), а в некоторых случаях достигали и более высоких зна­
чений (до 4 9 % ). Весьма низкие уровни межвидовой гомологии 
Д Н К  были получены при гибридизации Р. fluorescens с биова- 
ром В Р. putida. Полное отсутствие родства наблюдали при гиб­
ридизации ДН К типового штамма Р. fluorescens с биоваром А 
Р. putida и штаммами Р. pseudoalcaligenes. В значительных пре­
делах (от 45 до 99 %) колебались значения геномного родства 
между различными штаммами P. cepacia.

Данные гибридизации ДНК — ДН К в комплексе с другими 
подходами послужили основанием для вывода о видовой само­
стоятельности P. aurantiaca, P. taetrolens, Р. fragi и их принад­
лежности к видам «Р. fluorescens-комплекса» (согласно современ­
ной терминологии — I секции рода Pseudomonas). Гибридизация 
Д Н К  — ДН К в настоящее время обязательна при описании новых 
видов Pseudomonas, уточнении таксономического положения ста­
рых, уже описанных [43—45], идентификации выделенных из 
почвы атипичных штаммов [157] и при решении многих других 
частных вопросов систематики рода Pseudomonas. Этот метод по­
зволяет определять близкородственные связи, однако не пригоден 
для более высоких таксономических уровней.

Молекулярная гибридизация ДН К — Д Н К  выявила и другие 
группы родственных видов внутри рода Pseudomonas, например, 
патогенные для человека, животных и растений P. solanacearum, 
P. cepacia, P. mallei, P. pseudomallei, виды групп «acidovorans» 
и «facilis-delafieldii», а также Р. diminuta и P. vezicularis, далекие 
как генетически, так и фенотипически от других представителей 
рода.
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Виды различных комплексов либо вообще не имели сходных 
нуклеотидных последовательностей в ДНК, либо степень их гене­
тического родства была крайне низкой. Таким образом, исследо­
вания по гибридизации Д Н К — Д Н К  разрушили представления о 
целостности рода Pseudomonas и показали, что, несмотря на фено­
типическое сходство, представители этого рода образуют несколь­
ко филогенетически отдаленных видовых комплексов, или групп 
(рис. 1).

Значительным шагом вперед в развитии геносистематики рода 
Pseudomonas явилась гибридизация Д Н К  различных видов псев­
домонад с рибосомальной РНК. Последняя кодируется наиболее 
консервативной в процессе эволюции частью бактериального ге­
нома, что позволяет выявить родство между относительно далеки­
ми группами микроорганизмов. Проведенные эксперименты [396] 
показали более высокий (чем при гибридизации ДН К — ДНК) 
процент сходства нуклеотидных последовательностей нуклеиновых 
кислот как внутри описанных выше групп, так и между ними

(рис. 2). В некоторых слу­
чаях при полном отсутствии 
гомологии Д Н К —ДН К ав­
торам удалось получить до-

Рис. 1. Распределение видов и биотипов бактерий рода Pseudomonas в соответ­
ствии с гомологией рРНК и ДНК [396].
Заштрихованные круги соответствуют рРНК-группам: /  — P. caryophylli, 2 — P. mallei, 3 — 
P. pseudom allei, 4 — P. cepacia, 5 — Р. m arginata, 6 — P. pickettii, 7 — P. colanacearum , 
8 — Р. diminuta, 9 — P. vezicularis, 1 0 — P. acidovorans, 11 — Р.  testosteroni, 12 — P. saccha- 
rophila, 13 — Р. facilis, 14 — P. delafieldii, 15 — P. maltophilia, 16 — Xanthomonas sp., 17 — 
P. cichorii, 18 — P. syringae, 19 — P. mori, 20 — P. savastanoi, 21 — P. tomato, 22 — P. phaseo- 
licola, 2 3 — P. glycinea, 24 — P. putida, 25 — P. fluorescens E, 26 — P. fluorescens B, 27 — 
P. fluorescens A, 28 — P. fluorescens D, 29 — P. fluorescens C, 3 0 — P. fluorescens F. 31 — 
P. putida A, 32 — P. aeruginosa, 33 — P. pseudoalcaligenes, 34 — P. mendocina, 35 — P. alcali- 
genes, 36 — P. stutzeri

Рис. 2. Значения конкуренции рРНК-ДНК (в %) между различными РИК- 
группами бактерий рода Pseudomonas (для сравнения с E. coli) [389].
Приведены средние значения межгрупповых показателей гомологии



статочно высокие значения гомологии ДН К с рибосомальной РНК. 
В ходе этих исследований были объединены в единый комплекс 
группы «acidovorans» и «facilis-delafieldii», а также создан новый, 
5-й комплекс, включающий P. maltophilia и родственные ему ми­
кроорганизмы рода Xanthomonas (см. рис. 1). Межгрупповые 
значения гомологии рРН К — Д Н К  составляли от 2 до 66%  
(в среднем 40 %).

Каждый из комплексов (РНК-групп), созданных на основании 
гомологии ДН К — рРНК, соответствует, по мнению авторов, рангу 
рода или даже семейства и филогенетически далек от остальных. 
Этот вывод подтверждается и результатами исследований лабора­
тории Де Лея [163— 166], где были получены гибриды между 
23514С-меченой рибосомальной РН К и ДН К многих видов и родов; 
бактерий. В результате полученных данных род Pseudomonas был 
распределен по трем крупным ветвям («суперсемействам»), пер­
вая из которых включала флюоресцирующие и беспигментные ви­
ды I РНК-группы, а также роды Azotobacter и Azomonas. Вывод
о родстве между этими таксонами подтверждается сходством ами­
нокислотных последовательностей их цитохромов и некоторыми 
другими данными эволюционной биохимии [529].

Виды псевдомонад, принадлежащие ко II и III РНК-группам* 
вошли в состав другой РНК-ветви вместе с родами Chromobacte­
rium, Janthinobacterium , Alcaligenes. Особую ветвь составили виды 
рода Xanthomonas с родственным им P. maltophilia. Эти данные 
наряду с всесторонними фенотипическими исследованиями подго­
товили перенос P. m altophilia в состав рода Xanthomonas [476].

Метод гибридизации ДНК — рРНК позволил уточнить поло­
жение и филогенетические связи многих видов псевдомонад не­
определенного таксономического статуса [167]. Некоторые из них 
(«Р. myxogenes», Р. oleovorans, «Р. reptilivora», Р. septica, «Р. syn- 
xantha» и др.) оказались генетически близкими микроорганиз­
мам Р. fluorescens-комплекса; другие были отнесены к родам 
Xanthomonas (P. boreopolis, Р. pictorum, P. hibiscicola), Alteromo- 
nas («Р. atlantica», «Р. piscicida»), Deleya (P. beijerinckii), Fla- 
vobacterium (P. paucim obilis), Acinetobacter («P. pavonacea») 
и др.

Гибридизация ДН К-рибосомальны х РН К  легла в основу неко­
торых недавно предложенных методов экспресс-диагностики псев­
домонад. Фестл и соавт. [177] выделили из 23S рРНК-генов  
Р. aeruginosa фрагмент, содержащ ий 360 пар оснований, и кло­
нировали ЄГО В ВеКТОр p u N  121, ПОЛУЧИВ ПЛаЗМИДу pHF 360. При 
гибридизации с хромосомальной Д Н К  многих микроорганизмов 
она оказалась высоко специфичной для флюоресцирующих и 
родственных им беспигментных видов Pseudomonas, позволяла  
четко дифференцировать их от других видов бактерий, в том числе 
от умеренно родственных Azotobacter и Azomonas. Авторами пред­
ложен быстрый метод гибридизации колоний in situ и выявления 
микроорганизмов группы P. fluorescens в смешанных культурах 
(рис. 3, см. на вклейке).
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Значительный вклад в развитие сравнительной филогении про­
кариотов был внесен исследованиями 5S и 16S рибосомальных 
РН К [383, 467, 524]. Последние более пригодны для широкого 
филогенетического анализа, но труднее поддаются полному опре­
делению последовательностей. При их исследовании проводится 
частичный анализ последовательностей, так называемая сравни­
тельная каталогизация олигонуклеотидов. Метод состоит в выде­
лении 16S рРН К из различных бактерий, их частичном гидролизе 
до олигонуклеотидов, секвенировании последних и обработке по­
лученных данных нумерическими методами. Построенные при этом 
дендрограммы близки истинному филогенетическому дереву.

Использованный метод позволил получить данные, близкие 
тем, которые были получены при гибридизации ДНК-рибосомаль- 
/ных РНК. Виды псевдомонад оказались распределенными по трем 
филогенетическим группам. В одну из них вошли флюоресцирую­
щие бактерии, Azotobacter vinelandii и Serpens flexibilis, вторая 
содержала P. cepacia с близкими ему Alcaligenes и Chromobacte­
rium, а также P. acidovorans и P. testosteroni, в третью филогене­
тическую группу вошли Р. diminuta, Agrobacterium tumefaciens и 
Rhizobium.

Наряду с названными родами и видами, во всех трех группах 
присутствовали пурпурные фотосинтезирующие бактерии. Таким 
образом, представители рода Pseudomonas оказались распределен­
ными среди многих видов и родов эубактерий.

Изложенные выше данные убедительно продемонстрировали 
гетерогенность рода Pseudomonas, полигенерический характер 
этого таксона, необходимость его ревизии. Эти представления на­
шли отражение в 9-м издании определителя Берги, несомненно, 
являющемся важным, однако далеко не завершенным этапом на 
пути создания эволюционно обоснованной систематики бактерий 
рода Pseudomonas [391].

Определитель содержит подробные характеристики 27 видов 
рода, распределенных по трем секциям (РНК-группам):

РНК-группа I (секция I).
Флюоресцирующие са­
профитные виды или оп­
портунистические патоге­
ны животных

Н е ф л ю о р е с ц и р у ю ­
щ и е  в и д ы

9. P. stutzeri
10. P. mendocina
11. P. alcaligenes
12. P. pseudoalcaligenes1. P. aeruginosa

2. P. fluorescens (био-
вары)

РНК-группа II (сек­
ция II). Патогены, за ис­
ключением P. pickettii

3. P. chlororaphis
4. P. aureofaciens
5. Р. putida (биовары)

Ф и т о п а т о г е н н ы е
виды

6. Р. syringae (патова-
ры)

7. P. viridiflava
8. Р. cichorii

13. P. mallei
14. P. pseudomallei
15. P. caryophylli
16. P. cepacia
17. P. gladioli
18. P. pickettii
19. P. solanacearum
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РНК-группа III (сек­
ция III). Непатогенны

А у т о т р о ф н о  р а с ­
т у т  в а т м о с ф е р е  
в о д о р о д а
23. Р. facilis
24. P. saccharophila
25. Р. flava
26. P. pseudoflava
27. P. palleronii

20. P. acidovorans *
21. P. testosteroni *
22. P. delafieldii

* В 1987 г. выведены из состава рода Pseudom onas и пе­
реведены в род Comamonas [484]. Поскольку оба вида при­
надлежали до недавнего времени к роду Pseudom onas и нами 
были изучены различные стороны их биологии, они рассматри­
ваются в настоящей монографии наравне с другими предста­
вителями псевдомонад, но под видовыми названиями Comamo­
nas acidovorans и Comamonas testosteroni.

Отнесение микроорганизмов к той или иной секции осуществля­
ется с помощью дихотомического ключа, видовая дифференциа­
ция — с помощью диагностических таблиц.

Наряду с тремя названными выше секциями определитель 
включает описания филогенетически далеких от псевдомонад 
Р. diminuta, P. vezicularis и Р. maltophilia 1.

Последнюю, V секцию составляют виды, филогенетические от­
ношения которых с хорошо охарактеризованными видами рода 
Pseudomonas до недавнего времени не были изучены. Их феноти­
пические свойства исследованы в разное время различными авто­
рами и с неодинаковой степенью полноты, таксономическое поло­
жение нуждается в уточнении, а иногда и пересмотре (примером 
может служить «Р. mesophilica», более подробное изучение кото­
рого показало принадлежность его к метанокисляющим бакте­
риям) [526].

В полной мере сказанное выше относится к видам, не вклю­
ченным в 9-е издание определителя Берги и «Одобренные списки 
видовых названий» [455]. Многие из них защищены патентами и 
недоступны для широкого круга исследователей. В их числе мож­
но назвать «Р. bromoutilis» [130], «Р. m agnesiorubra» [189], 
«Р. sorbistinii» [490] и др.

Несомненно, одной из задач систематики рода Pseudomonas 
является максимально полная характеристика как уже известных, 
так и новых описываемых видов псевдомонад на основе унифици­
рованных методов, апробация на большом числе объектов суще­
ствующих ключей и диагностических таблиц (часто разработан­
ных всего на нескольких ш таммах), проверка и отбор по возмож­
ности простых и надежных критериев, пригодных для диагностики. 
Необходимо широкое использование методов геносистематики для 
уточнения границ рода, выявления родственных видов, выведения 
из состава рода генетически отдаленных микроорганизмов, описа­
ния новых видов псевдомонад. Кроме того, несомненно актуальны 
молекулярно-биологические и сравнительные биохимические ис­
следования различных родов грамотрицательных бактерий и их 
филогенетических отношений с псевдомонадами, что позволит 
создать их естественную классификацию и установить место рода 
Pseudomonas в системе микробного мира.

1 С 1983 г. перенесен в состав рода Xanthomonas [481], рассматривается 
далее под видовым названием X. maltophilia.
2  9-4160



ГЛАВА З

ДИАГНОЗ РОДА И НЕКОТОРЫЕ 
БИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 
ВИДОВ ПСЕВДОМОНАД

Семейство Pseudomonadaceae Winslow, Broadhurst, 
Buchanan, Krumwiede, Rogers et Smith, 1917, к которому принад­
лежит род Pseudomonas, входит наряду с другими семью семей­
ствами (Azotobacteraceae, Rhizobiaceae, Methylococcaceae, Halo- 
bacteriaceae, Acetobacteraceae, Legionellaceae и Neisseriaceae) в 
IV секцию определителя Берги «Грамотрицательные аэробные па­
лочки и кокки». Выше мы упоминали о близости между некото­
рыми видами Pseudomonas и Azotobacter. Однако в целом фило­
генетические отношения между представителями названных ее-* 
мейств изучены недостаточно и подлежат дальнейшему 
выяснению.

Согласно 9-му изданию Берги, роду Pseudomonas наиболее 
близки роды Xanthomonas, Zoogloea и Frateuria, помещенные 
вместе с ним в семейство Pseudomonadaceae. Все они обладают 
полярными жгутиками, являются хемоорганотрофами, строгими 
аэробами, в подавляющем большинстве оксидазоположительны. 
В качестве источников углерода и энергии используют иные ве­
щества, чем одноуглеродные соединения. Процент ГЦ в ДН К ми­
кроорганизмов семейства Pseudomonadaceae колеблется в преде­
лах 58—71.

Фенотипические отличия представителей названных родов от 
бактерий рода Pseudomonas немногочисленны (табл. 1). Отличи­
тельной особенностью рода Xanthomonas является патогенность 
для растений, потребность в факторах роста, образование экстра- 
целлюлярных полисахаридов (эта особенность присуща также и 
многим представителям рода Pseudom onas), наличие характерных 
желтых пигментов ксантомонадинов. Последние представляют со­
бой арилполиены, бромированные у X. junglandis и в различной 
степени метилированные у других видов этого рода [99]. Род 
Zoogloea отличается от Pseudomonas хлопьевидным характером 
роста на поверхности жидких сред и потребностью в витамине Bj2. 
Отличительной особенностью рода Frateuria является толерант­
ность к низким значениям рН. Заметим, однако, что среди бак­
терий рода Pseudomonas также описаны кислотоустойчивые виды: 
Р. glathei, «Р. acidophila», «Р. mesoacidophila» [540, 285, 286].

Данные гибридизации Д Н К  — рРН К свидетельствуют о фило­
генетическом родстве между микроорганизмами родов Pseudomo-
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Т а б л и ц а  1. Дифференцирующие признаки четырех родов семейства Pseudo-
nionadaceae (по [391])

Признак
Pseudo­
monas

Xanthomo­
nas Frateuria Zoogloea

Потребность в факторах роста ___ + _ +
Рост при pH 3,6
Образование хлопьев с древовид­

— — +

ными выростами — — — +
Образование ксантомонадинов — + — —

Патогенность для растений в +
~

***“

П р и м е ч а н и е ,  в — признак варьирует.

nas и Xanthomonas [396], Xanthomonas и F rateuria [477]. Таксо­
номическое положение рода Zoogloea до настоящего времени оста­
ется неясным, а его отношения с другими родами семейства 
Pseudomonadaceae — неизученными.

Описание рода Pseudomonas, приведенное в 9-м издании опре­
делителя Берги (с. 141), включает прежде всего морфологические 
принципы, на которых строилась концепция рода у Мигула. Это 
«прямые или слегка изогнутые палочки (но не спиральные), диа­
метром 0,5— 1,0 и длиной 1,5—5 мкм. Многие виды аккумулируют 
поли-р-оксибутират как резервный материал, обнаруживаемый в 
виде суданофильных включений. Не образуют простеки, не окру­
жены чехлами, покоящиеся стадии неизвестны. Грамотрицательны. 
Подвижны с помощью одного или нескольких полярных жгутиков; 
редко неподвижны. У некоторых видов образуются более короткие 
латеральные жгутики.

Дальнейшее описание рода строится на его биохимических 
особенностях. Аэробы, имеющие строго респираторный тип мета­
болизма, использующие кислород в качестве терминального акцеп­
тора электронов. В ряде случаев в качестве альтернативного 
акцептора электронов может быть использован нитрат. Ксантомо- 
надины не образуются. Большинство (если не все) виды не растут 
3 кислых условиях (pH 4,5), не требуют органических факторов 
роста. Оксидазоположительны или отрицательны. Каталазополо- 
жительны. Хемоорганотрофы. Некоторые виды — факультативные 
хемолитотрофы, способные использовать Н2 или СО как источники 
энергии. Широко распространены в природе. Ряд видов патогенны 
для человека, животных и растений. Содержание ГЦ в Д Н К  со­
ставляет 58—70 %. Типовой вид — Pseudomonas aeruginosa 
(Schroeter, 1872) M igula 1900.

Выше мы упоминали о сложности структуры рода Pseudomo­
nas и его подразделении на отдельные группы (секции), объеди­
няющие родственные виды. Более подробно вопросы внутреннего 
подразделения рода и характеристики входящих в его состав ви­
дов рассмотрены в последующих главах. В настоящей главе мы 
проанализируем некоторые биологические особенности псевдомо-
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над, уделив основное внимание тем из них, которые имеют значе­
ние для систематики и идентификации этой группы микроорга­
низмов.

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ И ЦИТОЛОГИЧЕСКИЕ
СВОЙСТВА

К роду Pseudomonas относятся неспорообразую­
щие грамотрицательные палочки, чаще всего прямые, редко слегка 
изогнутые. Как правило, клетки располагаются в препаратах оди­
ночно, иногда попарно. Размеры клеток различных видов псевдо­
монад колеблются от 1 до 3,5—5,0 мкм в длину при ширине 0,5—
1,5 мкм. Большинство представляют собой тонкие палочки; в пре­
паратах штаммов P. cepacia мы обнаруживали короткие овоид- 
ные палочки (длиной 1,8—2,2 мкм и шириной в среднем 1 мкм). 
Однако этот морфологический критерий весьма изменчив, неодно­
кратно наблюдались значительные изменения размеров клеток при 
выращивании штаммов различных видов в условиях аэрации с 
целью получения антибиотиков и других биологически активных 
веществ.

Все штаммы обладают активной поступательной подвиж­
ностью, обусловленной полярно расположенными жгутиками. Воз­
будитель сапа P. mallei — единственный неподвижный, лишенный 
жгутиков вид рода Pseudomonas. По данным Джессена [267], не­
подвижны 6 % штаммов P. aeruginosa. Единичные безжгутиковые 
варианты встречаются и среди других видов.

Наряду с полярно расположенными жгутиками у отдельных 
видов Pseudomonas (P. stutzeri, P. mendocina), особенно при вы­
ращивании на агаризованных средах, обнаруживаются более ко­
роткие латеральные жгутики.

Число жгутиков, определяемое в препаратах статистически, 
имеет важное значение для видовой дифференциации бактерий 
рода Pseudomonas. Среди исследованных нами культур лофотри- 
хиальное жгутикование отмечалось у P. fluorescens* Р. putida, 
С. acidovorans, X. maltophilia и др. (рис. 4, а, д )у монотрихиаль- 
ное — у Р. aeruginosa, Р. alcaligenes, Р. pseudoalcaligenes, Р. s tu t­
zeri, Р. mendocina, P. vezicularis (рис. 4, е—з, см. на вклейке). 
При этом отдельные виды различались по длине жгутиков (до­
стигающей 10 мкм), числу изгибов, длине волны жгутика. В элек­
тронно-микроскопических препаратах штаммов P. cepacia и Pseu­
domonas sp. мы наблюдали перитрихиально расположенные фим- 
брии или пили (рис. 5, а, б, см. на вклейке). Впервые 
эти образования были обнаружены у псевдомонад Фуэрстом и 
Хейвордом [184]: перитрихиальные — у P. cepacia и Р. fragi, по­
лярны е— у Р. aeruginosa, С. acidovorans, С. testosteroni, X. m alto­
philia, P. alcaligenes и P. solanacearum. Фимбрии обусловливают 
«скользящую подвижность» флюоресцирующих бактерий рода 
Pseudomonas, лишенных жгутиков [123], и играют определенную

20



роль в процессах инфицирования, обеспечивая прикрепление пато­
гена к поверхности клетки [126].

Клеточная стенка и мембрана микроорганизмов рода Pseudo­
monas типичны для грамотрицательных бактерий. С помощью 
электронной микроскопии в клетках P. aeruginosa и P. saccharo- 
phila обнаружены мембранные структуры типа мезосом [234, 538]. 
Нам удалось наблюдать мезосомы у P. stutzeri (рис. 6, см. на 
вклейке). Последние равномерно распределялись по всей клетке 
и имели вид пузырьков или коротких канальцев. В отдельных 
случаях была видна их связь с цитоплазматической мембраной.

Одним из цитологических критериев, предложенных для диффе­
ренциации видов рода Pseudomonas, является образование бакте­
риями гранул резервного полимера поли-р-оксимасляной кислоты. 
Таксономическая ценность этого признака у псевдомонад впервые 
установлена исследованиями Форсита и соавт. [180].

Мы неизменно обнаруживали обильные включения поли- 
р-оксимасляной кислоты в клетках P. cepacia, С. acidovorans и 
С. testosteroni, выращенных в условиях аэрации на синтетической 
среде Мюнца с избыточным содержанием углерода и понижен­
ным — азота. У штаммов P. pseudoalcaligenes гранулы полимера 
обнаруживались непостоянно, и оценка результатов представляла 
определенные трудности.

У единичных штаммов флюоресцирующих бактерий, в клетках 
которых, по литературным данным, нет поли-р-оксимасляной кис­
лоты, иногда мы наблюдали включения, окрашиваемые черным 
Суданом. Возмож но, окраска этим красителем не является высо­
коспецифичной для поли-р-оксимасляной кислоты и выявляет 
другие резервные жировые материалы, накапливающиеся в клетке 
в условиях дефицита в среде азота. Такая неспецифичность сни­
ж ает, по нашим данным, таксономическую ценность этого важного  
цитологического критерия.

ОСОБЕННОСТИ АЗОТНОГО И УГЛЕРОДНОГО 
ПИТАНИЯ

Большинство описанных к настоящему времени ви­
дов рода Pseudomonas не нуждаются в факторах роста и способны 
ассимилировать минеральные формы азота в качестве единствен­
ного источника углеродного питания. Среди 560 штаммов нашей 
коллекции 522 росли на простых синтетических средах с аммиач­
ными либо нитратными солями в качестве источника азота, при 
этом среда содержала 0,1 % глюкозы либо (для видов, не асси­
милирующих глюкозу) пировинограднокислого натрия. Штаммы 
X. m altophilia нуждались для роста в метионине, штаммы P. ve- 
zicularis были ауксотрофны по биотину, пантотеновой кислоте и 
витамину В 12) штаммы Р. diminuta требовали наряду с перечис­
ленными витаминами наличия в среде серосодержащих аминокис­
л о т — метионина или цистеина.
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Большинство псевдомонад — типичные хемоорганотрофы. Вмес­
те с тем в составе рода имеется несколько видов, способных к 
хемолитотрофному росту за счет окисления водорода. Это принад­
лежащие к III секции водородные бактерии Р. facilis, P. saccharo- 
phila, Р. flava, P. pseudoflava и P. palleronii, описанные позже 
«P. hydrogenovora» и «Р. hydrogenothermophila», а также СО-окис- 
ляющие хемолитотрофные микроорганизмы «Р. carboxydoflava», 
Р. carboxydohydrogena, «Р. compransoris», «Р. carboxydovorans» и 
«Р. gasotropha», филогенетические связи которых с другими вида­
ми рода пока не установлены.

Остановимся на особенностях углеродного питания — одном из 
важных критериев в современной систематике бактерий рода Pseu­
domonas. Основные представления о так называемых питательных 
спектрах бактерий, т. е. их способности усваивать определенный 
набор органических соединений в качестве единственного источни­
ка углерода и энергии, обоснованы работами Дурен ден Ионга 
[169]. Более 200 веществ различного химического строения были 
разделены автором на универсальные (используемые всеми испы­
танными штаммами Pseudom onas), видоспецифические и, наконец, 
вещества, доступные лишь для части культур. К первой группе 
отнесены метаболиты цикла Кребса, молочная, пировиноградная 
и глюконовая кислоты, а также ряд аминокислот. Видоспецифи­
ческими субстратами оказались дикарбоновые кислоты от адипи- 
новой до пробковой, которые являются прекрасными источниками 
питания для С. acidovorans, но недоступны для микроорганизмов 
флюоресцирующей группы; в то же время некоторые амины, креа­
тин и гиппуровая кислота избирательно потребляются штаммами 
Р. putida.

Попытки использовать с диагностической целью способность 
псевдомонад к ассимиляции отдельных органических веществ со­
держатся в работах многих авторов [324, 417, 465]. Однако в пол­
ной мере методология Дурен ден Ионга была использована только 
Стейниером и соавт. [468], что явилось крупным шагом вперед в 
развитии систематики бактерий рода Pseudomonas. Метод изуче­
ния спектров углеродного питания с успехом заменил «пестрые 
ряды», полезные для идентификации энтеробактерий, однако абсо­
лютно непригодные для различных видов псевдомонад.

При изучении способности бактерий рода Pseudomonas к асси­
миляции 110 различных органических соединений в качестве един­
ственного источника углерода мы вносили их в агаризованную 
среду Козера в количестве 0,1 %. Суспензии 24-часовых агаровых 
культур бактерий высевали на чашки репликатором. Контролем 
служила среда без источника углерода. Способность микроорга­
низмов ассимилировать легкокипящие углеводороды исследовали 
на агаризованной минеральной среде Мюнца в вакуумных экси­
каторах, в атмосфере, насыщенной парами этих веществ. Исполь­
зовали химически чистые «-алканы от гексана до декана.

Среди более чем 100 соединений различного химического строе­
ния, испытанных нами в качестве единственного источника угле­
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рода, наиболее универсальным субстратом для псевдомонад 
являлась пировиноградная кислота, которую усваивали 98 % 
штаммов различных видов. Далее по степени доступности распо­
лагались а-кетоглютаровая, янтарная и фумаровая кислоты. 
Уксусная и молочная кислоты поддерживали рост лишь 79 и 87 % 
штаммов соответственно. Поэтому пируват представляется нам наи­
более подходящим источником углерода при испытании способ­
ности бактерий к росту на синтетической среде с минеральными 
формами азота. Из аминокислот наиболее доступны в качестве 
источников углерода пролин (потребляется 97 % штаммов) и 
а-аланин (90 %).

Наряду с универсальными субстратами, потребляемыми всеми 
или большинством штаммов, ряд веществ избирательно усваивал­
ся определенными видами. Это крахмал (Р. stutzeri), мальтоза 
(Р. stutzeri, X. m altophilia), целлобиоза (X. maltophilia, P. vezicu- 
laris, P. paucimobilis), салицин (P. cepacia, P. paucimobilis), аце- 
тамид (P. aeruginosa, C. acidovorans) и др. Обнаружены соеди­
нения, которые наряду с описанными в литературе избирательно 
усваиваются определенными видами рода Pseudomonas (напри­
мер, фолиевая кислота — штаммами С. testosteroni).

По числу ассимилируемых углеродных субстратов изученные 
виды бактерий можно расположить в ряд, в начале которого на­
ходятся штаммы X. maltophilia, усваивающие, по нашим данным, 
от 8 до 20 различных источников углерода (на фоне метионина 
как источника азотного питания).

Штамм «Р. denitrificans» ассимилирует 14 веществ, Р. taetro- 
le n s— 16, P. vezicu laris— 19. Спектры углеродного питания штам-

Вид
Число субстратов,

усваиваемых отдельными 
штаммами данного вида

P. aeruginosa 54—73
P. fluorescens 40—72
P. aurantiaca 52—64
«Р. lemonnieri» 53—63
P. chlororaphis 57—58
P. aureofaciens 67—63
Р. putida 25—84
Р. syringae 29—33
P f alcaligenes 9— 15
P. pseudoalcaligenes 8—35
P. stutzeri 30—41
P. mendocina 22—36
C. acidovorans 34—46
C. testosteroni 29—38
P. cepacia 60—66
X. maltophilia 8—20
P. fragi 29
P. taetro lens 16
«P. denitrificans» 14
P. vezicularis 19
P. glathei 34
P. saccharophila 23
P. paucimobilis 37
P. mesophilica 17
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P. pickettfi 27
Pseudomonas sp. A 39—44
Pseudomonas sp. В 33—44
Pseudomonas sp. С 45—53
«P. rathonis» 36—43

мов P. alcaligenes и P. pseudoalcaligenes также весьма узки (соот­
ветственно 9— 15, 8—35 источников углерода). При этом спектр 
потребляемых субстратов шире у штаммов Р. pseudoalcaligenes, 
способных к ассимиляции глюкозы. Как правило, к числу потреб­
ляемых соединений относятся органические кислоты и некоторые 
аминокислоты, которые являются универсальными источниками 
углерода для большинства псевдомонад. Спектр углеродных суб­
стратов, потребляемых С. acidovorans и С. testosteroni, несколько 
шире: 34—46 и 29—38 различных соединений соответственно. Им 
близки штаммы P. stutzeri, P. mendocina, биовара. У P. fluorescens 
(40—52 субстрата). Остальные биовары P. fluorescens, как и дру­
гие флюоресцирующие виды, весьма сходны по числу ассимили­
руемых соединений (в среднем 50—70 веществ). В противополож­
ность им флюоресцирующие фитопатогенные бактерии потребляли 
лишь 29—33 источника углерода.

Крайне растянуты спектры углеродного питания P. fluorescens 
(40—72) и Р. putida (25—84 источника углерода). Это свидетель­
ствует о таксономической неоднородности названных видов в от­
личие от таких фенотипически гомогенных видов, как, например, 
Р. aeruginosa и P. aureofaciens.

У бактерий рода Pseudomonas широко распространена и имеет 
диагностическое значение способность к ассимиляции этанола. 
Ряд штаммов P. aeruginosa, P. fluorescens, Р. putida, P. aurantia- 
са, Р. mendocina и «Р. rathonis» хорошо росли на синтетической 
среде с 1 % этанола в качестве единственного источника углерода, 
однако только 41 штамм хорошо развивался на той же среде 
с 2,5 % этанола. Подавляющее большинство из них принадлежали 
к видам флюоресцирующей группы — Р. aeruginosa и Р. putida,

Т а б л и ц а  2. Накопление биомассы и синтез витаминов группы В бактериями 
рода Pseudomonas на минеральной среде с этанолом, мкг/г абсолютно сухого 
вещества

Вид бактерий Штамм Биомас­
са

Содержание витаминов

Тиа­
мин

Рибо­
флавин

Никоти­
новая

кислота
Пири-
доксин

Био­
тин в12

Р. fluorescens 2012 0,84 2,8 77,5 250,0 3,5 2,80 4,17
(биовар III) 2046 1,00 5,3 57,5 78,5 6,3 2,85 8,53

2235 1,22 5,3 90,0 325, С 5,0 3,25 8,65
2370 2,88 5,0 45,0 125,0 3,2 3,00 8,65

Р. putida 447 0,86 3,5 42,5 125,0 2,0 2,80 0,78
1041 2,07 7,0 75,0 325,0 9,3 1,65 0,28
1923 1,84 2,0 40,0 175,0 2,5 2,75 2,12

P. aurantiaca 2570 1,03 11,2 52,5 175,0 2,0 2,80 0,30
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отдельные штаммы — к видам Р. aurantiaca и Р. fluorescens (био- 
вары II и III). Рост часто сопровождался интенсивной желто-зеле­
ной флюоресценцией. В дальнейшем было показано (табл. 2), что 
представители рода Pseudomonas способны использовать этанол 
в качестве единственного источника углеродного питания в усло­
виях глубинного культивирования, накапливая при этом биомас­
су, полноценную по аминокислотному и витаминному соста­
вам [26]. Ниже приведен аминокислотный состав Р. putida 447, 
выращенных на среде с этанолом:

Аминокислота

Лизин 
Г истидин 
Треонин 
Валин 
Метионин 
Лейцин 
Изолейцин 
Фенилаланин 
Сумма незаме­
нимых амино­
кислот
Аспарагиновая
кислота

Содержание амино­
кислоты, г/на 100 г 

сырого протеина

6,07
1,30
5,50
7,00
1,10
1,45
4,93
6,02

33,37

9,35

Аминокислота

Серин
Пролин
Глютаминовая
кислота
Глицин
Аланин
Тирозин
Орнитин7-Аминомасля-
ная кислота
р-Аланин
Общая сумма
аминокислот

Содержание амгпio- 
кис логы, г/на 100 г 

сырого протеина

4,37
0,88

13,50
7,3

10,05
3,22
0,097

0,004
0,167

82,308

Данные, полученные при изучении спектров углеродного питания, 
послужили отправной точкой для оценки способности псевдомонад 
к росту и антибиотикообразованию на легкокипящих н-алканах.

Известно, что бактерии рода Pseudomonas способны усваивать 
парафины, содержащие от 5 до 10 углеродных атомов в молеку­
ле [5]. Однако имеющиеся литературные данные не позволяют 
сделать вывод, насколько эта способность связана с видовой при­
надлежностью микроорганизмов. Биосинтетические свойства бак­
терий рода Pseudomonas при выращивании их на средах с жидки­
ми низкомолекулярными я-алканами мало изучены. В то же время 
литературные данные свидетельствуют о способности псевдомонад 
синтезировать ряд антибиотиков (флюопсины, феназины, рамиоли- 
пиды) на средах со среднецепочечными парафинами. Нами изуче­
на способность различных видов псевдомонад к ассимиляции ин­
дивидуальных легколетучих «-алканов от гексана до декана 
(табл. 3), а также к синтезу некоторых биологически активных ве­
ществ на средах, где смесь легких парафинов являлась единствен­
ным источником углеродного питания.

Бактерии видов Р. aureofaciens, Р. fluorescens, P. chlororaphis, 
подавляющее большинство штаммов Р. putida, С. acidovorans, 
С. testosteroni, X. maltophilia и ряда других видов вообще не асси­
милировали w-алканы. Многие испытанные штаммы Р. aeruginosa, 
P. cepacia, P. stutzeri и P. mendocina, значительная часть P. pseu­
doalcaligenes, единичные штаммы P. fluorescens и Р. putida росли 
на средах с грозненским парафином, содержащим среднецепочеч-
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Т а б л и ц а 3. Усвоение парафинов штаммами различных видов бактерий рода
Pseudomonas

Вид бактерий
Число изучен­
ных штаммов

Из них

на грозненском 
парафине (н-ал- 
каны Сы — С22)

растут

в парах смеси 
«-алканов
С. — С10)

P. aeruginosa 58 10 2
P. fluorescens 243 13 4
Р. putida 46 1 0
P. chlororaphis 2 0 0
P. aureofaciens 9 0 0
“P. lemonnieri” 15 1 0
P. aurantiaca 36 0 15
Р. syringae 15 0 0
P. alcaligenes 3 0 0
Р . pseudoalcaligenes 22 10 0
P . stutzeri 4 2 0
P . mendocina 6 6 0
Pseudomonas sp. А 8 0 0
С. acidovorans 10 0 0
С. testosteroni 9 0 0
P. cepacia 4 3 0
X. maltophilia 35 0 0
«P. rathonis» 8 0 0
Pseudomonas sp. В 9 0 0
Pseudomonas sp. С 6 0 0
P . fragi 1 0 0
P. taetrolens 1 0 0
«P. denitrificans» 1 0 0
P. vezicularis 0 0
P. glathei 1 0 0
P. saccharophila 1 0 0
P. paucimobilis 1 0 0
P. mesophilica 1 0 0
P. pickettii 1 0 0

ные я-алканы (от Сі4 до С22). Значительная часть штаммов Р. au­
rantiaca, отдельные штаммы Р. fluorescens (биовар III) ассими­
лировали только низкомолекулярные я-алканы (Сб — Сю). Таким 
образом, несмотря на то что способность к усвоению легких 
я-алканов, обнаруженную лишь у 42 % изученных штаммов Р. au­
rantiaca, едва ли можно считать таксономически ценным при­
знаком, полученные данные дополняют наши представления о 
биологических особенностях этого вида бактерий.

Штаммы бактерий рода Pseudomonas, хорошо растущие на 
агаризованных средах в парах низкомолекулярных я-алканов, спо­
собны развиваться и в жидких минеральных средах даже в при­
сутствии высоких концентраций указанных субстратов. Установле­
но [27], что при выращивании на средах с легкими я-алканами 
штаммы P. aurantiaca накапливают биомассу, полноценную по 
аминокислотному составу, а также синтезируют комплекс свойст­
венных этому виду антибиотических веществ.

Сведения об углеродном питании различных видов рода Pseu-
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Т а б л и ц а  4. Усвоение додецилсульфата натрия в качестве единственного 
источника углерода и энергии различными видами бактерий рода Pseudomonas

domonas могут быть использованы не только с целью получения 
микробного белка и биологически активных веществ на непище­
вых субстратах, но и при поисках деструкторов органических сое­
динений, загрязняющих промышленные стоки. Авторы многочис­
ленных работ и патентов, посвященных этому вопросу, не ставили 
своей задачей установить связи между таксономическим положе-

Т а б л и ц а 5. Деструкция додецилсульфата натрия бактериями рода Pseudo­
monas в условиях аэрации (исходная концентрация ДДС 500 мг/л)

Вид и штамм бактерий

Концентрация ДДС в культуральной жидкости 
(в мг/л) через

24 ч 48 ч 96 ч

P. aeruginosa
4000 0 0 0
75 л 0 0 0

P. fluorescens 1602 450 400 0
P. aureofaciens

1972 470 410 0
2687 175 0 0

P. aurantiaca
2465 500 407 360
2071 350 275 0

P. mendocina
4014 405 350 0
3074 150 0 0

P. alcaligenes 2881 110 0 0
P. pseudoalcaligenes

4134 470 410 0
2532 23 0 0
2945 465 415 0
3077 465 415 0
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Вид бактерий
Число ис­
следован­

ных 
штаммов

Из них 
усваива­
ли ДДС

Вид бактерий
Число ис­
следован­

ных 
штаммов

Из них 
усваива­
ли ДДС

P. aeruginosa 26 26 С. testosteroni 5 0
Р. fluorescens 21 5 P. alcaligenes 4 2
Р. putida 21 4 P. pseudoalcalige­
«Р. lemonnieri» 5 1 nes и близкие ему
Р. aurantiaca 32 19 штаммы 21 15
«Р. fluoro-violace- Р. fragi 1 0
us» 5 1 P. taetrolens 1 0
P. aureofaciens 7 7 «Р. denitrificans» 1 0
P. cepacia 3 0 P. pickettii 1 0
P. stutzeri 2 0 Р. diminuta 1 0
P. mendocina 3 2 P. veziculare 1 0
X. maltophilia 5 0 Р. syringae 9 0
C. acidovorans 5 0 Р. species 10 0



иием микроорганизма и его способностью к деструкции той или 
иной молекулы. Такая задача была поставлена нами при изучении 
возможности деструкции бактериями рода Pseudomonas некото­
рых синтетических органических соединений.

Установлено, что я-нитроанилин, капролактам, поверхностно­
активные соединения сульфанол и ал кил сульфонат используются 
в качестве единственного источника углерода единичными штам­
мами псевдомонад. Нам не удалось связать деструктивную спо­
собность отобранных культур с их таксономическим положением. 
В то же время способность к усвоению анионного поверхностно­
активного вещества додецилсульфата натрия (ДДС) широко рас­
пространена у псевдомонад и присуща определенным видам этого 
рода [37]. Наиболее активными деструкторами ДДС являются 
штаммы Р. aeruginosa и Р. aureofaciens (табл. 4). Вокруг колоний 
бактерий этих видов на чашках с ДДС образовывались значитель­
ные по размеру прозрачные зоны уже через 24 ч инкубации. По­
требление ДДС происходило и в условиях аэрации (табл. 5).

Хорошим питательным субстратом ДДС оказался и для мно­
гих штаммов Р. alcaligenes, Р. pseudoalcaligenes, P. mendocina, 
Р. aurantiaca. Единичные и слабые деструкторы этого соединения 
встречались среди штаммов «Р. lemonnieri», «Р. fluoro-violaceus», 
Р. fluorescens, Р. putida. Ни один из исследованных представите­
лей остальных 14 видов рода Pseudomonas не усваивал ДДС. 
В то же время практически все культуры использовали в качестве 
источника углерода и энергии додеканол — субстрат, являющийся 
первым продуктом микробного гидролиза ДДС [118]. Виды, не 
способные к ассимиляции ДДС, по-видимому, лишены гидролити­
ческих ферментов, разрушающих это соединение.

Полученные данные дополняют наши знания об углеродном 
питании отдельных видов Pseudomonas и могут быть использова­
ны при поисках активных деструкторов ДДС среди микроорга­
низмов этого рода.



ГЛАВА 4 :

НЕКОТОРЫЕ ФЕРМЕНТЫ БАКТЕРИЙ 
РОДА PSEUDOMONAS 
И ИХ РОЛЬ В ТАКСОНОМИИ

Оксидазная реакция и ее связь с системой цитохро-
мов. Различные модификации оксидазной пробы, основанной на 
окислении бактериями я-фенилендиамина в присутствии а-нафто- 
ла, используются в микробиологии с 1885 г. Широкое распростра­
нение получила оксидазная проба Ковача [303] — экспресс-метод, 
основанный на окислении в течение нескольких секунд бесцветного 
тетраметилпарафенилендиамина до ярко окрашенного пурпурного 
соединения — красителя Вюрстера.

Подробное исследование оксидазной реакции у различных ви­
дов и родов грамотрицательных бактерий впервые проведено Сти­
лом [469], в опытах которого из 1660 исследованных штаммов 
оксидазоположительными оказались все представители рода Alca­
ligenes, Aeromonas, Neisseria, Pseudomonas. Это наблюдение было 
подтверждено на различных видах Pseudomonas, среди которых 
только X. maltophilia и некоторые фитопатогенные виды дали отри­
цательную оксидазную пробу [364, 468].

Нами в качестве субстрата для оксидазной пробы был ис­
пользован 1%-й водный раствор солянокислого диметилпарафе- 
нилендиамина. Среди изученных микроорганизмов только штаммы 
X. maltophilia, Р. syringae и «Р. perlurida» не обладали диметил- 
парафенилендиаминоксидазой. Слабую оксидазную активность 
проявили штаммы P. cepacia, P. vezicularis, P. saccharophila, 
P. paucimobilis, P. pickettii. Остальные виды были оксидазополо- 
жительны, давая в течение нескольких секунд темно-пурпурное 
окрашивание с названным выше реактивом.

Обнаружение у бактерий тетра- или диметилпарафенилендиа- 
миноксидазы свидетельствует о наличии цитохрома с в их терми­
нальной дыхательной цепи. Многие виды псевдомонад богаты ци­
тохромом с. Так, его содержание у P. fluorescens составляет 
1,7-10-4 мкмоль/мг белка [62].

Адсорбционные спектры цитохромов могут быть использованы 
для решения таксономических вопросов. По данным Мейера и 
Джонса [345], различия в определенных наборах цитохромов на­
блюдаются у бактерий на уровне семейства.

Состав цитохромов и его различия у представителей рода Pseu­
domonas исследованы рядом авторов [29, 34, 35, 108, 431, 468]. 
Нами были изучены спектры поглощения цитохромов интактных
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Рис. 7. Спектры поглощения восстановленных цитохромов в интактных клетках 
Pseudomonas stutzeri ИМВ 4005 ( / ) ,  Comamonas acidovorans ИМВ 2863 (2),  
Pseudomonas cepacia ИМВ 3181 (3) и Xanthomonas maltophilia ИМВ 103 (4)

Рис. 8. Спектры поглощения восстановленных цитохромов в интактных клетках 
P. fluorescens ИМВ 1152 (І ) , Р. syringae ИМВ 1946 (2) и Р. syringae 
ИМВ 1951 (3)

клеток бактерий, выращенных в условиях аэрации на средах, со­
держащих 10 мкг/мл Fe2+. Относительное содержание цитохрома с 
в клетках бактерий определяли по методу Лисенковой и Лозино- 
ва [62].

Спектрофотометрия интактных клеток сапрофитных флюорес­
цирующих видов рода Pseudomonas, а также Р. alcaligenes, 
Р. pseudoalcaligenes, Р. stutzeri, P. mendocina, С. acidovorans, 
С. testosteroni, «Р. rathonis», Р. fragi, Р. taetrolens, «Р. denitrifi- 
cans» и P. glathei позволила обнаружить у них максимумы, харак­
терные для цитохрома типа с (с a -полосой при 552—553 нм и 
(3-полосой при 523—524 нм) и цитохрома типа Ъ (с а- и р-полоса­
ми соответственно при 560—562 и 530—532 нм (рис. 7, 8, табл. 6).

Оксидазная активность P. cepacia была умеренной; соответст­
венно были снижены в спектре и максимумы, характерные для 
цитохрома с, однако появился выраженный максимум при X 634 нм, 
связанный с повышением удельного веса цитохрома а.

В спектре поглощения интактных клеток оксидазоотрицатель- 
ного вида X. maltophilia максимумы, свойственные цитохрому с> 
отсутствовали, вместе с тем были резко выражены максимумы 
цитохромов b и а.

Цитохром с не был найден и в клетках фитопатогенного вида 
Р. syringae (см. рис. 8). При этом у штаммов Р. syringae обна-
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Т а б л и ц а  6. Набор цитохромов в клетках различных видов Pseudomonas? 
(максимумы поглощения, нм)

Вид и штамм бактерий
а 1) (0

а-полоса а-полоса 1 0-полоса а-полоса 1 $-полоса

P. fluorescens биовар III ИМВ 
2125 560 532 552 523
Р. aurantiaca ИМВ 2030 — 562 532 552 524
“P. lemonnieri” ИМВ 2111 — 560 530 552 523
P. aureofaciens ИМВ 1972 — 560 530 553 523
Р. putida ИМВ 1608 — 560 530 552 523
Р. syringae ИМВ 1951 — 560 530 — —
Р. pseudoalcaligenes ИМВ 2523 — 560 532 553 524
Р. stutzeri ИМВ 4005 (634) 560 530 552 523
Р. mendocina ИМВ 4014 (634) 560 530 552 523
Р. fragi ИМВ 4002 — 560 530 553 524
Pseudomonas sp. А ИМВ 3187 — 560 530 552 523
С. testosteroni ИМВ 2973 598 * 560 530 553 524
С. acidovorans ИМВ 2863 632 * 560 530 553 524
P. cepacia ИМВ 3189 598 560 530 554 524

X. maltophilia ИМВ 2658
634
598 560 530 _ _
536

П р и м е ч а н и е .  (*) — максимумы выражены очень слабо; (—) — максимумы не об­
наружены.

руживались максимумы при 530 и 560 нм, свойственные цитохро­
му b (хотя содержание последнего было в несколько раз ниже» 
чем в клетках сапрофитных бактерий). Утрата цитохрома с фито­
патогенными флюоресцирующими видами Р. syringae, P. mors- 
prunorum, P. phaseolicola, P. m arginalis, а также желтопигмент­
ными видами P. luteola и P. orizihabitans, выделенными из почвы 
рисовых полей и из клинических источников, описана в литературе 
[295, 364, 431].

Сопоставление относительного содержания цитохромов в ин- 
тактных клетках различных видов бактерий (табл. 7) показало, что 
более высоким содержанием цитохрома с характеризуются виды 
P. pseudoalcaligenes, P. mendocina, P. stutzeri, умеренное содер­
жание его — у штаммов С. acidovorans и С. testosteroni.

Таким образом, среди псевдомонад выявляются отличные по 
своим цитохромным профилям (набору и относительному содер­
жанию цитохромов) группы видов. Первую составляют флюорес­
цирующие и родственные им беспигментные виды, вторую — штам­
мы P. cepacia, третью — X. maltophilia. Их распределение по рас­
сматриваемому признаку соответствует подразделению рода 
Pseudomonas на РНК-группы. В то же время к видам I РНК-груп- 
пы принадлежит и Р. syringae, по-видимому, утративший цито­
хром с в связи с паразитическими условиями существования.

Денитрификация и азотфиксация. Будучи строгими аэробами, 
бактерии рода Pseudomonas используют кислород в качестве ко­
нечного акцептора электронов. Многие виды способны использо-
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Т а б л и ц а  7. Относительное содержание цитохромов у штаммов некоторых 
видов рода Pseudomonas единицы оптической плотности на 1 г сухих клеток
бактерий

Вид и штаммы бактерий с в а

P. fluorescens биовар III, ИМВ 2125 335 232 _
P. fluorescens биовар II, ИМВ 2030 337 292 —
Р. putida ИМВ 1608 305 268 —
Р. stutzeri ИМВ 4005 549 302 —
Р. mendocina ИМВ 4014 410 280 —
Р. pseudoalcaligenes ИМВ 2765 464 347
Р. pseudoalcaligenes ИМВ 2523 512 356 —
С. acidovorans ИМВ 2863 313 225 ....
С. testosteroni ИМВ 2973 335 233 ....
P. cepacia ИМВ 3189 188 217 47
X. maltophilia ИМВ 103 — 313 104
X  maltophilia ИМВ 2658 ■— 319 138

П р и м е ч а н и е .  (—) — цитохромы данного типа не обнаружены; (....) — величина пика 
.не позволяет определить цитохромы количественно.

вать для этой цели нитраты, осуществляя при росте в анаэробных 
условиях так называемое нитратное дыхание. Анаэробное вос­
становление нитрата — денитрификация — полезный диагностичес­
кий признак, отличающий P. aeruginosa, отдельные биовары 
P. fluorescens и другие виды. Это свойство легко утрачивается в 
процессе лабораторного культивирования бактерий и обладает 
плохой воспроизводимостью в различных лабораториях [462].

Процесс денитрификации идет через стадию восстановления 
нитратов до нитритов и далее — до свободного азота, а в ряде 
случаев и до N20 . Мы наблюдали образование газообразного азо­
та в анаэробных условиях на средах с нитратом у всех штаммов 
P. aeruginosa, P. mendocina и P. aurantiaca, у ряда биоваров 
P. fluorescens. У одного из наиболее активных ден итри фи каго­
р о в — P. stutzeri — нами описана разновидность, не способная к 
нитратному дыханию даже после продолжительных пассажей на 
средах к K N 03 [42].

Способность к восстановлению нитратов до нитритов в на­
стоящее время не используется для диагностики различных видов 
Pseudomonas, однако этот признак оказался пригодным для раз­
граничения биоваров P. cepacia [419].

До недавнего времени отсутствие у микроорганизмов рода 
Pseudomonas способности фиксировать азот являлось общепри­
знанным, и только в последние годы этот взгляд претерпел суще­
ственные изменения. Разработка новых высокочувствительных ме­
тодов определения азотфиксации позволила обнаружить этот про­
цесс у многих микроорганизмов, осуществляющих его в 
ассоциации с растениями. Многочисленными исследованиями было 
показано, что ассоциативные азотфиксаторы рода Pseudomonas 
широко распространены в ризосфере различных растений. Так, на­
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пример, диазотрофные псевдомонады были найдены в ризосфере 
риса [140]; из корневой зоны растений Канадской Арктики было 
выделено 15 штаммов азотфиксирующих бактерий рода Pseudo­
monas, 11 из которых принадлежали к флюоресцирующей груп­
пе [313]. Азотфиксирующие свойства выявлены у штаммов 
P. saccharophila и P. delafieldii [109, 141].

Нами исследована способность к азотфиксации более чем у 
1000 штаммов различных видов рода Pseudomonas. Бактерии вы­
ращивали на безазотистых агаризованных средах Эшби и Беркли, 
содержащих сахарозу либо пируват в качестве источника углеро­
да. Азотфиксирующую способность 'отобранных в этих опытах 
штаммов определяли ацетиленовым методом на газовом хромато­
графе «Хром-504». На безазотистых средах хорошо росло 
300 штаммов бактерий, в том числе штаммы P. aurantiaca, P. ce­
pacia, более половины штаммов «Р. lemonnieri», единичные пред­
ставители других видов. Ацетиленредуктазная активность выяв­
лена у трех штаммов P. cepacia (263—700 нмоль на 1 г сырых 
клеток в сутки), штамма «Р. lemonnieri» (412 нмоль/г), Р. auran­
tiaca (47,5 нмоль/г), Р. fluorescens и Р. syringae (300— 
324 нмоль/г).

Полученные в последние годы данные свидетельствуют о 
возможности осуществления одними и теми же видами микроор­
ганизмов двух диаметрально противоположных процессов — азот- 
фиксации и денитрификации; ферменты, осуществляющие эти про­
цессы, имеют ряд сходных характеристик [89]. В таком случае 
можно предполагать широкое распространение способности к азот- 
фиксации у различных видов Pseudomonas.

Гидролитические и некоторые другие ферменты. А р г и н и н -  
д и г и д р о л а з а .  Система аргининдигидролазы включает фер­
мент, образующий из аргинина цитруллин, и цитруллинуредазу, 
которая разлагает цитруллин до орнитина, С 0 2 и аммиака. Нали­
чие у бактерий рода Pseudomonas этого комплекса ферментов впер­
вые описано Шеррисом и соавт. [447]. В настоящее время опреде­
ление аргининдигидролазной активности широко применяется для 
идентификации различных видов рода Pseudomonas. Эта система 
ферментов была нами обнаружена у всех исследованных штаммов 
Р. aeruginosa, Р. aureofaciens, Р. chlororaphis, «Р. lemonnieri», 
Р. mendocina, Р. fragi, P. taetrolens и у подавляющего большин­
ства штаммов Р. fluorescens, Р. putida, Р. alcaligenes, Р. pseudo­
alcaligenes, «Р. rathonis».

Штаммы Р. syringae, Р. stutzeri, С. acidovorans, С. testosteroni, 
X. m altophilia, «Р. denitrificans», P. vezicularis, P. glathei, P. sa­
ccharophila, P. paucimobilis, P. mesophilica, P. pickettii, «P. putre­
faciens», P. cepacia не были способны к анаэробному расщеплению 
аргинина, хотя представители последнего вида хорошо усваивали 
его в качестве источника углерода и энергии.

Используя метод Меллера [350], мы изучили также наличие 
лизин- и орнитиндекарбоксилаз у имевшихся в нашем распоря­
жении штаммов бактерий рода Pseudomonas.
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Д е к а р б о к с и л а з ы  л и з и н а .  Найдены Джиларди [191] 
у 99 % штаммов X. m altophilia и 90 % штаммов P. cepacia, выде­
ленных из клинических источников. Исследованиями Фозерхилла 
и Геста [181] расшифрован биохимизм расщепления /-лизина бак­
териями рода Pseudomonas. Аэробные псевдомонады осуществля­
ют этот процесс различными путями: через кадаверин (P. aerugi­
nosa), кадаверин и 5-аминовалериат (P. fluorescens), только через 
5-аминовалериат (Р. putida) и через пипеколат (P. cepacia).

В наших опытах лизин декарбоксилировали 33 и 35 штаммов 
X. maltophilia и все изученные штаммы P. cepacia; орнитин де- 
карбоксилировал единственный штамм «Р. putrefaciens».

Различны и пути катаболизма триптофана у различных видов 
псевдомонад: ароматический у Р. fluorescens, хинолиновый у 
С. acidovorans, хиназолиновый у Р. aeruginosa. Синегнойная па­
лочка метаболизирует триптофан до ароматического соединения 
о-аминоацетофенона [330]. Тест на это вещество предложен для 
дифференциации Р. aeruginosa от Р. fluorescens [152].

Среди ферментов аминокислотного обмена заслуживают вни­
мания тирозиназы, осуществляющие синтез из тирозина темно 
окрашенных пигментов группы меланинов. Меланиногенные штам­
мы найдены у Р. aeruginosa, Р. fluorescens, некоторых фитопато­
генных псевдомонад. У многих видов рода Pseudomonas способ­
ность к синтезу меланинов не изучена, а вопрос о химической 
природе этих пигментов нельзя считать окончательно решенным. 
Так, по данным Манна [329], меланины сииегнойной палочки 
являются продуктами превращения гомогентизиновой кислоты и 
не имеют ничего общего с меланинами животных. Другие авто­
ры [75] относят меланины Р. aeruginosa по их химическим свой­
ствам к «истинным» меланинам. При биосинтезе последних в 
процессе гидроксилирования /-тирозина образуется /-3,4-диокси- 
фенилаланин (/-ДОФА) — важный интермедиат аминокислотного 
обмена, эффективное фармакологическое средство при лечении 
болезни Паркинсона и некоторых других заболеваний [515].

При изучении способности 74 видов 8 родов бактерий к синте­
зу /-ДОФА из /-тирозина Иошида, Танака и Накаяма [536] на­
блюдали наиболее интенсивное гидроксилирование /-тирозина 
штаммами родов Vibrio и Pseudomonas. Теми же авторами описан 
штамм-продуцент /-ДОФА «Р. melanogenum» [482]. Однако све­
дений о том, насколько распространена у бактерий рода Pseudo­
monas способность к гидроксилированию /-тирозина в третьем по­
ложении с образованием /-ДОФА, в литературе нет.

Образование различными видами бактерий рода Pseudomonas 
из /-тирозина /-ДОФА мы изучали на плотных средах чашечным 
методом [73]. Только 6 из 560 штаммов бактерий давали харак­
терную для /-ДОФА темно-фиолетовую окраску на средах с тиро­
зином и лактатом железа. Все они принадлежали к виду X. m al­
tophilia.

Количественное определение /-ДОФА в культуральной жидкос­
ти проводили фотоколориметрически по методу Арноу [101],
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а идентификацию этого соединения осуществляли хроматографи­
чески в системе я-бутанол — уксусная кислота — вода ( 4 : 1 : 2 )  на 
бумаге и тонкослойной хроматографией на целлюлозе в системе 
«-пропанол — уксусная кислота — вода ( 3 : 1 : 1 ) ;  эталоном слу­
жил стандартный образец /-ДОФА фирмы «Serva».

Изучение трансформации /-тирозина на жидкой питательной 
среде в условиях аэрации показало, что в культуральной жидкос­
ти отобранных штаммов X. maltophilia накапливается /-ДОФА от 
2,62 до 5,2 мг/мл:

Количестве
Вид :: штамм бактерий /-ДОФА, мг/мл

X. maltophilia ИМВ 1163 3,696
X. maltophilia ИМВ 464 2,592
X. maltophilia ИМВ 1315 2,227
X. maltophilia ИМВ 648 3,514
X. maltophilia ИМВ 923 3,422
X. maltophilia ИМВ 64л 5,250
Р. aeruginosa ИМВ 4096 0,460
Р. aeruginosa ИМВ 2319 0,490
Р. aeruginosa ИМВ Зл 0,233
Р. aeruginosa ИМВ 5л 0,250
Р. aeruginosa ИМВ 2325 0,422
Р. aeruginosa ИМВ 1902 0,375
Р. aeruginosa ИМВ 4000 0,266
Р. aeruginosa ИМВ 1901 0,277
Р. aeruginosa ИМВ 1906 0,256
Р lemonnieri ИМВ 2111 0,480
Р. fluorescens ИМВ 1152 0,380
С. acidovorans ИМВ 2890 0,386
С. acidovorans ИМВ 2891 0,425

В аналогичных опытах со штаммами других видов псевдомонад 
были обнаружены следы /-ДОФА (в пределах 0,25—0,49 мг/мл).

Как мы упоминали выше, японскими авторами была показана 
возможность синтеза /-ДОФА штаммами «Р. melanogenum». Впо­
следствии было обнаружено, что этот вид является синонимом 
X. maltophilia. Все изложенное свидетельствует о способности 
штаммов X. m altophilia к синтезу значительных количеств 
/-ДОФА из /-тирозина, отличающей этот вид от других видов ми­
кроорганизмов.

Псевдомонады ассимилируют большое количество низкомоле­
кулярных продуктов, однако образуют весьма ограниченное число 
экзоферментов, гидролизующих крупные молекулы.

Общепринятым является представление о том, что микроорга­
низмы этого рода не способны к гидролизу агар-агара и клетчатки. 
Тем не менее описана разновидность Р. fluorescens var. cellulosa, 
обладающая целлюлазной активностью [537]. У Pseudomonas sp. 
обнаружен [412, 413] комплекс внеклеточных целлюлаз (экзоглю- 
каназ), внутриклеточных глюконаз и арил-р-глюкозидаз.

Лишь единичные виды рода Pseudomonas гидролизуют крах­
мал, амилолитическая активность присуща Р. stutzeri, Р. mallei и 
P. pseudomallei, флюоресцирующему фитопатогенному виду P. fus-
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covaginae [349], водородным бактериям P. saccharophila и «P. hyd- 
rogenovora» [390], P. paucimobilis [239]. Подробно изучены 
а-амилазы Р. saccharophila и P. stutzeri [333, 422].

Одним из наиболее «старых» признаков, используемых для 
видовой дифференциации псевдомонад, является протеолитическая 
активность (гидролиз желатина). Это свойство является одним из 
немногих, отличающих не гидролизующий желатин вид Р. putida 
от разжижающих желатин сапрофитных видов флюоресцирующей 
группы. У нефлюоресцирующих видов (Р. pseudoalcaligenes, P. ce­
pacia и др.) способность к гидролизу желатина варьирует и, та­
ким образом, эта проба мало пригодна для их диагностики. Среди 
ферментов, гидролизующих белки, наиболее подробно изучены 
протеазы P. aeruginosa [356], играющие определенную роль в ме­
ханизмах патогенности этого вида [263]. С диагностической целью 
определяются также наличие РН К аз и ДН Каз, способность к гид­
ролизу эскулина [191], а также разложение полимерного липид­
ного вещества поли-р-оксимасляной кислоты [159].

Способность к гидролизу пектина встречается у псевдомонад 
сравнительно редко (по данным Патон, у 5 % исследованных 
штаммов) и, по-видимому, не имеет таксономической ценности 
[400]. Гидролизуются и другие растительные полимеры, например 
ксилаи [327].

Описан штамм Р. putida — продуцент кутиназы — фермента, 
гидролизующего полиэфирный компонент растительной кутикулы. 
Р. putida и азотфиксирующий штамм Corynebacterium sp. образу­
ют ассоциацию, населяющую филлосферу фасоли [444].

Представители рода Pseudomonas обладают значительной ле- 
цитиназной и липолитической активностью. Умеренная лецити- 
назная активность, в частности, обнаружена нами у штаммов 
X. maltophilia и Р. aeruginosa. Высокоактивные лецитиназы найде­
ны у штаммов P. aureofaciens и P. cepacia. По результатам наших 
исследований и литературным данным, эти же виды наиболее 
активно гидролизуют твин-80.

Холестеролэстеразы принадлежат к ферментам липидного об­
мена, гидролизуют эфиры холестерина и высших жирных кислот. 
Эти ферменты привлекают внимание исследователей в связи с их 
действием на трудно гидролизуемые эфиры холестерина, накап­
ливающиеся в значительных количествах в крови больных коро­
нарным атеросклерозом. Несмотря на то что холестеролэстераза 
широко распространена в тканях животных и человека, получение 
ее из этих источников связано с определенными техническими 
трудностями и невысокой активностью [11].

Внутриклеточные и экстрацеллюлярные холестеролэстеразы 
выделены из штаммов P. fluorescens [452]. Синтез фермента бак­
териями происходил лишь при добавлении в питательную среду 
индукторов, а активность полученных препаратов была сравни­
тельно невысокой.

Холестеролэстеразы у различных видов рода Pseudomonas бы­
ли изучены нами по специально разработанному методу [41].
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Т а б л и ц а  8. Наличие экстрацеллюлярных холестеролэстераз у бактерий рода
Pseudomonas

Вид бактерий
Количество ис­

следованных 
штаммов

Количество ак­
тивных штаммов

Процент к обще­
му числу

P. aeruginosa 58 8 13,8
Р. fluorescens 279 5 1,7
Р. putida 46 2 4,3-
P. chlororaphis 2 0 0
“Р. lemonnieri” 15 0 О
P. aureofaciens 9 0 0
Р. syringae 15 0 0
P. alcaligenes 3 0 0
Р. pseudoalcaligenes 22 2 9
Р. stutzeri 4 0 0
Р. mendocina 6 6 100
С. acidovorans 10 0 0
С. testosteroni 9 0 а
P. cepacia 4 0 0
X. maltophilia 35 1 2,8
“P. rathonis” 8 0 0
Pseudomonas p. 23 0 0
P. fragi 1 0 0
P. taetrolens 1 0 0
“P. denitrificans” 1 0 0
P. vezicularis 2 0 0
P. pickettii 1 0 0
“P. putrefaciens” 1 0 0
Всего 555 23 4,1

В основу его положен принцип, предложенный для определения 
липаз: свободные жирные кислоты — продукт гидролиза жиров — 
образуют нерастворимые соли с содержащимися в среде ионами 
кальция. Эти нерастворимые соли в виде преципитата окружают 
колонии активных продуцентов. Гидролиз эфиров холестерина так-* 
же должен привести к образованию свободных жирных кислот и 
выпадению в среде их нерастворимых кальциевых солей. Опыты 
проводили па МПА, содержащем в качестве субстрата для гид­
ролиза 0,1 % олеата холестерина [79].

Проведенные эксперименты свидетельствуют о том, что способ­
ность к гидролизу эфиров холестерина и высших жирных кислот 
встречается у бактерий рода Pseudomonas довольно редко. Лишь 
4,1 % штаммов образовывали зоны преципитации на средах с 
холестеринолеатом (табл. 8; рис. 9, см. на вклейке); у некоторых 
из них эти зоны достигали 25—30 мм. Активными оказались все 
шесть (100 %) испытанных штаммов P. mendocina. Среди пред­
ставителей P. aeruginosa олеат холестерина гидролизовали 13,8 % 
штаммов. Внеклеточными холестеролэстеразами обладали также 
единичные штаммы P. pseudoalcaligenes, P. fluorescens, Р. putida, 
X. maltophilia.

В противоположность наблюдениям японских авторов у боль­
шинства отобранных продуцентов (за исключением штаммов
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P. aeruginosa) нам не удалось обнаружить корреляции между 
липолитической и холестеразной активностью. Хроматографически 
было показано, что все отобранные в предварительных опытах на 
плотных питательных средах штаммы частично гидролизуют вне­
сенный в среду холестеринолеат до свободного холестерина при 
выращивании их на жидких питательных средах в условиях 
аэрации.

В результате исследований отобран штамм — продуцент вне­
клеточной холестеролэстеразы — P. mendocina 3121. Его подроб­
ное изучение показало, что в отличие от описанных ранее проду­
центов хол естеро л эстер аз он продуцирует значительные количества 
фермента на простой синтетической среде в отсутствие индуктора. 
При наличии холестерина и его эфиров, взятых в качестве индук­
торов, специфическая активность синтезируемого фермента возрас­
тает в 2—3 раза. Штамм P. mendocina 3121 и способ получения 
из него фермента защищены авторскими свидетельствами [95, 
96]. Показана возможность использования иммобилизованного на 
мембранах фермента P. mendocina для клинических анализов об­
щего холестерина сыворотки крови.

Исследование физиолого-биохимических свойств бактерий (т. е. 
их ферментативной активности) служит прежде всего целям их 
идентификации. Многие из перечисленных выше ферментативных 
реакций и диагностических проб широко используются в практи­
ческих лабораториях, а некоторые внедрены в автоматические 
системы идентификации бактерий [379].

Данные сравнительной энзимологии. Исследование ферментов 
псевдомонад вносит вклад и в решение проблем систематики этой 
группы микроорганизмов. Для анализа родственных отношений 
между различными видами рода Pseudomonas широко использу­
ются результаты изучения строения и физико-химических свойств 
белков, их антигенной структуры, химизма и механизмов регуля­
ции осуществляемых ими реакций.

Обширная таксономически ценная информация получена при 
изучении биохимических механизмов катаболизма и биосинтеза 
различных органических соединений, а также путей регуляции 
этих процессов. Достаточно сослаться на фундаментальные иссле­
дования, связанные с разрушением ароматических соединений 
различными видами псевдомонад [190, 390, 468].

Пути расщепления бензоата и контрольные механизмы этих 
реакций сходны у P. cepacia и видов «Р. fluorescens-комплекса», 
хотя ферменты, осуществляющие эти реакции, иммунологически 
различны (см. схему).

Контрольные механизмы расщепления ароматических соедине­
ний отличают перечисленные виды от микроорганизмов рода Acine- 
tobacter, а химизм процесса — от штаммов С. acidovorans и С. tes­
tosteroni [389].

Фундаментальное исследование ферментов биосинтеза тирозина 
и механизмов его регуляции проведено Бингом и соавт. [134] на 
90 видах Pseudomonas, Xanthomonas, Alcaligenes. На основании
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P. testosteroni P. aeruginosa 
P. putida

P. cepacia Acinetobacter
spp.

P. fluorescens 
P. stutzeri
P. mendocina

Иммунологически
родственные

энзимы

Общие
контрольные

механизмы

Различные
контрольные

механизмы

Различные пути

€пецифичности к кофакторам префенат- и арогенатдегидрогеназы 
и их чувствительности к ингибированию тирозином штаммы 40 ви­
дов всевдомонад были разделены на 5 групп. Распределение сов­
падало с данными гибридизации ДНК-рибосомальных РНК и про­
ливало свет на таксономическое положение многих ранее мало 
изученных с этой стороны видов рода (P. pyrrocynia, P. huttiensis, 
P. taetrolens и др.). Аналогичные закономерности были выявлены 
при изучении ферментов биосинтеза Z-фенилаланина — префенат- 
и арогенатдегидратазы [514].

Широкое распространение в таксономических исследованиях 
получило изучение белков бактерий методом электрофореза в по­
лиакриламидном геле. Электрофореграммы клеточных экстрактов 
бактерий обрабатывали денситометрически, полученные данные 
подвергали нумерическому анализу и группировке по степени 
сходства с помощью ЭВМ. Исследовали в этом плане и белки бак­
терий рода Pseudomonas.

Изучение методом гель-электрофореза белков наружных мем­
бран штаммов P. aeruginosa, P. fluorescens, Р. putida и P. anguilli- 
septica продемонстрировало сходство между штаммами одного ви­
да и существенные различия между представителями различных 
видов [372].

При двухмерном электрофорезе белков штаммов Р. fluorescens, 
выделенных из растений, наблюдается не менее 100 окрашенных 
серебром полос, соответствующих различным белкам, что пред­
ставляет определенные трудности для таксономического анали­
за [353]. Авторы считают более пригодными для этих целей элек­
трофореграммы рибосомальных белков, состоящие из 5— 10 полос 
и позволяющие дифференцировать отдельные виды псевдомонад.

В экстрактах, полученных из различных штаммов P. paucimo- 
bilis методом электрофореза, было обнаружено приблизительно 
50 полос, соответствующих белкам с молекулярной массой от 12 до
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5000 кД [385]. Наблюдалось хорошее совпадение между резуль­
татами электрофоретического анализа белков и данными гибриди­
зации ДН К — ДНК штаммов P. paucimobilis, Flavobacterium, 
Chromobacterium, 7 видов Pseudomonas. Так, при высоких (74— 
95 %) уровнях гомологии ДНК у различных штаммов P. paucimo- 
libis сходными были и их белковые профили: 62—90 % нумери- 
ческого сходства. Генетически отдаленные виды существенно 
различались и по своим белковым профилям.

Электрофорез растворимых белков штаммов Comamonas terri­
gena показал их значительное сходство между собой и определен­
ные отличия от штаммов P. acidovorans и P. testosteroni. Резуль­
таты нумерического анализа электрофореграмм глютаматдегидро- 
геназы, малатдегидрогеназы и некоторых других ферментов 
послужили одним из оснований для реклассификации Р. acidovo­
rans и Р. testosteroni и их переноса в род Comamonas [481] 
(рис. 10). Результаты анализа электрофореграмм белков соответ­
ствовали данным гибридизации ДН К — ДНК, Д Н К  — рРНК, се­
рологическим данным [166]. Эти исследования позволили осуще­
ствит ревизию рода Comamonas и уточнить видовую принадлеж­
ность ряда организмов неопределенного таксономического статуса.

Исследование электрофоретических профилей ферментов по­
лезно для изучения структуры видов и их подразделения на био- 
вары. Ха и Комагата [213] подвергли электрофорезу в полиакрил­
амидном геле 7 различных ферментов, содержащихся в бескле- 
точных экстрактах штаммов X. m altophilia, и подтвердили суще­
ствование у этого вида двух различных по свойствам биоваров.

Одним из подходов к выяснению степени эволюционного род­
ства между микроорганизмами является сравнение последователь­
ности аминокислот в их изофункциональных белках. Работы, по­
священные аминокислотным последовательностям белков бактерий 
рода Pseudomonas, немногочисленны. Так, Эмбер и Вини [98] 
исследовали различия в аминокислотной последовательности ци­
тохромов с-551, выделенных из денитрифицирующих видов Р. aeru­
ginosa, Р. fluorescens, P. stutzeri, P. mendocina и «Р. denitrifi- 
cans». Различия мпжду видами составляли от 18 до 40 аминокис­
лотных остатков на каждые 100 аминокислот, что свидетельствует 
об их значительной дивергенции:

Различия на 100 аминокислот
а Ь с d е / g h

Р. aeruginosa 6009 а 0
P. aeruginosa 129В Ь 1 0
Р. fluorescens 18 с 27 28 0
Р. fluorescens 50 d 26 27 3 0
Р. fluorescens 181 е 29 ЗО 4 7 0
Р. stutzeri 221 f 26 27 23 26 24 0
«Р. denitrificans» 5496 g 35 35 39 37 40 32 0
Р. mendocina ПО h 32 32 27 26 28 18' 33 0
Azotobacter vinelandii і ЗО ЗО 31 33 34 26 ЗО 30 0
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У разных штаммов одного и того же вида эти различия составля­
ли от 1 (P. aeruginosa) до 3—7 (P. fluorescens) аминокислотных 
остатков. Любопытно, что цитохром с-551 Azotobacter vinelandii 
отличался от цитохромов названных выше видов Pseudomonas в 
тех же пределах — на 26—34 аминокислотных остатка [461].

Различия в аминокислотной последовательности белков, полу­
ченных из разных видов бактерий, пропорциональны «иммуноло­
гической дистанции» между ними. При иммунологическом сравне­
нии глютаминсиптетазы более чем 30 видов и родов грамотрица- 
тельных бактерий установлено, что распределение видов рода 
Pseudomonas по степени серологического родства совпадает с их 
распределением по комплексам на основании гомологии Д Н К — 
рРНК. При этом значительная близость была обнаружена между 
штаммами Xanthomonas . pruni, X. maltophilia и X. translu- 
cens [111].

Объектом исследований служил также азурин — бактериаль­
ный белок, являющийся переносчиком электронов. В опытах Чем­
пиона и соавт. [139] препараты азурина были выделены из 6 ре­
ферентных штаммов различных биоваров Р. fluorescens. К ним 
были получены антисыворотки, использованные далее в сравни­
тельной количественной реакции связывания комплемента со 
107 штаммами Р. fluorescens. Результаты иммунологических ис­
следований позволили разделить изученные штаммы на 14 групп, 
весьма близко совпадающих с группами, образованными на осно­
вании гомологии ДН К и фенотипических исследований. Значитель­
ное совпадение (конгруэнтность) между генотипом и фенотипом 
у штаммов Р. fluorescens свидетельствует, по мнению авторов, об 
отсутствии переноса генов между его отдельными биотипами и 
подтверждает «вертикальный» ход эволюции в этой группе микро­
организмов.

Кларке [143], изучая серологическое родство между алифати­
ческими амидазами Р. aeruginosa, Р. putida, С. acidovorans и 
P. cepacia, установила, что они сходны по электрофоретической 
подвижности. При этом ферменты, выделенные из различных 
штаммов P. aeruginosa, были высокогомологичны; ферменты 
P. aeruginosa, Р. putida и С. acidovorans имели между собой 
частичную гомологию. Алифатические амидазы P. cepacia сущест­
венно отличались по антигенной специфичности от ферментов 
остальных исследованных видов.

Из штаммов P. aeruginosa, Р. putida, С. acidovorans, P. stutze- 
ri, С. testosteroni и P. cepacia Квинер и Гунзалюс [409] изолиро­
вали антранилатсинтетазу — фермент, распадающийся на субъеди­
ницы As-I и As-II. При смешивании этих компонентов из различ­
ных видов псевдомонад наблюдалась полная реассоциация между 
субъединицами из P. aeruginosa и Р. putida, а также между С. aci­
dovorans и С. testosteroni. Во всех остальных случаях субъедини­
цы ферментов определенных видов были разных размеров и плохо 
ассоциировались.
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Успехи в рассматриваемом направлении в значительной мере 
определяются прогрессом белковой химии и доступностью для 
исследований очищенных бактериальных ферментов. Результаты, 
полученные в этой области, в целом согласуются с данными гено­
систематики и вытекающими из них представлениями о структуре 
рода Pseudomonas, хотя некоторые частные вопросы до настояще­
го времени остаются неразрешенными.

Разработка техники получения моноклональных антител спо­
собствовала развитию многих областей иммунологии. Значитель­
ных успехов от применения этого метода можно ожидать и в 
области систематики и идентификации бактерий рода Pseudomo­
nas, в частности при разработке экспресс-методов их диагностики. 
Таким примером может служить работа Мутариа и Хенко­
ка [369], которыми были получены моноклональные антитела 
МА1-6 к липопротеину Н2 внешней мембраны Р. aeruginosa. Полу­
ченные антитела давали перекрестные реакции с 50 из 52 штаммов 
различных серотипов Р. aeruginosa, с различными видами
I рРНК-группы (Р. fluorescens, Р. putida, Р. stutzeri и др.), а так­
же с родственным им Azotobacter vinelandii, но не реагировали с 
представителями других РНК-групп рода Pseudomonas, а также 
других родов бактерий. Использование метода блоттинга колоний 
(рис. 11, см. на вклейке) позволило авторам разработать экспресс- 
метод диагностики микроорганизмов группы Р. fluorescens — A. vi­
nelandii в смешанных культурах.

Моноклональные антитела могут быть использованы для ди­
агностики на различных таксономических уровнях в зависимости 
от того, к какому антигену эти антитела получены. Так, монокло­
нальные антитела МА5-8, специфичные к белку F наружной мем­
браны, взаимодействовали только со штаммами Р. aeruginosa [370], 
в то время как моноклональные антитела 5Е4 к липополисахари- 
ду липида А Е. coli взаимодействовали с большинством испытан­
ных грамотрицательных бактерий [368]. Наблюдаемый эффект 
связан с консервативностью структуры липида А, сходством в 
строении некоторых его компонентов у многих бактериальных 
таксонов. Подробнее на структуре липида А и значении этого 
признака для таксономии бактерий рода Pseudomonas мы остано­
вимся в следующей главе.



ХЕМОТАКСОНОМИЧЕСКИЕ ПРИЗНАКИ

ГЛАВА О

Под хемотаксономическими особенностями микро­
организмов понимают их способность к образованию определен­
ных классов соединений, различия в химическом строении и со­
ставе которых могут быть использованы для целей систематики. 
С этой точки зрения к хемотаксономическим критериям в широ­
ком смысле этого слова могут быть отнесены рассмотренные нами 
выше строение нуклеиновых кислот и белковый состав бактерий 
рода Pseudomonas, наличие и активность ряда ферментных систем, 
образование некоторых вторичных метаболитов и многие другие 
биохимические особенности. В последние годы для решения вопро­
сов систематики и идентификации все шире привлекаются данные 
о строении бактериальных хинонов, липидов, липополисахаридов, 
экстрацелюлярных полисахаридов.

СИСТЕМА УБИХИНОНОВ
Убихиноны (коферменты Q) — 2,3-диметокси-5,6- 

полипренил-1,4-бензохиноны широко распространены у многих ми­
кроорганизмов.

Цифровой индекс убихинонов указывает на число изопреноид- 
ных звеньев в боковой цепи их молекулы. В качестве компонентов 
дыхательной цепи убихиноны участвуют в транспорте электронов, 
окислительном фосфорилировании [90].

Тип убихиноиа, определяемый спектрометрией и бумажной 
хроматографией, оказался полезным хемотаксономическим крите­
рием для разграничения бактерий рода Pseudomonas и некоторых 
других микроорганизмов [387, 533]. Система убихинонов была на­
йдена Ямада и соавт. у всех исследованных ими 63 штаммов
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35 видов псевдомонад. При этом убихинон Q9 имелся у флюорес­
цирующих видов и родственных им микроорганизмов I секции 
(P. alcaligenes, P. mendocina, P. stu tzeri), убихинон Q8 обнаружи­
вался у С. acidovorans, «Р. desmolytica», X. maltophilia и P. cepa­
cia, убихинон Qio был свойствен штаммам Р. diminuta, Р. vezicu­
laris и Р. paucimobilis. Сходные данные были получены Ояйцу и 
Комагата при исследовании системы хинонов у 75 штаммов раз­
личных видов Pseudomonas. Наряду с сапрофитными авторами 
были изучены фитопатогенные виды: Р. avenae, P. caryophylli, 
Р. gladioli, P. solanacearum, содержащие убихинон Q8. Различ­
ные патовары Р. syringae содержали убихинон Q9. Наличие в 
клетках более 90 % убихинона Qg (а также Q7 и Q9 в качестве 
минорных) — отличительная черта рода Comamonas, куда перене­
сены Р. acidovorans и Р. testosteroni [481]. Распределение по со­
ставу хинонов в основном совпадало с распределением различных 
видов Pseudomonas по РНК-группам (секциям), а также по об­
щему жирнокислотному составу.

Клетки псевдомонад весьма богаты убихиноиами. По данным 
Рам азарм а [414], штаммы Р. fragi, Р. fluorescens и Р. aeruginosa 
содержат 0,44— 1,59 ммоль/г убихинона Q9. Между тем высокая 
биологическая активность этих соединений позволяет использо­
вать их в качестве антиоксидантов, как лечебные препараты при 
анемиях, мышечной дистрофии, сердечно-сосудистой недостаточ­
ности [14]. Убихинон Qio оказывает кардиотропное действие, сти­
мулирует окислительно-восстановительные процессы в митохон­
дриях миокарда.

Д ля получения убихинонов были предложены многочисленные 
штаммы псевдомонад. Выход этих веществ значительно повышает­
ся при внесении в среду их предшественника — изопентенилового 
спирта. Из штамма Р. diminuta, выращенного на 15 л среды, по­
лучали 19,8 мг кристаллического убихинона Qio; в качестве проду­
центов убихинона Q9 предложены штаммы «Р. schuilkilliensis» и 
P. oleovorans; в качестве продуцентов Q8 — «Р. rubescens» и 
Р. fulva [14]. По своей биологической значимости убихиноны сто­
ят в ряду таких соединений, как цитохромы и никотинамидные 
ферменты.

ЛИПИДЫ

Связь между липидным составом и таксономией 
микроорганизмов убедительно продемонстрирована многочислен­
ными исследованиями. Значительные успехи в этой области до­
стигнуты благодаря развитию методов газожидкостной хромато­
графии.

Представители рода Pseudomonas имеют типичный для грам- 
отрицательиых бактерий липидный состав. В их клетках содер­
жатся свободные и связанные липиды: фосфолипиды, гликолипи­
ды, липополисахариды, липопротеины. Большинство видов содер­
жат фоефатидил- и бифосфатидилглицерин, а также фосфатидил-



этаноламин (последний не был найден лишь в клетках Р. diminu­
ta) [520]. В клетках Р. aeruginosa и Р. fluorescens обнаружен 
фосфатидилхолин [250], у P. vezicularis и Р. diminuta найдены 
гептозилдиацилглицерин и глюкуронозилдиацилглицерин, а у 
«Р. putrefaciens» также орнитинсодержащий липид [519, 521]. Не­
смотря на то что фосфо- и гликолипидам псевдомонад посвящено 
значительное число работ, а некоторые из этих соединений обна­
ружены у строго определенных видов, полярным липидам указан­
ных микроорганизмов как возможным таксономическим марке­
рам уделялось мало внимания.

Перспективным и технически относительно простым оказалось 
исследование для целей систематики жирнокислотного состава 
бактерий рода Pseudomonas. Простейшим представителем жирных 
кислот, широко распространенным у псевдомонад, является поли- 
р-оксимасляпая кислота — резервный полимер, который накапли­
вается у определенных видов в условиях избытка углерода [440]. 
О таксономической ценности этого признака у бактерий рода 
Pseudomonas мы упоминали выше.

Поли-р-оксимасляная кислота — ценный природный термопла­
стик, она иммуиологически совместима с тканями организма, лег­
ко подвергается биодеградации, обладает многими другими полез­
ными свойствами.

поли-Р-оксимасляная кислота [105]

Поли-р-оксимасляная кислота находит применение в сельском 
хозяйстве, фармацевтической промышленности и других областях 
народного хозяйства, в связи с чем является в настоящее время 
объектом биотехнологических разработок [307]. Бактерии рода 
Pseudomonas могут служить продуцентами этого полимера, а так­
же осуществлять его ферментативную деполимеризацию.

Одним из первых изучен в отношении общего жирнокислотного 
состава типовой вид рода Р. aeruginosa. Джеймс и Мартин [262] 
обнаружили в культуральной жидкости и клетках Р. aeruginosa 
29 жирных кислот с длиной цепи от 6 до 19 углеродных атомов. 
Подробно исследованы и жирные кислоты Р. fluorescens [154]. 
Экстрагируемые липиды этого вида изучены на разных стадиях 
роста и при различных температурах. Показано, что процент не­
насыщенных кислот (включая циклопропановые) существенно не 
изменялся в процессе ростового цикла. В то же время был под­
твержден эффект, универсальный для многих родов микроорганиз­
мов: с повышением температуры выращивания бактерий в их 
клетках возрастает процент насыщенных жирных кислот.

Значительный вклад в изучение липидного состава бактерий 
рода Pseudomonas внесли исследования Мосс и соавт. [359, 360— 
363, 430]. Полученные данные показали возможность дифферен­
циации бактерий рода Pseudomonas по липидному составу. Обна*
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Т а б л и ц а  9. Концентрации летучих жирных кислот, образуемых 357 штамма 
хроматографии, % (по [402])

Вид бактерий

Количе­
ство ис­

следован­
ных 

штаммов

Уксусная Пропионовая Изомасляная

М S 2 М S2 М б2

P. aeruginosa 54 25,0 5,8 5,6 1,0 16,9 2,0
P. cepacia 57 0 0 4,4 1,0 15,1 3,0
P. fluorescens 41 0 0 10,2 5,0 17,2 4,5
Р. putida 57 0 0 7,7 2,0 28,6 3,5
X. maltophilia 53 0 0 4,0 1,0 8,0 1,0
P. paucimobilis 26 0 0 5,5 1,0 15,0 3,0
P. stutzeri 10 0 0 0 0 18,8 5,6
C. acidovorans 59 28,0 5,2 10,0 3,0 19,2 5,0

П р и м е ч а н и е .  М — средняя концентрация, S2 — вариации в пределах группы.

ружены количественные и качественные различия в содержании 
жирных кислот (прежде всего оксизамещенных) у штаммов 
P. aeruginoca, Р. putida, С. acidovorans, С. testosteroni, P. stutzeri, 
P. alcaligenes, X. maltophilia и P. cepacia.

Установлено, что одной из наиболее характерных черт боль­
шинства бактерий рода Pseudomonas является отсутствие у них 
3-оксимиристиновой (окситетрадекановой) кислоты (3-ОН 14:0)^ 
характерной для многих других родов и видов грамотрицательных 
бактерий. В клетках флюоресцирующих видов P. aeruginosa и 
Р. putida имелись значительные количества 3-оксидекановой, 2- 
оксидодекановой и 3-оксидодекановой кислот (3-ОН 10:0, 2-ОН 
12 :0  и 3-ОН 12:0). В то же время единственной оксикислотой, 
найденной у штаммов С. acidovorans и С. testosteroni, была 3-ок- 
сидекановая кислота (3-ОН 10:0). Штаммы P. multivorans (P. ce­
pacia) отличались от перечисленных видов наличием 3-окситетра- 
декановой кислоты (3-ОН 14:0). Качественно иным был жирно­
кислотный состав штаммов X. maltophilia, представленный изораз- 
ветвленными жирными кислотами — 2-окси-9-метилдекановой, 
З-окси-9-метилдекановой и З-окси-11-метилдекановой.

На основании изучения жирнокислотного состава штаммов 
P. cepacia, P. multivorans и P. kingii показана идентичность этих 
видов.

Исследованы короткоцепочечные кислоты, выделяемые бакте­
риями в среду, и найдены различия между видами. Так, штаммы 
С. testosteroni (в отличие от С. acidovorans) выделяли значитель­
ные количества фенилуксусной кислоты, а штаммы Р. diminuta — 
глютаровой [125,360,361].

Газожидкостная хроматография летучих жирных кислот, выде­
ляемых в среду 357 штаммами 8 видов рода Pseudomonas с по­
следующей обработкой результатов на ЭВМ методами дискрими­
нантного анализа (табл. 9) позволила надежно идентифицировать 
89 % исследованных штаммов, не прибегая к биохимическим мето­
дам идентификации. При этом наблюдались четкие различия меж-
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ми бактерий рода Pseudomonas и определяемых методом газожидкостной

Масляная Изовалериановая Изокапроновая Капооновая

М S 2 М S* М S 2 М S 2

2,5 1,0 50,0 2,7 0 0 0 0
50,3 8,5 31,2 8,0 0 0 0 0
14,6 6,0 57,9 8,0 0 0 0 0
8,1 2,0 55,1 3,9 0 0 0 0

10,0 3,0 74,6 3,0 0,9 0,2 2,5 0,2
22,8 4,5 55,2 8,2 0 0 2,5 0,1
13,0 5,1 68,0 8,5 0 0 0 0
11,6 6,0 31,2 5,1 0 0 0 0

ду Р. fluorescens и Р. putida — видами, дифференциация которых 
общепринятыми методами представляет определенные трудности 
[402].

Икемото и соавт. [252] изучили жирнокислотный состав мета- 
нольных экстрактов 50 штаммов, относящихся к 22 видам рода 
Pseudomonas. Полученные данные были обработаны нумерически- 
ми методами. В результате выделено несколько групп бактерий, 
различающихся по жирнокислотному составу: флюоресцирующие 
виды, ахромогенные, состоящие из двух подгрупп (первая включа­
ет С. acidovorans, «Р. criciviae», «Р. desmolytica» и С. testosteroni, 
вторая — Р. dim inuta). Обособленные группы образовали штаммы 
P. cepacia, X. maltophilia, «Р. putrefaciens» и «Р. rubescens». Это 
распределение в основном совпадало с данными, полученными 
Мосс, важнейшими маркерами образованных групп служили раз­
личные оксикислоты.

Наблюдалось хорошее соответствие между распределением 
различных видов псевдомонад по жириокислотному составу и их 
принадлежностью к определенным рРНК-группам. Сходные ре­
зультаты были получены Яно и соавт. [534], которые проанализи­
ровали экстрагируемые и связанные липиды различных видов 
Pseudomonas.

Ояйцу и Комагата [387] разделили исследованные ими 
75 штаммов на 9 групп (табл. 10). Основным критерием для раз­
деления служили 3-оксикислоты. Наряду с описанными выше 
группами видов авторы выделили как самостоятельные группы 
щтаммы P. paucimobilis, вообще не имеющие 3-оксижирных кис­
лот, «Р. extorquens» и «Р. rosea», по-видимому, относящиеся к 
метанолусваивающим бактериям, водородокисляющие бактерии 
P. palleronii и штаммы Р. avenae. Таксономическое положение 
перечисленных видов требует более глубоких исследований.

Своеобразны по жирнокислотному составу Р. paucimobilis и 
Р. pictorum [158, 532]. Для первого характерно наличие 2-оксите- 
традекановой кислоты (2 ОН 1 4 :0 ), второй богат изо- и антеизо-
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Т а б л и ц а  10. Группировка видов Pseudomonas, основанная на составе 3-окси- 
кислот и систем хинонов (по [387])

І Іомер 
груп­

пы

З-Оксижирные кислоты
Система
хинонов3 он  

8 : 0
3 ОН 
10 : 0

3 он  
12 : 0

3 он  
14:0

3 он
14 : 1

з он  
16 : 0

3 он  
і И : 0

3 он
і 13 : 0

1 _ + + + _ _ Qa
2 — — — + — + — — Qs
3 — + — — — — — — Qs
4 — + + — — — — Qio
5 — — + — — — + + Qs
6 — — — — — — — — Qio
7 — — — + — — — — Qio
8 + — — — — — — Qs
9 + + + + — — — Qs

П р и м е ч а н и я :  ( +  ) — жирная кислота найдена, (—) — не найдена. Г р у п п а  1 
P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. aureofaciens, P. azotoformans, P. chlororaphis, P. fluores­
cens, Р. fulva, Р. lacunogenes, «Р. ochracea», «Р. ovalis» , Р. putida, Р. straminea, Р. stut­
zeri, Р. syringae, pv. coronofaciens, Р. syringae pv. eriobotryae, P. syringae pv. japonica, 
P. syringae pv. mori, P. syringae pv. tabaci, P. taetrolens. Г р у п п а  2: P. caryophylli, 
P. cepacia, P. gladioli pv. gladioli, P. solanacearum . Г р у п п а  3: С. acidovorans, «Р. cruci- 
v ias» , «P. dacunhae», «P. desm olytica», P. flava, P. iners, P. pseudoflava, P. testosteroni, 
«Comamonas terrigena». Г р у п п а  4: P. diminuta, P. vezicularis. Г p у  п n a 5: X. maltophilia, 
P. pistorum. Г p у п п а 6: Р. paucim obilis. Г р у п п а  7: «Р. extrorquens», «Р. rosea», Pseudo­
m onas sp. Г р у п п а 8: P. palleronii. Г р у п п а 9: Р. avenae.

разветвленными кислотами, что сближает его с X. maltophilia. 
Близки они и генетически [167].

Примером успешного использования данных липидного состава 
для целей таксономии является изучение P. pertucinogena [280]. 
Этот вид представлен в Американской коллекции типовых культур 
двумя штаммами, ранее ошибочно диагностированными как Вог- 
detella pertussis. Изучение их свободных и связанных липидов по­
казало, что штаммы Р. pertucinogena проще по фосфолипидному 
и сложнее по жирнокислотному составу, чем Bordetella pertussis. 
Д ля них характерно присутствие в мембранах лизокардиолипина, 
высокое содержание кардиолипина, наличие в экстрагируемых ли­
пидах значительного количества гексадекановой и октадекановой 
кислот и преобладание оксикислот в жирных кислотах связанных 
липидов. Все это свидетельствует о том, что штаммы Р. pertucino­
gena представляют собой самостоятельный вид рода Pseudomo­
nas. По гомологии ДНК, фенотипическим свойствам и жирнокис­
лотным профилям представители этого вида ближе всего штаммам 
Р. pseudoalcaligenes.

Накопленные данные позволили ряду авторов идентифициро­
вать некоторые штаммы бактерий рода Pseudomonas только на 
основании исследования состава их жирных кислот. Примером 
может служить сообщение Куране и соавт. [304], которыми 
штамм P. cepacia идентифицирован по его жирнокислотному 
спектру.
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Т а б л и ц а  11. Жирнокислотный состав штаммов «Р. putrefaciens» и «Р. perlu-
rid а»

Содержание жирных кислот. %

о

rt* ai 
14 

: 0

О

ю ai 
15 

: 0

і 
15

:0

lO

О

CD

СО
СО

c^

<1

о
Г"- ai 

17 
: 0

о
СО ai 

18 
: 

0

ОО

«Р . putrefaciens» ИМВ 4127
2,6 11 i . i i 1 0 .4  11 9 .0  1 2 ,6  |2 1 ,3  1 1.7 I 11,01 1,3 |25,2 11 2,1 1 1.3 J 12,7 1 1,0 1 о 16 ,6

«Р. perlurida:» ИМВ 4008
12,5 j1 2 - 9  іІ 0 ,7

О0
0

О

і , 9 j 0 1
1 6 , 2 | 2,2 j 2,1 0

1 0,7 I » 1
1 2 , 0 1і 2 , 9

1,7

Нами был изучен общий жирнокислотный состав 98 штаммов 
различных видов рода Pseudomonas. Каждый вид по возможности 
представлен несколькими штаммами различного происхождения 
[40J. Общий жирнокислотный состав бактерий определяли по ме­
тоду сопиролиза с гидроокисью тетраметиламмония [3]. Результа­
ты исследований представлены в табл. И , 12.

В зависимости от качественного состава компонентов жирно­
кислотного пула исследованные штаммы бактерий были разбиты 
на две группы. Первую из них, наиболее многочисленную, соста­
вили штаммы сапрофитных и фитопатогенных флюоресцирующих 
бактерий рода Pseudomonas, а также Р. fragi, «Р. denitrificans», 
P. stutzeri, P. mendocina, P. pickettii, P. cepacia, С. acidovorans, 
С. testosteroni, Р. alcaligenec, Р. pseudoalcaligenes, P. vezicularis, 
Pseudomonas species. Жирнокислотный состав этих «истинных» 
представителей рода Pseudomonas оказался весьма сходным в ка­
чественном отношении. В их клетках преобладали жирные кисло­
ты с четным числом углеродных атомов — гексадекановая 16 :0 , 
гексадеценовая 16 : 1 и октадеценовая 18 : 1. Последняя была у 
многих штаммов представлена олеиновой и вакценовой кислотами. 
Как правило, биомасса бактерий содержала также циклопропано- 
вые кислоты (метиленгексадекановую А17 и метиленоктадекановую 
А 18). В качестве минорных компонентов обнаруживались тетра- 
(1 4 :0 ) , пеита- (15 :0 ) и октадекановая (18 :0 ) кислоты 
(рис. 12, а — в ) .

Иная картина наблюдалась у штаммов «Р. putrefaciens» и 
«Р. perlurida» (см. табл. 11): качественный состав их жирнокис­
лотных спектров богаче, в клетках преобладают кислоты с нечет­
ным числом углеродных атомов, в том числе изо- и антеизоизоме- 
ры, встречались антеизоразветвленные кислоты с 14, 16 и 18 угле­
родными атомами.

Принадлежность «Р. putrefaciens» и близкого ему по свойствам 
и липидному составу «Р. rubescens» [386, 521] к роду Pseudomo­
nas неоднократно подвергалась сомнениям в связи с низким зна­
чением ГЦ, что привело к их переносу в состав рода Alteromonas 
[308]. Позднее их фенотипическая и генетическая обособленность
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Т а б л и ц а  12. Общий жирнокислотный состав различных видов бактерий род

Вид
Число штам­

мов

Содержание жи

14 : 0 1 15 : 0 
1

16: 1 16: 0

P. aeruginosa 10 1,7 0,8 19,3 29,0
P. fluorescens 15 1,4 0,5 29,8 38,4
P. aurantiaca 3 1,5 0,7 32,4 36,7
«Р. lemonnieri» 4 2,2 1,1 37,8 43,9
«Р. fluoroviolaceus» 2 1,8 0,4 28,0 33,0
P^aureofaciens 4 1,5 0,2 30,4 38,4
Р. putida 9 2,0 0,7 32,8 35,6
P. fragi 1 1,6 1,0 30,0 38,6
«P. denitrificans» 1 0,9 0,0 20,5 21,2
P. species A 5 1,2 0,3 24,0 40,0
P. syringae 8 1,4 0,7 36,4 29,6
P. stutzeri 2 2,0 0,6 30,0 25,2
P. pickettii 1 4,5 0,7 34,0 33,4
P. mendocina 3 1,2 1,2 25,0 23,7
P. cepacia 3 1,2 0,5 17,9 30,3
C. acidovorans 4 2,1 0,4 35,3 34,0
C. testosteroni 5 1,9 0,5 35,6 36,1
P. alcaligenes 1 7,0 2,5 27,7 24,9
P. pseudoalcaligenes 7 2,2 3,0 31,6 22,5
P. vezicularis 2 2,8 3,1 5,5 22,8

* Цифры в таблице обозначают средние значения содержания жирных кислот у штаммов

послужили основанием для создания самостоятельного рода She- 
wanella [167].

Изученный нами штамм «Р. perlurida» ССЕВ 526 (АТСС 490) 
способен к образованию кислоты из глюкозы в анаэробных усло­
виях, что противоречит родовой характеристике Pseudomonas. Со­
гласно данным гомологии ДНК—рРНК «Р. perlurida» — грам поло­
жительный организм, близкий представителям рода Arthrobacter 
[167]. Таким образом, результаты изучения жирнокислотиого со­
става рассмотренных выше видов подтверждают правомерность их 
исключения из состава рода.

Примыкали ко второй группе и шесть исследованных нами 
штаммов X. maltophilia. Изоразветвленная пентадекановая кисло­
т а — одна из ведущих в его жирнокислотном профиле (рис. 13).

Остальные изученные виды бактерий были сходны по качест­
венному составу жирных кислот, но различались их количествен­
ными соотношениями (см. табл. 12). Это касается прежде всего 
содержания пальмитиновой, пальмитолеиновой и олеиновой кис­
лот, соотношение которых, по нашим данным, может быть исполь­
зовано для дифференциации отдельных видов Pseudomonas. 
В процессе развития микробной популяции происходит синтез ци- 
клопропановых кислот из мононенасыщенных; несмотря на изме­
нения жирнокислотного состава в зависимости от времени и усло­
вий культивирования бактерий, сумма соответствующих моноено- 
вых и циклопропановых кислот представляет собой постоянную ве-
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Pseudomonas
ных кислот, % *

Кх
А 17+16 : 1

к 2
А 19+18 : 1

А 17 17 : 0 18 : 1 18 : 0 А 19 16 : 0 16 : 0

1,5 0,3 43,7 2,2 1,5 0,7 1,6
10,3 0,1 17,1 1,6 0,9 1,1 0,5
9,5 0,1 16,9 1,9 0,3 1,2 0,5
2,4 0,2 18,5 2,8 0,0 1,2 0,5
9,5 0,4 22,8 1,6 0,5 1,1 0,7

12,2 0,4 14,8 1,2 0,7 1,1 0,4
7,3 0,1 19.7 1,7 0,0 1,2 0,6

13,6 0,5 \ \ , 9 1,9 0,9 1,0 0,4
6,6 0,5 44,4 1,5 4,4 1,3 2,3

22,9 0,1 9,5 1,4 0,6 1,2 0,3
2,6 0,4 25,6 3,3 0,1 1,3 0,9
1,5 0,3 38,1 2,0 0,7 1,6 1,5
5,2 0,1 20,2 1,2 0,7 1,2 0,6
0,7 0,6 45,4 1,3 0,8 1,1 2,0

13,1 0,4 30,4 3,3 3,2 1,0 1,1
7,1 0,3 19,1 1,7 0,0 1,2 0,6
4,7 0,5 18,0 2,3 0,3 1,1 0,5
0,8 0,7 35,6 0,7 0 ,0 1,1 1,4
1,8 0,7 36,2 1,7 0,3 1,5 1,7
2,7 2,1 54,3 4,3 0,3 0,4 2,4

каждого вида.

личину [2]. Отношение такой суммы к количеству пальмитиновой; 
кислоты в клетках бактерий есть также величина постоянная и, 
по нашим данным, характерная для определенных видов рода 
Pseudomonas. В табл. 12 приведены значения этих коэффициентов,, 
обозначенных нами как К\ и /С2, а также среднее содержание от­
дельных компонентов жирнокислотного пула у различных видов 
псевдомонад.

10 исследованных штаммов P. aeruginosa были высокооднород­
ны по жирнокислотному составу, содержали в среднем 43,0 % ок- 
тадеценовой кислоты и в 2,2 раза меньше пальмитолеиновой. Это 
различие статистически достоверно 1. Весьма близки синегнойным 
бактериям по своим жирнокислотным спектрам три изученных 
штамма P. mendocina.

Полученные данные позволяют дифференцировать P. aerugino­
sa от других видов флюоресцирующей группы. Так, соотношение 
олеиновой и пальмитолеиновой кислот в клетках P. fluorescens 
обратно тому, которое наблюдается в клетках синегнойной палоч­
ки, процент циклопропановой кислоты Д17 в 5—6 раз выше. Р аз­
личия в жирнокислотном составе P. fluorescens и других разж и­
жающих желатин сапрофитных видов («Р. lemonnieri», P. aureo- 
faciens, P. aurantiaca) незначительны, хотя и статистически досто-

1 В работе обсуждаются лишь те различия в содержании жирных кислот, 
достоверность которых подтверждена статистически.
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Рис. 12. Жирнокислотные спектры видов 
рода Pseudomonas:
а — P. aurantiaca ИМВ 387, б  — P. mendocina 
ИМВ 3121, в — Р. fragi ИМВ 4002

верны. По-видимому, жирнокислотный состав отражает таксоно­
мическую близость данной группы микроорганизмов. Нами не 
было найдено существенных различий в содержании жирных кис­
лот у перечисленных выше видов и Р. putida, Р. fragi, P. pickettii, 
С. testosteroni, С. acidovorans. Критерием для дифференциации 
последних являются, как упоминалось выше, жирные оксикислоты.

Изученные штаммы Р. syringae, P. cepacia, P. pseudoaicalige- 
nes, образовали обособленные^ группы, отличающиеся соотноше­
ниями основных компонентов жирнокислотного пула. Сходны по 
составу жирных кислот штаммы P. pseudoalcaligenes и P. alcali­
genes. Соотношение пальмитолеиновой, пальмитиновой и олеино­
вой кислот составляло у них 1,2 : 1 : 1,5. Одна из отличительных 
особенностей — наличие 2,5—3%  пентадекановой кислоты (имею­
щейся у других видов в очень малых количествах) и высокий про­
цент миристиновой кислоты у типового штамма P. alcaligenes. От­
личительная особенность P. vezicularis — низкое содержание паль-
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митолеиновой и высокое — олеиновой 
кислоты — 5,5 и 54,2 % соответственно.

Однородность жирнокислотного соста­
ва всегда являлась в наших опытах отра­
жением таксономической однородности 
той или иной группы микроорганизмов, 
а отклонения в составе жирных кислот 
у какой-либо культуры коррелировали с 
отклонением в ее биологических свой­
ствах. Так, два изученных нами музей­
ных штамма P. stutzeri существенно раз­
личались фенотипически и по жирнокис­
лотным спектрам; подобное явление мы 
наблюдали у свежевыделенных и типово­
го штаммов P. cepacia.

Значения коэффициентов К\ и /С2, ха­
рактеризующих отношение суммы некоторых ненасыщенных кис­
лот к насыщенным, составляли для штаммов P. aeruginosa соот­
ветственно 0,71 — 1,55; для других видов флюоресцирующей 
группы— 1,16—0,58; для P. vezicularis — 0,36—2,38 и т. д.

Таким образом, нами показано, что общий жирнокислотный со­
став большинства исследованных видов рода Pseudomonas сходен 
в качественном отношении. В то же время количественные соотно­
шения важнейших жирных кислот у них различны, что может быть 
использовано для их систематики и диагностики.

Выше мы упоминали о том, что виды рода Pseudomonas, при­
надлежащие к различным секциям (РНК-группам), существенно 
различаются и по составу оксизамещенных жирных кислот. Ме­
стом локализации последних являются бактериальные липополи- 
сахариды. Изучение липополисахаридов (ЛПС) бактерий рода 
Pseudomonas — интересное, но мало разработанное направление 
их хемотаксономии. Сводка данных, посвященных этому вопросу, 
содержится в обзоре И. Я. Захаровой и Н. В. Танатар [23]; мы 
кратко остановимся лишь на некоторых важнейших результатах 
исследований в этой области.

ЛИПОПОЛИСАХАРИДЫ И ГОПАНЫ

До недавнего времени наиболее полно был охарак­
теризован липополисахарид P. aeruginosa [337]; сообщения о 
строении ЛПС других видов рода Pseudomonas немногочисленны.

Согласно современным представлениям, липополисахариды 
бактерий рода Pseudomonas, подобно таковым у энтеробактерий, 
имеют общую схему строения и состоят из трех частей, различных 
по структуре и биологической функции: липида А, кор-олигосаха- 
рида и О-специфических боковых цепей. Отличительной особен­
ностью ЛПС некоторых псевдомонад (P. aeruginosa, P. alcalige­
nes) является высокое содержание фосфора. По данным Вилкин­
сона [517], существует корреляция между наличием высокого

Рис. 13. Жирнокислотный 
спектр Xanthomonas maito- 
philia ИМВ 4131
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содержания фосфора в наружной мембране и чувствительностью на­
званных выше видов к ЭДТА. Металлсвязывающие свойства кон­
денсированных фосфатов обеспечивают присоединение ЛПС че­
рез ионные мостики к другим компонентам клеточной оболочки; 
добавление ЭДТА разрушает эти связи и вызывает лизис бакте­
рий [209, 516]. Менее чувствительные к ЭДТА виды (Р. aureofa­
ciens, P. chlororaphis, P. stutzeri и др.) содержат меньше фосфора.

Л и п и д  А. Несмотря на некоторые структурные вариации, ли­
пид А — консервативная часть молекулы ЛПС, менее всего изме­
няющаяся в процессе эволюции бактерий, имеет сходное строение 
у многих видов микроорганизмов. Как показали исследования по­
следних лет [504], у грамотрицательных бактерий встречаются два 
основных типа структурной организации липида А; оба они обна­
ружены у бактерий рода Pseudomonas. Наиболее распространен­
ный тип, свойственный, в частности, P. aeruginosa [172, 321], ха­
рактеризуется следующей структурой: основой липида А служит 
бифосфорилированный дисахарид /)-глюкозамина 2-амино-2-дезо- 
кси-Д-глюкоза, ацетилированная жирными кислотами.

У ряда микроорганизмов, в том числе у Р. diminuta и P. vezicu- 
iaris, обнаружен другой тип структурной организации липида А — 
так называемый липид A d a g  [336]. Основу его молекулы состав­
ляет дисахарид 2,3-диамино-2,3-дидезокси-/)-глюкоза; ему присуща 
меньшая степень фосфорилированности, чем у липида А перво­
го типа, а также наличие необычной амидносвязанной 3-оксите- 
традекановой кислоты.

Структуры липида А из P. aerugi­
nosa (/) и липида В (II)  из 
Р. diminuta [172, 276]

Согласно данным каталогизации олигонуклеотидов 16S рРНК, 
все виды, обладающие липидами A d a g ,  относятся к одной и той же 
ветви филогенетического дерева [525]; таким образом, строение 
углеводной части липида А может иметь определенное таксономи­
ческое значение.

Еще более существенный вклад в решение таксономических и
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Т а б л и ц а  13. Жирные кислоты липида А липополисахаридов бактерий рода
Pseudomonas (по [23))

Вид Оксикислоты
Ненасы­
щенные
кислоты

Автор

P. aeruginosa 2-OH 12:0 1 2 : 0 Hancock et al., 1970; Wilkin­
3 -ОН 10: 0 16: 0 son et al., 1975
3-ОН 12:0

P. alcaligenes 3-ОН 10: 0 1 2 : 0 Key et al., 1970; Moss et al.,
3-ОН 12: 0 1972

С. acidovorans 2-ОН 12:0 — Meadow, 1975
P. aminovorans 3 -ОН 10:0 Moss et al., 1972

3 -ОН 12:0
P. cepacia 2-ОН 16:0 — Samuels et al., 1973

3-ОН 14: 0
3-ОН 16: 0

Р. diminuta 3-ОН 12:0 14: 0 Wilkinson et al., 1973;
3-ОН 13: 0 Moss et al., 1974
3-ОН 14 :0

X. maltophilia 2-ОН і 11 : 0 Moss et al., 1973
2-ОН 12: 0

3-ОН і 12 : 0
3-ОН 12:0

3-ОН і 13 :0
«Р. pavonaceae» 3-ОН 1 2 : 0 1 2 : 0 Wilkinson et al., 1973

3-ОН 14: 0
Р. putida 2-ОН 1 2 : 0 — Meadow, 1975

3-ОН 10: 0
3-ОН 12: 0

«P. rubescens» 3-ОН 10: 0 ІІЗ : 0 Wilkinson et al., 1973
3-ОН 13:0 13 :0

P. stutzeri 3-ОН 10:0 1 2 : 0 Wilkinson et al., 1973; Moss
3-ОН 12: 0 et al., 1972

«P. syncyanea» 2-ОН 12: 0 1 2  : 0 Wilkinson et al., 1973
3-ОН 12: 0
3-ОН 10:0

C. testosteroni 3-ОН 10:0 Moss et al., 1972

П р и м е ч а н и е .  (—) — не определяли.

филогенетических вопросов вносит жирнокислотный состав липи­
да А. Наличие жирных оксикислот, и прежде всего 3-оксикислот,— 
отличительная особенность липида А (табл. 13). Последние не 
обнаруживаются в составе других липидов бактерий, составляют 
до 65 % жирных кислот липида А и могут служить его своеобраз­
ными маркерами [22]. Представленные выше данные о 3-оксикис- 
лотах различных видов Pseudomonas и их таксономической цен­
ности касаются именно жирных кислот липида А. Иллюстрацией 
этого тезиса могут также служить данные Н. В. Касянчук [25], 
в опытах которой жирнокислотные профили ЛПС P. aeruginosa, 
P. aurantiaca и Р. putida были сходны и характеризовались нали­
чием 3-оксидекановой и 3-оксидодекановой кислот; в отличие от 
них липополисахарид С. testosteroni не содержал 3-оксидодекано­
вой кислоты. В составе липополисахарида P. cepacia были обнару-

55



жены 3-окситетрадекановая и 3-оксигексадекановая кислоты,, 
а также несколько минорных компонентов. Наиболее отличным по 
составу был липополисахарид X. maltophilia, содержащий глав­
ным образом изоразветвленные жирные кислоты с длиной угле­
родной цепи не менее 12 атомов.

Ритчелем и соавт. [420] в составе липополисахарида Xantho­
monas sinensis, а также девяти других видов рода Xanthomonas 
были найдены изоразветвленные 3-оксижирные кислоты (3-окси- 
9-метилдекановая и др.), сходные с таковыми у X. maltophilia. 
Ди Фабио и соавт. [168] выявили в составе липида А X. malto­
philia З-окси-9-метилдодекановую, З-окси-11-додекановую и некото­
рые другие жирные кислоты, не найденные у других видов псевдо­
монад. Таким образом, строение 3-оксикислот липида А убедитель­
но демонстрирует таксономическую гетерогенность рода Pseudo­
monas.

Ко р .  Роль связующего звена между липидом А и О-специфи- 
ческой полисахаридной цепью в молекуле ЛПС выполняет кор- 
олигосахарид.

Структура коровых олигосахаридов частично установлена лишь 
у двух штаммов P. aeruginosa, состав кора исследован у ряда ви­
дов рода Pseudomonas. Полученные данные свидетельствуют о 
значительно большей изменчивости кора, чем липида А. Кор ли­
пополисахарида P. aeruginosa содержит глюкозу, рамнозу, галак- 
тозамин, гептозу, аланин и 2-кето-З-дезоксиоктоновую кислоту 
(КДО). Кроме общих компонентов, присущих кору ЛПС грамот- 
рицательных бактерий, характерными структурными компонента­
ми кора псевдомонад являются рамноза и а-аланин. Так, они на­
йдены в составе кора P. alcaligenes, большинства биоваров P. fluo­
rescens, некоторых патоваров Р. syringae, Р. pseudoalcaligenes и 
Р. fragi [12, 13, 282]. Коровые олигосахариды ЛПС различных 
биоваров Р. fluorescens различались по количественному и качест­
венному составу: у биовара В найдена редкая для этой части ЛПС 
арабиноза, у биовара С — ранее не обнаруженная в составе кора 
фукоза; уникальным оказался кор биовара G, не содержащий ха­
рактерных для рода Pseudomonas компонентов: рамнозы, аланина, 
фосфора и КДО, что по мнению автора, свидетельствует об его 
таксономической самостоятельности [13].

Кор P. stutzeri состоит из гептозы, рамнозы и КДО; в нем от­
сутствуют аминосоединения и глюкоза [520]. Кор X. maltophilia 
содержит d -глюкозу, d - маннозу, d -галактозу, d-галактуроновую 
кислоту, фосфат и очень малі5 КДО. Эти особенности также сбли­
жают его с липополисахаридами других видов Xanthomonas 
[499]. Ди Фабио и соавт. нашли в составе кора X. maltophilia 
гексуроновую кислоту, фосфор, КДО, d -маннозу, d-глюкозу и 3- 
ацетамидо-3,6-дидезокси-^-галактозу [168]. Таким образом, не­
смотря на то что состав и структура коровых олигосахаридов бак­
терий рода Pseudomonas изучены далеко недостаточно, имеющие­
ся данные свидетельствуют об их значительном разнообразии в
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существенных отличиях от кора ЛПС микроорганизмов других так­
сономических групп.

О - с п е ц и ф и ч е с к и й  п о л и с а х а р и д  (О-ПС). Наиболь­
шая изменчивость по сравнению с другими частями молекулы ли- 
пополисахарида характерна для О-специфических боковых цепей,, 
обусловливающих серологическую специфичность бактерий. К аж ­
дой О-серогруппе внутри вида свойственна определенная химиче­
ская структура О-цепи; последние могут значительно или в неко­
торых деталях (природой боковых заместителей либо положением 
одной из гликозидных связей в линейной цепи) различаться меж­
ду собой.

Строение О-специфических полисахаридов бактерий рода Pseu­
domonas изучено еще крайне недостаточно, хотя в последние годы 
в этой области получен ряд интересных результатов.

Наиболее исследованным видом является Р. aeruginosa, для 
большинства известных О-серотипов которого установлены струк­
туры О-специфических полисахаридов [46]. Последние содержат 
большое количество различных, в том числе уникальных, амино- 
сахаров, в то время как типичные для энтеробактерий нейтраль­
ные моносахариды, за исключением рамнозы, встречаются редко. 
Редко встречающиеся в других полисахаридах 6-дезоксигексоза- 
мины (D-хиповозамин, D-  и L-фукозамин) входят в состав ЛПС 
почти всех серотипов синегнойных бактерий. Многие полисахари­
ды содержат также кислые моносахариды: аминоуроновые, диа- 
миноуроповые и диаминононулозоновые кислоты.

Близким по структуре некоторым серогруппам P. aeruginasa 
оказался О-специфический полисахарид Р. aurantiaca, содержа­
щий Ы-ацетил-1-фукозамин и ди-М-ацетил-О-бациллозамин [13].

Значительные успехи достигнуты в последние годы в расши­
фровке структуры О-цепей ЛПС фитопатогениых псевдомонад. 
Изучение натоваров Р. syringae и некоторых близких ему видов 
(«Р. cerasi», «Р. wieringae», «Р. holci») показало, что у всех них
О-цепь построена по общему принципу: в основе ее находится L- 
либо D-рамнан с три- либо тетрасахаридным повторяющимся зве­
ном идентичной структуры [458, 48—53]. Выявленная общность 
строения подтверждает целесообразность объединения исследован­
ных микроорганизмов в рамках единого вида Р. syringae.

Иная закономерность была установлена при изучении различ­
ных биоваров Р. fluorescens. ЛПС последних характеризовались 
крайним разнообразием моносахаридного состава, наличием уни­
кальных сахаров (/)-фукозы, 2-0 -метил-/)-рамнозы) и аминоса- 
харов. Гетерогенность состава коррелировала с серологической 
гетерогенностью штаммов. Все это свидетельствует, по мнению ав­
торов, о видовой самостоятельности отдельных биоваров Р. fluo­
rescens [13].

Широко исследованы О-специфические полисахариды P. cepa­
cia [85]. Полные структуры повторяющихся звеньев О-ПС уста­
новлены у штаммов 9 различных серогрупп этого вида; более по­
ловины из них содержали в составе О-ПС по два полисахарида
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различного строения. При этом О-ПС одной из серогрупп пред­
ставлял собой линейный полимер энантиомера D -рамнозы [47, 85].

Минорный полисахарид, представляющий собой D-рамнан, был 
обнаружен и у ряда штаммов P. aeruginosa, а моноклональные 
антитела к нему связывались с различными серотипами синегной­
ной палочки [435, 535]. На основании этих данных выдвинута 
гипотеза о том, что D-рамнан данной структуры может служить 
-общим внутривидовым антигеном P. aeruginosa. Выявление у дру­
гих видов рода Pseudomonas D-рамнанов с близкими, хотя и не­
сколько различающимися структурами послужило основанием для 
предположения, что D-рамнан может являться и общим внутриро- 
довым антигеном псевдомонад. Для проверки этой гипотезы необ­
ходимы дальнейшие структурные исследования липополисахари- 
дов различных видов Pseudomonas.

Гопаны. Важным компонентом мембраны эукариотических кле­
ток являются стерины. В то же время у многих бактерий и циано­
бактерий были обнаружены гопаноиды — тритерпеновые производ­
ные семейства гопанов, рассматриваемые как структурные анало­
ги стеринов и их возможные филогенетические предшественники 
1423].

Типичным представителем гопанов является диплоптен.

Гопаны сходны со стеринами по размеру, ригидности, амфи- 
фильному характеру. Благодаря своей структуре, они стабилизи­
руют мембрану. В зависимости от числа углеродных атомов в по- 
литерпеновом скелете (от 30 до 50), а также наличия дополни­
тельных метальных групп гопаны образуют несколько семейств, 
распространенных у ряда микробных таксонов. Гопаноиды были 
найдены у P. cepacia и Azotobacter vinelandii, однако у P. aerugi­
nosa, P. fluorescens, P. stutzeri, X. maltophilia и Р. diminuta эти 
компоненты мембраны не были обнаружены.

ЭКЗОПОЛИСАХАРИДЫ

Бактерии рода Pseudomonas синтезируют различ­
ные по строению экзополисахариды, играющие определенную роль 
в их экологии, патогенности для животных и растений. Многие 
аспекты биологической функции этих полимеров еще не изучены 
и являются предметом исследований. Немало публикаций посвя­
щено использованию полисахаридов, образуемых бактериями рода
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Pseudomonas, в нефтедобывающей промышленности в качестве 
загустителей и стабилизирующих агентов для получения взрывча­
тых гелей, как антимикробных, противовирусных и противоопухо­
левых средств, в качестве заменителей агара и т. д. Однако лишь 
в последние годы были установлены некоторые общие закономер­
ности, касающиеся связи между строением некоторых экзополи­
сахаридов и таксономическим положением их продуцентов.

К числу давно известных полисахаридов, синтезируемых псев­
домонадами, принадлежат леваны, образуемые штаммами некото­
рых видов на средах с сахарозой. Леваны представляют собой 
разветвленные гомополисахариды, полифруктаны с высокой (106— 
108 Д) молекулярной массой; у бактерий найдены и низкомолеку­
лярные (7-Ю3— Ю5 Д) леваны.

Строение левана [20]

Левансахараза (р-2,6-фруктан : D-глюкоза-І-фруктозилтранс- 
фераза) впервые описана у микроорганизмов флюоресцирующей 
группы Фуксом [183]. Для целей таксономии этот признак был с 
успехом использован Стейниером и соавт. [468].

Среди исследованных нами видов активно синтезировали леван 
некоторые биовары P. fluorescens, штаммы P. aureofaciens (одни 
из наиболее активных продуцентов), «Р. lemonnieri», P. aurantia- 
са, Р. syringae.

Подобно декстрану, леван представляет практический интерес, 
так как может использоваться в химической и пищевой промыш­
ленности [ 1141, в медицине как митоген и иммуностимулятор 
[355], в качестве заменителя плазмы крови [438].

Альгиновые кислоты. Альгинаты образуют группу структурно 
родственных полисахаридов, состоящих их линейных цепей 1,4- 
связанных B-d-манііуроновой и а-/-гулуроновой кислот [475].

Бактериальные альгиновые кисло­
ты [20]

Альгиновые кислоты являются основными полисахаридами во­
дорослей, из которых они выделяются с коммерческими целями и
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широко используются в пищевой промышленности и других отрас­
лях хозяйства. Более 20 лет тому назад было установлено, что 
альгинаты синтезируются мукоидными штаммами P. aeruginosa,, 
выделяемыми при кистозном фиброзе легкого. Слизь, образуемая 
в этих условиях синегнойными бактериями, выполняет защитные 
функции, обеспечивая им большую устойчивость к антибиотикам 
и фагам, экологические преимущества в инфицированной ткани 
[407]. Альгинаты бактерий отличаются от полисахаридов водорос­
лей наличием О-ацетильных групп. Так, различные штаммы 
P. aeruginosa содержат в экзополисахаридах 50—90 % d-маннуро- 
новой кислоты и 9,7— 11,6% О-ацетильных остатков [475]. 
В обычных условиях синтез полисахарида происходит далеко не у 
всех штаммов синегнойных бактерий, а лишь у микроорганиз­
м ов— возбудителей кистозного фиброза легкого. Однако обработ­
ка карбенициллином или другими аминогликозидными антибиоти­
ками позволяет выделить из обычной популяции мукоидные штам­
мы P. aeruginosa с частотой 107 клеток. Число слизеобразующих 
мутантов возрастает в десятки раз при обработке мутагенами 
(этилметансульфонат), фагами, бактериоцинами. Эти же агенты 
вызывают появление альгинатсинтезирующих мутантов у сапро­
фитных видов: P. fluorescens, Р. putida, Р. mendocina [203, 215]. 
Полученные таким образом мукоидные варианты Р. mendocina 
синтезировали до 20 г/л альгината в глубинной культуре.

Выше мы упоминали о преимуществах, которыми обладают в 
инфекционном процессе слизеобразующие штаммы Р. aeruginosa. 
К числу биологических функций альгината относится и его способ­
ность увеличивать активность экзолипазы — фермента, связанного 
с патогенностью Р. aeruginosa [522]. Роль альгинатов у сапрофит­
ных штаммов псевдомонад окончательно не выяснена. Представ­
ляет интерес сообщение о том, что капсулярные полисахариды 
Р. putida накапливают до 100 % содержащихся в среде ионов тя­
желых металлов, в частности кадмия [443]. По-видимому, альги­
наты могут обеспечивать адгезию бактерий к корням (у колонизи­
рующих корневую систему сапрофитов) и листьям растений (у фи­
топатогенных микроорганизмов рода Pseudomonas). Фетт и 
соавт. [178] рассматривают альгиновые кислоты как факторы 
патогенности некоторых видов для растений.. Изученные ими штам­
мы «Р. aptata», «Р. lachrymans» и других флюоресцирующих фи­
топатогенных псевдомонад синтезировали альгинаты с молекуляр­
ной массой от 11,3-103 до 4 ,7-103 Д; все полисахариды были аце- 
тилированы и содержали от 1 до 28 % глюкуроновой кислоты. 
Способность к синтезу этого класса экзополимеров была присуща 
только видам I секции (I рРНК-группы) рода Pseudomonas. 
В составе экзополисахаридов, синтезируемых штаммами С. acido­
vorans, P. cepacia, Р. corrugata и др., авторам не удалось обна­
ружить альгиновые кислоты.

Среди микроорганизмов других таксономических групп способ­
ностью к образованию альгинатов обладает Azotobacter vinelandii*
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ксантомонадин-пигмєнт Aanmomonas juglandis [УУ]
X. maltophilia. Типовой, а также многие другие штаммы этого 

вида содержат монохлорированный арилгексаеновый пигмент 
C23H25O3CI, некоторые штаммы — негалоидированные арилгептае- 
новые пигменты [266]. Химическая близость пигментов является 
отражением генетической близости между образующими их ми­
кроорганизмами. В то же время желтый пигмент P. paucimobilis 
каротиноид постоксантин представляет собой 2R, 3R, 2R, 3R-(3, 
р-каротин-2,3,2',3'-тетрол [264]. До настоящего времени подобные 
вещества были обнаружены лишь у некоторых цианобактерий. 
Данные о химическом строении пигментов подтверждают отсут­
ствие родства между Р. paucimobilis и X. maltophilia. Предполага­
ют, что биологическая роль ксантомонадинов состоит в защите 
клетки от светового повреждения [265].

Немалая роль принадлежит пигментам в классификационных 
схемах и диагностических ключах, предложенных для идентифика­
ции бактерий рода Pseudomonas, в частности в 1—9-м изданиях 
определителя Берги. Следует, однако, отметить, что пигменты псев­
домонад изучены далеко не полно, а связи между их химической 
природой и таксономическим положением продуцента не всегда 
уделялось должное внимание. Многие из них (псевдобактины, фе- 
назины, продигиозиноподобные пигменты и др.) обладают ан­
тибиотической активностью, у многих антимикробные свойства не 
были изучены. Сведений о связи между неокрашенными антибио­
тическими веществами и таксономическим положением бактерий 
рода Pseudomonas в литературе нет.

Химическое строение, биологическая активность, распростра­
нение и таксономические аспекты способности к синтезу ряда пиг­
ментов и антибиотиков у бактерий рода Pseudomonas рассматри­
ваются нами в последующих главах.
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родственный, согласно данным геносистематики, флюоресцирую­
щим псевдомонадам [388].

Большую группу вторичных метаболитов, различия в химиче­
ском строении которых могут быть использованы для разграниче­
ния микробных таксонов, составляют пигменты и антибиотики.

Многие виды (P. stutzeri, P. mendocina, P. vezicularis, Р. га- 
diora, P. mesophilica, водородные бактерии) содержат желтые, ро­
зовые, оранжевые пигменты, объединяемые общим названием «ка- 
ротиноидных», однако их химическое строение изучено далеко не 
у всех видов. Выше мы упоминали о том, что наличие у бактерий 
рода Xanthomonas желтых пигментов ксантомонадинов составляет 
одно из их немногих отличий от рода Pseudomonas. Эта своеобраз­
ная группа веществ относится к бромированным арилполиенам.

Им близок по своей химической структуре желтый пигмент



ГЛАВА 6

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ БАКТЕРИЙ 
РОДА PSEUDOMONAS 
К АНТИБИОТИКАМ 
И ДРУГИМ АНТИМИКРОБНЫМ
СОЕДИНЕНИЯМ

Большинство авторов рассматривают чувствитель­
ность к антибиотикам как вспомогательный признак в диагностике 
бактерий, однако описаны и успешные попытки идентификации 
микроорганизмов с помощью ЭВМ только на основании этого при- 
знака [182].

Микроорганизмы рода Pseudomonas в основном характеризуют­
ся высокой резистентностью к различным антимикробным вещест­
вам. Эта резистентность может быть обусловлена наличием у бак­
терий ферментов, разрушающих или модифицирующих антибиоти­
ки [377], а также особенностями строения их ЛПС [23, 337]. 
Резистентность к антибиотикам и тяжелым металлам может детер­
минироваться плазмидами [10].

Сведения о чувствительности к антибиотикам различных видов 
бактерий рода Pseudomonas, имеющих значение в патологии чело­
века, суммированы в обзоре Фон Гравеница [500]. Типовый вид 
рода — P. aeruginosa — высокорезистентен к лекарственным ве­
ществам, что представляет серьезную проблему в клинике. Одной 
из отличительных особенностей этого вида, связанной как с хро­
мосомным, так и с плазмидным контролем, является множествен­
ная устойчивость к антимикробным агентам [377]. В настоящее 
время наиболее эффективными средствами лечения синегнойной 
инфекции являются комбинации аминогликозидов с некоторыми 
полусинтетическими пенициллинами (карбенициллин, азлоциллин 
и др.) либо аминогликозидов с полусинтетическими цефалоспори- 
нами третьего поколения (цефтазидим, цефоперазон). Значитель­
ной активностью в отношении P. aeruginosa обладают некоторые 
полусинтетические монобактамы (азтреонам).

Многочисленные селективные среды, предложенные для выде­
ления синегнойных бактерий из патологического материала [76], 
основаны на высокой резистентности этого возбудителя к различ­
ным антимикробным соединениям. Последние при внесении в среду 
подавляют микроорганизмы других таксономических групп. Тако­
вы среды с цетримидом, ампициллином, фурагином и др. Созда­
ние среды, селективной для многих видов псевдомонад, представ­
ляет несравненно более сложную задачу, поскольку их чувстви­
тельность к различным антибактериальным веществам существенно 
отличается. Примером такой среды могут служить среды Si и
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S2, содержащие детергент натрийлаурилсаркозин и антимикроб­
ный компонент триметоприм, предложенные Голдом с соавт. [201] 
для селективного выделения из различных природных источников 
микроорганизмов флюоресцирующей группы рода Pseudomonas.

Штаммы флюоресцирующих видов — P. fluorescens и Р. putida,, 
как правило, чувствительны к полимиксину и антибиотикам-амино- 
гликозидам [5001. Антибиограммы возбудителей сапа и мелиоидо­
з а — Р. mallei и P. pseudomallei — носят совершенно иной харак­
тер: на штаммы этих видов действуют тетрациклин, новобиоцин,. 
канамицин и хлорамфеникол. Множественная устойчивость к ан­
тибиотикам свойственна штаммам X. maltophilia; для лечения за ­
болеваний, вызванных этим возбудителем, рекомендованы комби­
нации гентамицина с карбенициллином и рифампицином.

Следует отметить, что информация о чувствительности псевдо­
монад к различным антимикробным агентам касается преимуще­
ственно штаммов клинического происхождения, а подавляющее 
большинство сообщений на эту тему посвящено P. aeruginosa. 
Целью таких исследований является, как правило, чисто приклад­
ной, медицинский, а не таксономический аспект проблемы. Темі 
более интересны единичные сообщения, где сведения о чувстви­
тельности псевдомонад к определенным веществам послужили 
основой для таксономических обобщений. В этой связи особого 
внимания заслуживает работа Вилкинсона [516], изучившего ли- 
зирующее действие этилендиаминтетрауксусиой кислоты (ЭДТА) 
на различные виды Pseudomonas.

Чувствительными к ЭДТА оказалось большинство исследован­
ных видов, все они были из I секции рода Pseudomonas. В гл. 5. 
мы указывали на корреляцию между содержанием фосфора в ли- 
пополисахаридах бактерий и их чувствительностью к лиганду. 
В то же время ЭДТА не снижала жизнеспособность штаммов 
«Р. iodinum», «Р. rubescens» и «Р. pavonacea» (к настоящему вре­
мени исключенных из рода Pseudomonas) и очень слабо действо­
вала на штаммы Р. diminuta и X. maltophilia.

Как мы упоминали, ЭДТА разрушает определенные связи в 
наружной мембране псевдомонад. Возможно, с особенностями 
строения мембраны связана и обнаруженная недавно их высокая 
чувствительность к солям двухвалентного бария. По данным 
Е. П. Сиволодского [78], рост Р. aeruginosa, Р. putida, P. stutzeri, 
P. alcaligenes, P. aurantiaca и P. fluorescens ингибировался при 
наличии в среде 0,25— 1,0 г/л ВаС12 или B a (N 0 3) 2, микроорганиз­
мов других таксономических групп в присутствии 17—64 г/л. На 
этом основании предложен тест для идентификации бактерий рода 
Pseudomonas.

Нашими исследованиями, проведенными на широком наборе 
видов, подтвержден вывод об избирательной чувствительности 
псевдомонад к ионам бария, хотя показатели этой чувствитель­
ности несколько отличались от цитированных выше. Виды I РНК- 
секции, т. е. «истинные» представители рода Pseudomonas были 
за небольшими исключениями чувствительны к 1— 10 г/л

63



Т а б л и ц а  14. Чувствительность различных видов бактерий рода Pseudomonas
к азотнокислому барию

Вид бактерий
Число ис­
следован­

ных 
штаммов

Минимальная 
ингибирую­
щая рост 

концентрация 
Ва (Ы03)2, г/л

Вид бактерий
Число ис­
следован­

ных 
штаммов

Минимальная 
ингибирую­
щая рост 

концентрация 
В a (NO*)*, г/л

P. aeruginosa 17 1 — 1 0 Р. fragi’ 15 1 — 1 0
P. fluorescens 41 0,5— 10 Р. taetro lens 6 1—5
P. aurantiaca 2 2 1 — 1 0 «Р. denitrifi­
P. aureofaciens 7 1—5 es ns» 1 1
«Р. lemonnieri» 8 5— 10 «Р. rathonis» 6 1 - 5
P. chlororaphis 2 1 0  * P. glathei 1 0,5
Р. putida 32 1 — 1 0 С. acidovorans 16 50
Р. stutzeri 4 1 — 1 0 С. testosteroni 8 50 **
Р. mendocina 6 0 СЛ 1 СЛ P. cepacia 17 50
Р. alcaligenes 3 1 * P. diminuta 2 50
P. pfeudoalcal1'- P. vezicularis 2 1 0
genes 2 0 0,5— 1 * X. maltophilia 78 20—50

* По одному штамму данных видов растет в присутствии 50 г/л. ** Рост одного штам^ 
ма ингибируется 10 г/л B a (N 0 3h-

Ва(НО з)2; рост микроорганизмов других секций (P. cepacia, Р. di­
minuta, Comamonas acidovorans, Xanthomonas maltophilia) тормо­
зился 50 и более г/л этого соединения (табл. 14).

Угнетающее действие ионов бария на псевдомонады ослабля­
лось или не проявлялось вообще в присутствии ионов кальция и 
магния (но не марганца, кобальта, молибдена, меди, железа). 
Можно предположить, что ионы бария являются антагонистами 
некоторых дивалентных катионов, образующих мостики между мо­
лекулами липополисахарида и мембранными протеинами и играю­
щих важную роль в стабилизации наружной мембраны. Это пред­
положение предварительно: биохимические основы избирательной 
чувствительности бактерий рода Pseudomonas к ионам бария тре­
буют специальных исследований.

Мустафа и Виттенбари [364] показали, что фитопатогенные 
бактерии («Р. tabaci», «Р. mors-prunorum», «Р. phaseolicola» и др., 
объединяемые в настоящее время под видовым названием 
Р. syringae) отличаются от флюоресцирующих сапрофитов устой­
чивостью к солям марганца и чувствительностью к солям ко­
бальта.

Фунг и Миллер [186] изучали действие 42 красителей на Ми­
кроорганизмы клинического происхождения (Staphylococcus, Mi­
crococcus, Enterobacter, Escherichia и др.). Из представителей рода 
Pseudomonas был испытан P. aeruginosa; из 42 исследуемых кра­
сителей его рост тормозил только кристаллвиолет. Действие кра­
сителей на остальные виды псевдомонад не было изучено. Между 
тем чувствительность к красителям с успехом используется в каче­
стве одного из критериев в систематике некоторых групп микро­
организмов, а многие красители входят в состав широко применяе­
мых в практике дифференциально-диагностических сред.
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Исходя из изложенного, мы поставили своей задачей изучить 
влияние на бактерии рода Pseudomonas 49 красителей различного 
химического строения, а также 14 антибиотиков и некоторых дру­
гих химиотерапевтических веществ [38]. Чувствительность бакте­
рий к антибиотикам изучали, используя стандартные диски, чув­
ствительность к красителям — на чашках с мясо-пептонным ага­
ром, содержащим 100 мкг/мл соответствующих соединений. Испы­
тывались нитро- и азокрасители, арилметановые (в том числе 
группы парафуксина и эозина), акридиновые, ксантеновые, хино- 
линовые, цианиновые и оксикетоновые красители.

Исследования показали, что представители рода Pseudomonas 
крайне гетерогенны по отношению к красителям, антибиотикам и 
другим химиотерапевтическим веществам. Определяется это хими­
ческой природой антимикробного агента, видовой принадлежно­
стью микроорганизма, а иногда и свойствами отдельных штаммов.

Прежде всего различались по широте спектра и силе действия 
на бактерии сами красящие вещества (табл. 15). Наиболее актив­
ны были арилметановые красители группы парафуксина: метил- 
виолет (угнетающий 22 из 23 исследованных видов рода Pseudo­
monas), генциан, кристаллвиолет и метиловый зеленый (тормо­
зили рост 21 вида), далия (действовал на 17 видов). Сходным с 
последним действием обладал бриллиантовый зеленый. Уже был 
антимикробный спектр хинолинового синего, риванола, гематокси­
лина, тионина, малахитового зеленого, основного фуксина и рода­
мина Ж. Остальные красители действовали на некоторые виды 
рода Pseudomonas, а два из 49 испытанных веществ — анилин- 
блау и фенолрот — вообще не угнетали ни одного штамма бак­
терий.

Анализируя чувствительность псевдомонад к красителям, мы 
можем расположить их в ряд, в начале которого находятся виды, 
устойчивые ко всем или почти ко всем испытанным веществам. 
Завершают его микроорганизмы, превосходящие по своей чувстви­
тельности к красителям многие грамотрицательные и даже грампо- 
ложительные роды и виды бактерий (энтеробактерии, стафило­
кокки) .

Наиболее резистентными к красителям были штаммы P. aureo- 
faciens и С. acidovorans (на них не действовало ни одно из испы­
танных соединений) и штаммы Р. aeruginosa, рост которых задер­
живал только метилвиолет (один штамм этого вида был также 
чувствителен к далии). На микроорганизмы сапрофитных видов 
флюоресцирующей группы, а также P. fragi, P. cepacia, P. mendo­
cina, С. testosteroni, P. taetrolens и «Р. denitrificans» действовало 
от 4 до 9 испытанных веществ, прежде всего арилметановые кра­
сители группы парафуксина. Часть видов угнеталась также рива­
нолом и хинолиновым синим. Большинство взятых в опыт штам­
мов С. testosteroni не росло в присутствии родамина Ж, а P. ce­
pacia — в присутствии метилрота.

Чувствительные к красителям виды X. maltophilia, P. pickettii 
P. pseudoalcaligenes, P. stutzeri и, наконец, P. alcaligenes угне-
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Т а б л и ц а  15. Чувствительность бактерий рода Pseudomonas к красителям

Вид, число
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П р и м е ч а н и я .  (+ ) — 80 и более % штаммов чувствительны к красителю; (—) — 20 и 
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тались всеми перечисленными выше веществами, а также рядом 
других соединений, так что в целом на штаммы X. maltophilia 
действовало 10 красителей из 48 испытанных, на P. pickettii— 13, 
на P. stu tzeri— 16, P. alcaligenes — 26. К числу красителей, угне­
тающих рост названных видов, относились тионин, малахитовый 
зеленый, азур-эозин, акридиновый оранжевый, основной фуксин, 
крезол- и метиленблау, сафранин и др. Завершал список типовой 
штамм P. vezicularis, высокочувствительный к подавляющему 
большинству испытанных соединений. Крайне чувствительными к
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красителям были и флюоресцирующие фитопатогенные бактерии 
(Р. syringae).

Сходную закономерность мы наблюдали при изучении действия 
антибиотиков на различные виды бактерий рода Pseudomonas 
(табл. 16). Как правило, виды, устойчивые к красителям, были 
устойчивы и к антибиотическим веществам. Исключение состав- 
ляли лишь штаммы P. cepacia — вида, чувствительного к ряду 
красителей, но высокоустойчивого к антибиотикам. На P. cepacia
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Т а б л и ц а  16. Чувствительность бактерий рода Pseudomonas к антибиотикам 
и другим химиотерапевтическим веществам

вид бактерий

К
ол

ич
ес

тв
о 

ис
­

сл
ед

ов
ан

ны
х 

ш
та

мм
ов

П
ен

иц
ил

ли
н

А
м

пи
ци

лл
ин

Э
ри

тр
ом

иц
ин

О
ле

ан
до

м
иц

ин

Л
ин

ко
м

иц
ин

Л
ев

ом
иц

ет
ин

Т
ет

ра
ци

кл
ин

і 
С

тр
еп

то
м

иц
ин

Н
ео

м
иц

ин

М
он

ом
иц

ин

Ге
нт

ам
иц

ин

П
ол

им
ик

си
н

Ф
ур

 а 
до

ни
н

Н
ев

иг
ра

м
он

P .  a eru g in o sa 5 в + + + в
Р* a u r e o fa c ie n s 5 + + + + — —
P . f lu o r e s c e n s 5 в + + + + + + — в
Р . p u tid a 5 — + — — — в в + + + + + — —
Р . a u r a n t ia c a 5 — + — — — — — + + + + + — в
« Р . le m o n n ie r i»  
« Р . flu o ro  —

5 — в в — — + + + + + + + — —

v io la c e u s » 5 — — — — — в в + + + + + — в
Р .  s y r in g a e 9 в + + в в + + + + + + + в +
P . c e p a c ia 5 — — — — — + — — — — + — — —
P . s t u t z e r i 2 — + + — — + + + + + в + — _ц1
P . m en d o cin a 4 в + в — — в в + + + + + — в
P . a lc a lig e n e s  
P .  p se u d o a lc a -

3 — + в в — в + + "Ь + + + в —

lig e n e s 5 — + — — — + + в + + + + — +
C . a c id o v o r a n s 5 + в + в — — — — +
€ .  t e s to s t e r o n i 5 — в в — — + + + + в + + — +
X . m a lt o p h il ia 5 — — в — — + + + в + в — +
P .  p ic k e tt i i 1 — + + + — + + + + + + — — —
P . fra g i 1 — + — — — + + + + + + — — —
P . ta e tr o le n s 1 — + + — — + + + + + + — +

1 + + + — — + + + + + + _|_ — +
+ + + + + — + + + + + + + —

5 в + + + + + + +
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чувствительны к антибиотику.

действовали лишь 2 антибиотика широкого спектра действия из 
14 испытанных — левомицетин и гентамицин.

Антибиограммы большинства видов рода Pseudomonas вклю­
чали в первую очередь антибиотики-аминогликозиды: стрептоми­
цин, неомицин, мономицин и гентамицин. Многие виды чувстви­
тельны к антибиотикам широкого спектра действия — левомице- 
тину и тетрациклину, а также к полимиксину. Однако последний, 
а также антибиотик резерва — гентамицин — были неэффективны 
по отношению к С. acidovorans. Как упоминалось выше, этот вид 
оказался высокоустойчивым и к красителям.

С переходом от резистентных к чувствительным видам рода 
Pseudomonas в антибиограммы последних включались ампицил­
лин и невиграмон (угнетающие рост Р. aurantiaca, P. stutzeri и 
др.), а на такие высокочувствительные виды, как P. vezicularis, 
действовали все испытанные антибиотические вещества вплоть до 
пенициллина.

70



Изучая действие красителей и антибиотических веществ на 
бактерии рода Pseudomonas, мы столкнулись с интересным явле­
нием, заслуживающим, на наш взгляд, особого внимания. Ряд 
красителей обладал непостоянным антимикробным эффектом в 
разных опытах, то полностью задерживая рост бактерий, то не 
оказывая на те же штаммы заметного влияния. Поскольку при 
постановке этих экспериментов чашки со средой, содержащей кра­
сители, нередко находились в условиях различной освещенности, 
мы предположили, что непостоянство результатов связано с дей­
ствием света на красители и так называемым фотодинамическим 
эффектом.

Для проверки этого предположения чашки со средой, куда 
были внесены 49 названных выше красителей, облучали лампой 
дневного света. Перед засевом чашки выдерживали в течение 1 ч 
при освещении 16— 18 000 лк. Контролем служили необлученные 
чашки с теми же красителями.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что ряд краси­
телей приобретает под действием света способность угнетать рост 
бактерий рода Pseudomonas, в том числе таких высокоустойчи­
вых к антимикробным агентам видов, как Р. aeruginosa и P. aureo- 
faciens. Это прежде всего ар ил метановые красители группы эози­
на — дихлорфлюоресцеин, йодэозин, эозинкалий, бенгальская 
роза, в обычных условиях антибиотически мало активные. Под 
влиянием облучения эти вещества приобретали способность тор­
мозить рост многих флюоресцирующих бактерий — P. cepacia, 
P. mendocina и др. (рис. 14, 15, см. на вклейке).

Значительный фотодинамический эффект мы наблюдали также 
у акридиновых красителей — риванола и акридинового оранже­
вого, сафранина, тионина, крезол-блау и гематоксилина.

Полученные данные дополняют таксономическую характеристи­
ку многих видов Pseudomonas и свидетельствуют о том, что чув­
ствительность к тем или иным химиотерапевтическим веществам 
определяется их видовой принадлежностью. Этот критерий позво­
ляет различать фенотипически сходные виды. Так, С. testosteroni 
значительно чувствительнее к красителям и антибиотикам, чем 
сходный с ним С. acidovorans. На первый действуют красители 
группы парафуксина, родамин, хииолиновый синий; в отношении 
второго перечисленные соединения не эффективны. Существенно 
различаются по чувствительности к антибиотическим веществам и 
красителям близкие виды P. pseudoalcaligenes и P. alcaligenes. 
Последний, по нашим данным, высокочувствителен к различным 
антимикробным агентам.

Наряду с заключением о чувствительности отдельных видов 
псевдомонад к определенным химиотерапевтическим веществам, 
полученные данные позволяют сделать вывод о высокой, низкой 
.либо умеренной чувствительности того или иного вида бактерий 
рода Pceudomonas к антимикробным агентам в целом, что на наш 
взгляд, также может служить частью его таксономической харак­
теристики.
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Некоторые из изученных нами соединений могут быть исполь­
зованы для селективного выделения отдельных видов или групп 
видов внутри рода Pseudomonas. К числу таких веществ относит­
ся препарат нитрофуранового ряда нитрофурантоин (фурадонин), 
эффективный в отношении грамположительных микроорганизмов 
и энтеробактерий, но не действующий на микроорганизмы флюо­
ресцирующей группы. Поэтому мы широко пользовались нитрофу- 
рантоином в концентрации 100 мкг/мл в составе питательных сред 
при выделении флюоресцирующих видов из различных природных 
источников.

Представленные результаты свидетельствуют о невозможности 
создания на основе антибиотиков или красителей одной универсаль­
ной среды, пригодной для селективного выделения из природы всех 
без исключения видов рода Pseudomonas: слишком широк диапа­
зон их чувствительности к этим антимикробным агентам. Среды, 
предложенные для этой цели и содержащие комбинации антибио­
тических веществ [207, 502], заведомо непригодны для выделения 
таких высокочувствительных микроорганизмов, как Р. syringae,. 
Р. stutzeri, «Р. denitri ficans», P. alcaligenes и др., поскольку их 
рост, по нашим данным, ингибируется этими веществами.

В то же время обнаружение соединений (ЭДТА, соли бария), 
избирательно подавляющих различные виды Pseudomonas, неза­
висимо от их чувствительности к красителям и антибиотикам, сви­
детельствует о возможности создания универсальных сред и ме­
тодов для селективного выделения микроорганизмов этой группы 
из природы и их быстрой дифференциации от других родов грам- 
отрицательных бактерий.
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ГЛАВА І

НУМЕРИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
В СИСТЕМАТИКЕ
БАКТЕРИЙ
РОДА PSEUDOMONAS

Бактерии рода Pseudomonas были одной из пер­
вых групп микроорганизмов, исследованных нумерическими мето­
дами. Целью нумерической таксономии, понятие которой введено 
в микробиологию Снитом [459, 460], является численное опреде­
ление сходства между организмами и их классификация по сте­
пени этого сходства. Такие операции выполняются с помощью 
электронно-вычислительных счетных машин.

Нумерическая систематика основывается на возможно боль­
шем числе описываемых признаков, причем признаки рассматри­
ваются как равноценные. Наряду с адансоновскими принципами 
(от имени французского ботаника Адансона — первого таксоно- 
миста, придававшего равный вес каждому признаку) были пред­
ложены и другие подходы к классификации, основанные на ана­
лизировании признаков, однако они не нашли всеобщего призна­
ния в систематике микроорганизмов.

Ранние попытки нумерической классификации бактерий рода 
Pseudomonas 1147] касались выяснения взаимоотношений между 
псевдомонадами и другими грамотрицательными палочками 
прежде всего на родовом уровне. Так, было показано четкое раз­
личие между родами Pseudomonas и Xanthomonas, с одной сторо­
ны, и между Aeromonas и Vibrio — с другой, а также близость 
двух последних родов группе «Coli-aerogenes».

На 33 штаммах Р. aeruginosa [317] были изучены границы ва­
риабельности этого вида и отобраны основные черты «гипотети­
ческого среднего организма», на основе которого авторами был 
предложен неотиповой штамм Р. aeruginosa.

Развитие геносистематики и получение сведений о нуклеотид­
ном составе ДН К бактерий позволило сопоставить эти данные с 
результатами нумерической классификации [146]. При группиров­
ке нумерическими методами 118 штаммов Pseudomonas, Xantho­
monas, Achromobacter, Vibrio и Flavobacterium, исследованных по 
150 признакам, были сформированы феноны, соответствовавшие 
родовой принадлежности (и нуклеотидному составу ДНК) изучен­
ных культур. При этом представители рода Pseudomonas образо­
вали ряд подгрупп на уровне видов.
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Глубокое исследование бактерий рода Pseudomonas с привле­
чением методов нумерического анализа было предпринято Лызен- 
ко [324]. Среди 46 исследованных им видов выявлено 18 видовых 
центров с множеством промежуточных форм между ними. Многие 
из них (Р. aeruginosa, P. aureofaciens, Р. chlororaphis, Р. putida, 
P. pseudomallei, Р. diminuta, Р. stutzeri) вошли как самостоятель­
ные виды в современные классификационные схемы и определи­
тели, а таксономическое положение других было впоследствии пе­
ресмотрено либо продолжает оставаться дискуссионным.

В 60-е годы были начаты исследования по использованию ком­
пьютеров для идентификации микроорганизмов. Эти работы, кос­
нувшиеся, в частности, бактерий рода Pseudomonas, развивались 
в нескольких направлениях. Идентификацию проводили путем 
сравнения неидентифицированного штамма с другими, ранее сгруп­
пированными при нумерической классификации в определенные 
таксоны [408], путем конструирования и использования диагно­
стических ключей [231] и, наконец, применения вероятностных 
методов. В настоящее время использование вероятностных матриц 
для идентификации аэробных неферментирующих бактерий, при­
надлежащих к 66 таксонам, обеспечивает успех в 91,5 % случа­
ях [239].

Начатые в 1966 г. исследования школы Стайниера знаменовали 
переломный этап в развитии систематики рода Pseudomonas. Как 
упоминалось выше, в ходе этих экспериментов несколько сот штам­
мов были изучены по 169 фенотипическим признакам. На первых 
этапах этих исследований распределение микроорганизмов по био­
типам, видам, видовым комплексам строилось на субъективном 
анализе полученных данных, позже для обработки полученной об­
ширной информации были привлечены методы нумерической так­
сономии [392, 396]. Степень сходства между организмами опре­
делялась путем расчета коэффициентов Sj  (в этом случае учиты­
валось сходство штаммов только по положительным признакам) и 
Ssm (сходство как по положительным, так и по отрицательным 
свойствам). Расчеты по второму методу давали значительно более 
высокие (на 10—30 %) значения коэффициентов сходства. Резуль­
таты нумерических исследований сопоставляли с результатами 
гибридизации нуклеиновых кислот.

Сочетание генетических и математических методов исследова­
ния позволило сделать некоторые интересные выводы. Так, разме­
щение на дендрограмме штаммов «Р. fluorescens-комплекса» пока­
зало, что Р. mendocina представляет собой связующее звено меж­
ду видами Р. stutzeri и Р. alcaligenes. Это же было подтверждено 
данными генетического анализа.

Между отдельными видами Pseudomonas наблюдались доста­
точно высокие показатели фенотипического сходства при отсутст­
вии филогенетического родства, однако в целом компьютерный 
анализ подтвердил классификацию рода, предложенную на осно­
вании фенотипических исследований и данных геносистематики.
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Методы нумерического анализа были использованы и при груп­
пировке бактерий исключительно по характеру спектров их угле­
родного питания. 400 штаммов псевдомонад, у которых была изу­
чена способность к усвоению более 150 различных источников 
углерода, распределялись по 29 фенонам, мало перекрывающим 
друг друга [463].

Баррет и соавт. [110] привлекли нумерические методы для 
изучения таксономической структуры биовара V (биотипа G) — 
одного из наиболее многочисленных и наименее изученных био­
варов P. fluorescens. В результате проведенных исследований 
были предложены новые биовары (VI и С) для P. fluorescens и 
Р. putida соответственно, а также отобраны признаки, позволяю­
щие их идентифицировать.

Нумерические методы были использованы и при изучении фи­
топатогенных псевдомонад [433]. Последние были разбиты на 
пять групп на основании их физиологических особенностей и спек­
тров углеродного питания. Авторы провели ревизию многочислен­
ных флюоресцирующих фитопатогенных видов рода Pseudomonas, 
«укрупнив» их до двух видов — оксидазоположительного Р. cicho­
rii и оксидазоотрицательного Р. syringae, сохранив старые видо­
вые названия в качестве «патотипов» (патовары согласно 9-му 
изданию определителя Берги).

Подразделение штаммов Р. syringae на патовары было под­
тверждено и другими иумерическими исследованиями: 80 штаммов 
этого вида, изученных по 215 признакам, образовали 3 фенона, 
соответствующие Р. syringae pv. syringae, Р. syringae pv. morsp- 
runorum и P. syringae pv. morsprunorum. раса 2 [426]. Группиров­
ка микроорганизмов с помощью ЭВМ оказалась весьма полезной 
при изучении бактерий рода Pseudomonas, выделенных из пище­
вых продуктов 1446].

Джуфс [271 j провела нумерическую классификацию 167 штам­
мов бактерий рода Pseudomonas, выделенных из сырого и пасте­
ризованного молока. Бактерии были сгрупированы в 7 фенонов, 
соответствующих определенным видам. Многие из них были фено­
типически гетерогенны. Так, у P. aeruginosa авторы наблюдали 
10 различных фенотипов, у X. maltophilia — 3. Молин и Ферн- 
стрем [351] сгруппировали нумерическими методами 218 штам­
мов бактерий, выделенных из мяса. Среди 15 образованных групп 
крупнейшей была группа из 112 штаммов Р. fragi — вида, преоб­
ладающего в микрофлоре охлажденных мясных продуктов. Осталь­
ные группы включали представителей различных биотипов Р. fluo­
rescens и Р. putida, а также родов Aeromonas и Alteromonas.

Нумерические методы широко используются при описании но­
вых видов и родов либо их ревизии. Примером могут служить 
таксономические исследования Р. paucimobilis [238], P. lundensis 
[352], рода Comamonas [167].

При выделении микроорганизмов рода Pseudomonas из различ­
ных природных источников ряда почвенно-климатических зон 
СССР, их идентификации, исследовании таксономической струк­
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туры отдельных видов рода нами неоднократно применялись ме­
тоды нумерического анализа [39, 44, 45].

Для более точной диагностики бактерий, уточнения системати­
ческого положения не поддающихся идентификации культур, от­
бора диагностически ценных признаков нами была проведена 
нумерическая классификация 260 штаммов псевдомонад, выделен­
ных в 1964— 1974 гг. из различных .природных источников, 
и 30 штаммов, полученных из разных коллекций, в том числе 
16 типовых культур.

Рис. 16. Дендрограмма, полученная при нумерической классификации бактерий 
рода Pseudomonas:
/  — P. aeruginosa (15 штаммов), I I — Р.  putida (18 штаммов), / / / — Р. fluorescens (106 штам­
мов), I V — Pseudom onas ps. А (6 штаммов), V — «Р. rathonis» (6 штаммов), VI — Pseudo­
monas sp. В (7 штаммов), VII  — Pseudom onas sp. С (6 штаммов), VIII  — Р. syringae  
(3 штамма), I X — Р.  pseudoalcaligenes (19 штаммов), X  — X. maltophilia (33 штамма), XI  — 
С. acidovorans (9 штаммов), XI I  — С. testosteroni (5 штаммов), XI I I  — Р. mendocina 
(3 штамма), X I V  — P. cepacia (3 штамма), К  — процент сходства, R — число отличий м еж ду  
штаммами

Для нумерических исследований было отобрано 120 фенотипи­
ческих признаков бактерий. Группировку штаммов по степени 
сходства проводили методом односвязевого анализа по Сокалу и 
Сниту [460] на ЭВМ М-222. Программы, реализующие алгоритмы 
классификации, составлены А. В. Паничевым [68]. Диагности­
чески ценные признаки отбирали методом редукции матрицы 
[378]. Полученные данные использовались для построения ден­
дрограммы, матрицы сходства, схемы распределения штаммов по 
группам (фенонам) с указанием наименьших расстояний (отли­
чий) между ними, а также выявления центральных (наиболее ти­
пичных по свойствам) штаммов каждой группы.

Результаты нумерической классификации бактерий представ­
лены на дендрограмме (рис. 16). Наряду с дендрограммой в ра­
боте приведена более наглядная и информативная схема распре­
деления бактерий по группам с указанием наиболее близких свя­
зей между ними и средних межгрупповых расстояний (рис. 17).

Анализ дендрограммы позволяет выделить на уровне сходства 
92,5 % (а в ряде случаев и выше) 14 групп (фенонов). Это рас­
пределение в основном согласуется с результатами проведенной 
нами предварительной идентификации бактерий. Соответствует оно
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Рис. 17. Схема общей группировки бактерий рода Pseudomonas методами нуме- 
рической классификации

и современной классификации рода Pseudomonas; большинство 
фенонов эквивалентны широко распространенным в природе ви­
дам, содержат типовые культуры и коллекционные штаммы той же 
видовой принадлежности. Характеристики многих из них находят­
ся в хорошем соответствии с литературными данными.

Образованные в результате нумерической классификации и 
обозначенные нами ранее как Pseudomonas species четыре груп­
пы бактерий не поддавались идентификации на основании суще­
ствующих определителей, хотя, по-видимому, также соответствуют 
рангу вида.

Значительное число штаммов оказалось за пределами назван­
ных 14 групп, примыкая к ним и являясь промежуточными форма­
ми между ними. (Термином «примыкающие» мы обозначили 
штаммы, сходные с тем или иным феноном по своим биологиче­
ским свойствам, но присоединяющиеся к нему на уровне сходства 
менее 92,5%.). Такие штаммы имелись почти у всех фенонов 
(см. рис. 16). 10 штаммов обладали свойствами двух групп бак­
терий одновременно, являясь, таким образом, промежуточными 
формами между ними. Промежуточные формы были нами обна-



ружены в основном между видами флюоресцирующей группы, 
а также между фенонами V и IX («Р. rathonis» и Р. pseudoalca­
ligenes). Средние межгрупповые расстояния колебались от 9—
10 между фенотипическими близкими группами (например, 9,05 
между Р. alcaligenes и Р. pseudoalcaligenes) до 30 и выше между 
группами далекими (Р. syringae — P. cepacia — 39, 11; С. acido­
v o ra n s— P. mendocina 34, 17 и т. п.).

Один из наиболее однородных по свойствам фенонов (I) со­
ставляют штаммы P. aeruginosa. Степень внутригруппового сход­
ства между ними не менее 95,8 % (отличие — 5 признаков). Цен­
тральное положение в группе занимает типовой штамм. Свойства 
штаммов хорошо согласуются с их видовым описанием.

Среди 18 штаммов Р. putida (фенон II) типовой штамм также 
занимает центральное положение. Однако эта группа значительно 
гетерогеннее по свойствам, чем Р. aeruginosa. Нумерические ме­
тоды выявляют внутри Р. putida две фенотипически отличные под­
группы. Свойства штаммов, образующих названные подгруппы, 
и проблемы их таксономии будут рассмотрены более подробно в 
разделах настоящей работы, касающихся Р. putida.

Наиболее многочисленным и сложным по структуре оказался 
фенон III, объединяющий 106 штаммов разжижающих желатин 
флюоресцирующих сапрофитных бактерий рода Pseudomonas. Как 
видно из рис. 17, в состав этого фенона включены при нумериче­
ской классификации шесть высокооднородных по свойствам под­
групп штаммов, идентифицированных ранее как P. aureofaciens, 
P. aurantiaca, «Р. lemonnieri», некоторые биовары Р. fluorescens. 
Более подробно вопросы классификации этих микроорганизмов 
рассмотрены в следующих главах при анализе таксономической 
структуры разжижающих желатин видов флюоресцирующей 
группы.

Фенон IV (Pseudomonas species А) образован шестью не­
флюоресцирующими оксидазоположительными левансинтезирую- 
щими штаммами бактерий рода Pseudomonas, выделенными нами 
из почв субтропиков, не поддающимися идентификации согласно 
существующим определителям и, по-видимому, представляющими 
собой самостоятельный вид. Центральный штамм группы — Pseu­
domonas sp. ИМВ 3187.

Фенон V («Р. rathonis») образован шестью выделенными т  
почвы беспигментными штаммами. Это монотрихи, растущие при 
42 °С, слабо усваивающие углеводы и полиспирты, ассимилирую­
щие низшие спирты и фенол. Не поддаются идентификации со­
гласно 9-му изданию определителя Берги. Свойства исследован­
ных штаммов (табл. 17) укладываются в крайне фрагментарную 
характеристику «Р. rathonis» [124], в связи с чем мы дали штам­
мам фенона V это видовое название. Центральный штамм груп­
пы — «Р. rathonis» ИМВ 2987.

Фенон VI (Pseudomonas sp. В) образован семью штаммами, 
выделенными из почвы торфяников и ризосферы различных расте­
ний. Это монотрихи, образующие включения поли-р-оксимасляной
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Т а б л и ц а  17. Признаки, ценные для дифференциации 14 групп бактерий род&
Pseudomonas

Номер групп (фенонов) и их видовой состав
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  17

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в следующих таблицах ( +  ) — наличие признака; (—) — от­
сутствие признака более чем у 80 % исследованных штаммов; (в) — наличие или отсутствие 
признака более чем у 20 % и менее чем у 80 % штаммов.
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кислоты, оксидазоположительны, анаэробно расщепляют аргинин, 
желатин не разжижают, к денитрификации не способны, к нитро- 
фурантоину чувствительны. Свойства штаммов не укладываются в 
характеристики, приведенные в существующих определителях 
(см. табл. 17). Центральный штамм группы — Pseudomonas sp. 
ИМВ 2806.

Еще одна группа штаммов, не поддающихся идентификации,— 
фенон VII (Pseudomonas sp. С.) Объединяет штаммы, выделенные 
из ризосферы, почв, полей орошения, минеральных источников. 
Бактерии представляют собой лофотрихи, содержащие аргинин* 
дигидролазу и лизиндекарбоксилазу, восстанавливающие нитраты 
до свободного азота. Часть штаммов образует включения поли- 
р-оксимасляной кислоты. Перечисленные признаки сближают их с 
фитопатогенным видом P. caryophylli, однако они существенно 
отличаются от него по спектрам углеродного питания (см. 
табл. 17) и ряду других свойств. Центральный штамм группы — 
Pseudomonas sp. С ИМВ 2773.

Фенон VIII (Р. syringae) состоит из трех штаммов флюорес­
цирующих фитопатогенных бактерий, полученных под видовым на­
званием Р. holci. Еще пять штаммов («Р. pisi», «Р. lupini», 
«Р. maculicola», «Р. vignae», «Р. lachrymans») присоединяются к 
группе на различных уровнях сходства. Все эти видовые назва­
н и я— синонимы фитопатогенного вида Р. syringae.

В состав фенона IX (Р. pseudoalcaligenes), охватывающего
19 культур, в том числе типовой штамм, при нумерической клас­
сификации были включены наряду со штаммами, не ассимилирую­
щими глюкозу, четыре культуры псевдомонад, способные к усвое­
нию этого углевода и кислотообразованию на среде Хью и Ливсона 
с глюкозой. Непостоянство этого признака у Р. pseudoalcalige­
nes отмечали и другие авторы [191]. Сравнительно небольшое 
расстояние (9,05) отделяет этот фенон от типового штамма.

Фенотипически далек от других групп и не связан с ними про­
межуточными формами фенон X (X. maltophilia), объединяющий 
33 штамма бактерий. Уровень сходства внутри группы высок 
(94,1 % и выше). Типовой штамм X. maltophilia примыкает к фе- 
нону на уровне 90,8 % сходства.

Весьма близкими оказались в наших опытах С. acidovorans 
(фенон XI) и С. testosteroni (фенон XII). Типовой штамм С. te­
stosteroni существенно (на 15 признаков) отличался от других ис­
следованных нами культур этого вида. Феноны XIII (Р. mendoci­
na) и XIV (P. cepacia) относительно немногочисленны, а свойства 
составляющих их штаммов в основном соответствуют видовым 
описаниям.

Особое место занимали типовые культуры бактерий рода 
Pseudomonas, не вошедшие в состав каких-либо фенонов. Это уже 
упомянутые нами P. alcaligenes, а также штамм Р. fragi, феноти­
пически близкий Р. pseudoalcaligenes (отличие— 12 признаков). 
Меньшую степень сходства с Р. pseudoalcaligenes проявляет
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P. taetrolens; совершенно обособленное положение занимают 
«Р. denitrificans», P. glathei, P. mesophilica и P. vezicularis.

В исследованиях по нумерической классификации были ис­
пользованы два коллекционных штамма P. stutzeri (один из них 
типовой). Различия между ними весьма значительны (26 призна­
ков). Существенно отличался от них штарм ИМВ 1979, получен­
ный нами как «Р. caudatus» и впоследствии также идентифици­
рованный как Р. stutzeri.

Используя метод редукции матрицы для диагностики 14 опи­
санных выше фенонов, мы отобрали 50 признаков (см. табл. 17), 
присущих не только определенным фенонам, но и примыкающим 
к ним штаммам. Так, типовые штаммы Р. fluorescens и X. maltop­
hilia обладали всеми отобранными видоспецифическими свойства­
ми, хотя по сумме отличий они находились за пределами фено­
нов. Таким образом, различия были обусловлены несущественны­
ми для идентификации признаками.

Изложенные данные свидетельствуют о том, что виды Р. aeru­
ginosa, X. maltophilia, С. acidovorans, С. testosteroni и Р. mendo­
cina однородны по свойствам, таксономически обособлены, доста­
точно легко диагностируются. Результаты их нумерической клас­
сификации подтверждают представление о том, что «в природе 
существуют плотные группировки микроорганизмов, отражающие 
традиционные виды и связанные немногочисленными промежуточ­
ными формами» [460]. Значительно сложнее таксономическая 
структура Р. fluorescens и Р. putida, для анализа которой необ­
ходимы наряду с нумерическими генетические и другие методы 
исследований.

Нумерические методы позволили уточнить систематическое по­
ложение некоторых ранее не поддававшихся идентификации 
штаммов бактерий рода Pseudomonas. В ходе нумерической клас­
сификации были выделены новые фенотипически обособленные 
группы штаммов, соответствующие рангу вида и нуждающиеся в 
дальнейшем изучении, например «Р. rathoris», Pseudomonas ср. А, 
В, С и др. Наконец, с помощью нумерических методов были ото­
браны диагностически ценные признаки, позволяющие дифферен­
цировать важнейшие виды рода Pseudomonas (см. табл. 17).

В дальнейшем нумерические методы были использованы нами 
при анализе таксономической структуры Р. fluorescens и Р. putida, 
Р. aurantiaca, Р. taetrolens, Р. fragi. Результаты этих исследова­
ний приведены в соответствующих разделах настоящей моно­
графии.

В последние годы ЭВМ с успехом используются повсюду, где 
необходим анализ большого объема информации (часто непосиль­
ный для исследователя). Они обязательны не только при группи­
ровке бактерий по большому числу фенотипических признаков, но 
и при анализе разнообразных биохимических данных: результатов 
секвенирования олигонуклеотидов 165 РНК, состава и последова­
тельности аминокислот в цитохромах и других белках, результа­
тов электрофореза бактериальных белков, данных масс-спектро-
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скопии интактных клеток бактерий [406] и т. д. Можно без пре­
увеличения сказать, что без использования ЭВМ современная био­
химическая систематика микроорганизмов немыслима. В то же 
время успех нумерических исследований в большой мере зависит 
от содержания информации, поступающей на ЭВМ, и методическо­
го уровня, на котором она получена, а интерпретация полученных 
результатов в известной степени определяется опытом и взгляда­
ми исследователя. Об этом убедительно свидетельствуют приве­
денные выше литературные данные: вклад нумерической таксоно­
мии в изучение бактерий рода Pseudomonas на протяжении двух 
последних десятилетий находился в прямой зависимости от обще­
го уровня исследований в области систематики этой группы ми­
кроорганизмов.
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ГЛАВА 8
АНТИБИОТИЧЕСКИЕ ВЕЩЕСТВА,
ОБРАЗУЕМЫЕ
БАКТЕРИЯМИ
РОДА PSEUDOMONAS

Бактерии рода Pseudomonas, несмотря на свою вы­
сокую биологическую активность и широкое распространение в 
природе, сравнительно слабо изучены как продуценты антибиоти­
ческих веществ, а таксономическая ценность этого признака вооб­
ще не исследована. Отдельные, наиболее изученные виды рода 
представляют собой настоящие «фабрики антибиотиков». Так, из 
P. aeruginosa выделено более 30, из P. fluorescens — более 20 раз­
личных антибиотических веществ [1, 82, 93].

Среди нефлюоресцирующих бактерий рода Pseudomonas ан­
тибиотическая активность изучена у немногих видов, и описаны 
буквально единичные продуценты антибиотиков. В целом способ­
ность к синтезу антибиотиков установлена не более чем у 20 ви­
дов псевдомонад из свыше 200 описанных в литературе. Эти 
20 видов синтезируют крайне разнообразные по структуре ан­
тибиотические вещества. Строение большинства из них установ­
лено и подтверждено встречным синтезом. Накопленные в этой 
области данные кратко рассмотрим, исходя из классификации 
антибиотиков, основанной на их химическом строении, и остано­
вимся несколько подробнее на антибиотических веществах, выде­
ленных нами из бактерий рода Pseudomonas.

АНТИБИОТИКИ АЦИКЛИЧЕСКОГО СТРОЕНИЯ
Способность к синтезу ациклических антибиотиков 

широко распространена у бактерий рода Pseudomonas. К их чис­
лу относится прежде всего антифунгин, выделенный Я. П. Худя­
ковым и соавт. [92] из культуральной жидкости «Р. mycophaga». 
Антифунгин-сырец активен по отношению к грамположительным 
и грамотрицательным бактериям в концентрации 10 мкг/мл. Он 
действует на возбудителя вилта хлопчатника Verticillium dahliae, 
в связи с чем высказывалось мнение о перспективности его при­
менения в борьбе с грибными заболеваниями растений. В дальней­
шем было показано [72], что антифунгин представляет собой 
комплексный препарат, содержащий смесь уксусной, пропионовой, 
масляной, валериановой, капроновой и салициловой кислот. Наи­
более активный компонент смеси — ft-капроновая кислота — угне­
тала рост Verticillium dahliae в разведении 1 *.40 960.

Ряд антибиотических веществ, содержащих жирные кислоты, 
выделен из культуральной жидкости P. aeruginosa [117]. Это рам-

84



нолипидпиолиповая кислота, состоящая из одного остатка рамно- 
зы и двух остатков 1-р-оксидекановой кислоты и активная в отно­
шении Mycobacterium tuberculosis в концентрации 30 мкг/мл.

Рамнолипиды (Р. aeruginosa)

Менее активен другой рамнолипид из P. aeruginosa, содержа­
щий две молекулы рамнозы. При выращивании на средах с я- 
алканами штаммы синегнойной палочки синтезируют два вида 
гликолипидов, угнетающих in vitro грамположительные бактерии, 
микоплазмы и некоторые вирусы [258].

Рамнолипиды синегнойных бактерий не нашли применения в 
качестве антибиотических веществ, однако оказались весьма цен­
ными для практики поверхностно-активными соединениями. Расту­
щий интерес к поверхностно-активным синтезируемым микроорга­
низмами веществам связан со способностью этих соединений 
эмульгировать, разделять фазы, уменьшать вязкость нефти 
[398], отсюда — возможности их применения в сельском хозяй­
стве, текстильной и пищевой промышленности, вторичной добыче 
нефти. Рамнолипиды играют важную роль при росте P. aeruginosa 
на избытке углеводородов [233].

В настоящее время разработаны методы получения рамнолипи- 
дов на жидких питательных средах с помощью глубинного куль­
тивирования P. aeruginosa [416]. Несомненно, представляет ин­
терес и поиск новых продуцентов поверхностно-активных соедине­
ний, и по-видимому, вести его следует в нефтеносных почвах и 
других экологических нишах, где синтез этих вторичных метабо­
литов дает бактериям селективные преимущества.

Антибиотик, названный бонгкрековой кислотой, был выделен 
Ван Вином и Мертенсом [498] на Яве при массовых отравлениях 
туземным пищевым продуктом «бонгкрек». Продукт изготовляется 
из кокосового ореха с помощью гриба Rhyzopus orysae, однако, 
как показали авторы, к пищевым отравлениям вело инфицирова­
ние «бонгкрека» микроорганизмом Pseudomonas cocovenenans. 
Этот продуцент образует несколько антибиотических веществ, два 
из них высокотоксичны, в том числе токсофлавин — гетероцикли­
ческий антибиотик, на свойствах которого мы остановимся ниже, 
ненасыщенная разветвленная бонгкрековая кислота общей форму­
лы СгвНзвОу [323]. В основе токсического действия бонгкрековой 
кислоты на животные клетки лежит угнетение обмена адениновых 
нуклеотидов в митохондриях. Антибиотик обладает значительной 
фунгицидной активностью, угнетает как рост многих микроскопи­
ческих грибов, так и прорастание спор [473].
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Из штамма P. fluorescens NCIB 10586 Фуллером и соавт. 
[185] получен активный антибиотик общей формулы С26Н44О9, на­
званный псевдомоновой кислотой. По химическому строению псев- 
домоновая кислота не имеет сходства с другими антибиотическими 
веществами, применяемыми в клинике. Ее основной антибио­
тически активный компонент — псевдомоновая кислота А — состо­
ит из 9-оксинонановой кислоты, гидроксил которой присоединен к 
остальной части молекулы — С^-фрагменту (моновой кислоте) 
f 138] через а, p-ненасыщенную эфирную связь.

Минорными компонентами этого семейства структурно родствен­
ных антибиотиков являются псевдомоновые кислоты В и С [137, 
144]. Осуществлен химический синтез псевдомоновой кислоты из 
рибозы [441]. Тем не менее получение препарата для медицинской 
практики осуществляется глубинным выращиванием P. fluores­
cens. С помощью мутагенеза селекционирован активный штамм 
P. fluorescens и изучены пути биосинтеза оригинальной, ранее не 
выделенной из природы жирнокислотной части антибиотика [176]. 
Впоследствии псевдомоновая кислота получила название мупиро­
цина. Под этим названием антибиотик включен в Британскую 
фармакопею и принят Всемирной организацией здравоохранения.

Имея структурные группировки, сходные с изолейцином, мупи- 
роцин обратимо связывается с изолейцил-тРНК-синтетазой, пре­
пятствуя включению изолейцина в белок и блокируя таким обра­
зом белковый синтез [246].

Механизм действия мупироцина [135J

Спектр антимикробной активности мупироцина In vitro вклю­
чает прежде всего стафилококки и стрептококки, в том числе 
штаммы, множественно устойчивые к антибиотикам [135]:

Мупиродин — литиевая соль псевдомоновой 
кислоты
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Тест-микроорганизм

Минимальная 
концентрация, 
ингибирующая 

рост, мкг/мл

Staphylococcus aureus Ox­
ford
S. aureus Paler 
Streptococcus pneumoniae 
Streptococcus C (equi) 
Lactobacillus acidophilus 
Neisseria catarrhalis 
Bacillus subtilis 
В. alcaligenes 
Vibrio cholerae 
Escherichia coli 
Corynebacterium diphte- 
riae mitis
Klebsiella pneumoniae 
Pseudomonas pyocyanea 
Proteus vulgaris 
Salmonella typhi 
Shigella Flexneri 
Candida albicans

> 5 00 ,0
125.0 

>500 ,0
500.0
250.0
250.0 

>500,0

0,5
0,125
0,25

125,0
1.25
1.25 
0,25

25,0
1.25 

12,5

Их рост, как правило, подавляется мупиродином в концентра­
ции 0,015—0,03 мкг/мл, редких штаммов — в дозе 2 мкг/мл. Выше 
приведен спектр антимикробного действия мупироцина [528]. 
В близких к минимальным ингибирующим рост концентрациях ан­
тибиотик оказывает бактериостатическое действие, в более высо­
к и х— бактерицидное. Активность мупироцина возрастает со сни­
жением pH, что существенно для его местного применения, по­
скольку pH кожи — 5,5 [135]. Большинство грамотрицательных 
бактерий устойчиво к мупироцину, исключая Haemophilus influen­
zae, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoea и Bordettella per­
tussis (минимальная ингибирующая концентрация 0,25 мкг/мл). 
Антибиотик связывается кровью, сывороткой, гноем, а при введе­
нии непосредственно в кровяное русло он быстро разрушается не­
специфическими эстеразами и, следовательно, не может исполь­
зоваться для системного применения. Вместе с тем он оказался 
высокоэффективным лечебным средством при первичных и вто­
ричных кожных инфекциях и дал прекрасные результаты при 
санации носоглотки в борьбе с носительством метициллинустойчи- 
вых стафилококков, вызывающих вспышки госпитальной инфек­
ции [135, 503]. Лекарственная форма мупироцина, представляю­
щая собой 2 %-й раствор литиевой соли антибиотика в полиэтилен- 
гликоле, под названием «Бактробан» применяется в клинической 
практике. Этот малотоксичный и высокоэффективный препарат 
для местного применения не дает перекрестной устойчивости к 
.используемым в клинике антибиотикам; устойчивость к мупиро­
цину развивается слабо и не достигает высоких уровней.

Антибиотиком алифатической природы, содержащим в своей 
молекуле жирнокислотные фрагменты, является и АЛ-87, выде­
ленный нами из бактерий рода Pseudomonas [36]. Продуцент
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антибиотика при нумерической классификации был отнесен к са­
мостоятельной группе микроорганизмов (Pseudomonas species А), 
по-видимому, представляющих собой новый вид. Отличительной 
особенностью этих бактерий было образование, особенно на 
средах, содержащих глюкозу, желто-бурого, диффундирующего в 
среду пигмента. При этом колонии продуцента также окрашива­
лись в желто-бурый цвет, более темный, чем среда.

Как показали исследования, высокая антагонистическая актив­
ность продуцента обусловлена его пигментным комплексом, 
а также неокрашенными антибиотическими веществами, выделяе­
мыми в среду одновременно с пигментом. Все эти продукты экстра­
гировались хлороформом. Активность неочищенного суммарного 
хлороформенного экстракта в отношении Staphylococcus aureus 
209 составляла 1 мкг/мл.

Фракционирование хлороформенного экстракта на отдельные 
компоненты осуществляли в тонком слое на кремниевой кислоте в 
системе хлороформ — метанол в отношении 90 :5 .  Хроматограммы 
проявляли 5%-м спиртовым раствором фосфорно-молибденовой: 
кислоты с последующим прогреванием при 120 °С. Тонкослойная 
хроматография показала наличие в составе антибиотика-сырца 
пяти фракций, три из которых давали темно-синее окрашивание 
с фосфорно-молибденовой кислотой. Ниже мы приводим некото­
рые физико-химические характеристики и данные о биологической 
активности компонентов полученного препарата.

I ф р а к ц и я .  Соломенно-желтое кристаллическое вещество с 
Rf  0,8, содержание в препарате 70—80 %. Содержание азота 
12,5%; ^mafH =  250 и 365 нм, температура плавления 238 °С. На 
основании этих данных вещество идентифицировано как феназин-
1-карбоновая кислота.

II ф р а к ц и я .  Аморфный порошок вишнево-красного цвета с 
Rf  0,5 (хлороформ — метанол 9 0 :5 ) ,  растворимый в хлороформе, 
спирте, ацетоне. А,^а°^ =205, 238 и 420 нм, содержание в препара­
те 1 %. Это вещество не обладало антибиотической активностью* 
не содержало серы, проба на азот была положительной.

III ф р а к ц и я, содержащаяся в препарате в количестве до 
10 %, представляла собой смолообразное вещество, была высоко­
активна и многокомпонентна, хорошо растворима в органических 
кислотах и щелочах. Ее активность в отношении S. aureus 209 со­
ставляла 0,01—0,005 мкг/мл.

Описанный выше комплекс антибиотиков имелся у всех иссле­
дованных штаммов Pseudomonas species А, хотя содержание его 
было различным.

Разделение фракции III повторной хроматографией показало,, 
что ответственным за ее антимикробную активность является ве­
щество с Rf  0 ,2. Это соединение, названное нами антибиотиком 
АЛ-87, не содержит серы, дает положительную пробу на азот; его 
^ т а ? Н = 205 и 229 нм. Обращает на себя внимание крайняя изби­
рательность препарата в отношении стафилококков и своеобразие
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Т а б л и ц а  18. Спектр антимикробного действия антибиотика AJ1-87 из Pseudo-
monas species

Тест-микроорганизм

Доза, мкг/мл

бактериостатическая бактерицидная

Staphylococcus aureus 209 0 , 0 1 0 , 0 1

Micrococcus roseus 1 0 0 , 0 Не исследовали
M. luteus 1 0 0 , 0 —
Sarcina species 1 0 0 , 0 —

Bacillus cereus 1 0 0 , 0 1 0 0 , 0

B. mycoides 2 0 , 0 50,0
Mycobacterium B5 — —
Corynebacterium michiganense 50,0 Не исследовали,
Escherichia coli 2 0 , 0 1 0 0 , 0

Erwinia aroidea 1 0 , 0 5,0
Proteus vulgaris 1 0 , 0 1 0 0 , 0

Pseudomonas aeruginosa — —
P. tabacum 1 0 , 0 2 0 , 0

Xanthomonas malvacearum 50,0 Не исследовали'
X. vesicatoria — —

Candida albicans — —

Microsporum lanosum — —

Trichophyton gypseum

П р и м е ч а н и е .  (—) — вещество в концентрации до 200 мкг/мл не действует на тест- 
микроорганизм.

спектра его антимикробного действия: антибиотик АЛ-87 не влия­
ет или оказывает слабое угнетающее действие на другие грампо- 
ложительпые микроорганизмы, не тормозит рост патогенных гри­
бов и дрожжей рода Candida и проявляет различную степень ак­
тивности в отношении энтеробактерий (10—50 мкг/мл) (табл. 18). 
Таким образом, это вещество обладает уникальным антимикроб­
ным спектром: его характеризует избирательная активность в отно­
шении стафилококков при почти полном отсутствии угнетения дру­
гой грамположительной микрофлоры. В этом его принципиальное 
отличие как от антибиотиков, угнетающих только грамположи- 
тельные бактерии, так и от препаратов широкого спектра действия.

Полирезистентные к антибиотикам клинические штаммы ста­
филококков, полученные нами из онкологических отделений и хи­
рургических клиник, были чувствительны к антибиотику АЛ-87 
уже в концентрации 0,01 мкг/мл. Его активность в отношении кли­
нических штаммов протея составляла 20—50 мкг/мл и превышала 
таковую нитрофурантоина, используемого в хирургии в качестве 
местного средства для борьбы с инфекциями, вызванными протеем.

Антибиотик АЛ-87 малотоксичен: белые мыши переносили при 
однократном подкожном введении до 15 мг препарата, т. е. 750 мг 
на 1 кг живой массы.

Результаты изучения химических свойств и биологической ак­
тивности этого соединения свидетельствуют о том, что это новый 
не описанный ранее антибиотик с уникальным спектром антимик­
робного действия, что позволило предположить и своеобразие ме­
ханизма его влияния на микробную клетку.
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Установлено, что антибиотик 
АЛ-87 вызывает у чувствительно­
го штамма S. aureus 209 значи­
тельное утолщение клеточной 
стенки и нарушение регуляции 
процессов деления [84]. Синтез 
белка и нуклеиновых кислот, по- 
видимому, не является основной 
мишенью действия антибиотика, 
поскольку его суббактериостати- 
ческие концентрации не оказыва­
ют существенного влияния на 
включение меченых предшествен­
ников (3Н-лейцина, 3Н-уридина, 
3Н-тимидина) в белок и нуклеи­
новые кислоты S. aureus 209 [82].

В то же время антибиотик 
АЛ-87 вызывал существенные из­
менения жирнокислотного соста­
ва чувствительного к нему штам­
ма С. aureus 209: укорочение 
длины цепи, повышение ненасы- 
щенности, в том числе за счет 
появления ненасыщенных развет­

вленных жирных кислот, приводящие, согласно современным пред­
ставлениям, к повышению текучести и проницаемости мембраны 
[84] (рис. 18). Действие антибиотика на микроорганизмы других 
таксономических групп Escherichia coli и Micrococcus luteus, раз­
личающихся как качественно, так и количественно по жирнокис­
лотному составу, было сходно с действием на стафилококки и 
выражалось в изменении жирнокислотного состава липидов в сто­
рону их ненасыщеиности.

В наблюдаемых изменениях мембраны участвовали жирные 
кислоты нейтральных липидов и фосфолипидов стафилококка. По­
вышение мембранной проницаемости было подтверждено повы­
шенным выходом в среду ряда аминокислот под влиянием суб- 
бактериостатических концентраций антибиотика АЛ-87.

К ациклическим азотсодержащим антибиотически активным 
соединениям относится фрагин — антибиотик, полученный япон­
скими авторами из Р. fragi и представляющий собой И-2Ы-нитро- 
зогидроксил-амино-3-метил-бутил (каприламид) [366, 367].

Рис. 18. Действие антибиотика АЛ-87 
на жирнокислотный состав клеток 
Staphylococcus aureus 209:
а  — среда без антибиотика, б — в присут­
ствии 0,02 мкг/мл антибиотика; 1—3 — не- 
идентифицированные жирные кислоты, 4 — 
С із р. н., 5 — Cis р., 6 — C is  ; о. 7 — 
С1в р. н.. 8 — Cie р., 9 — Сіб : 0,10 — Ci7 р. н„ 
11 — Cir p.t 12 — С 17, о 13 — Cie р. н., 14 — 
Cis р., 15 — C is : 0, ^  — Сі» р. н .,1 7  — Сш р., 
18 — C i9 ; о*19 — С2о р. н., 20 — С2о р., 21 — 
с 20 ; 0* 22 — неидентифицированная жирная 
кислота (н,— ненасыщенная, р.— развет­
вленная)
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Уникальная N-нитрозогидроксиламиногруппа фрагина обеспечи­
вает его антимикробные, противоопухолевые и антивирусные свой­
ства. Антибиотик действует на Bacillus subtilis, Escherichia coli, 
Penicillium chrysogenum, Saccharomyces cerevisiae в концентрации 
100 мкг/мл, угнетает in vitro клетки саркомы Иошида и размноже­
ние некоторых вирусов, проявляет цитотоксическое действие в от­
ношении проростков салата и капусты.

Антибиотики ацетиленового ряда сепацины А и В выделены из 
штамма P. cepacia АТСС 39356 [397].

Эти активные в отношении грамположительных и грамотрица- 
тельных бактерий антибиотические вещества близки по строению 
немотину — ацетиленовому антибиотику, образуемому некоторыми 
базидиомицетами. Сепацины сходны по своим химическим свойст­
вам, токсичности, антимикробной активности. Так, для сепацина А 
АтахН =248,261,5  и 277 нм; для сепацина В — соответственно 
248, 262 и 277 нм; их LD50 для мышей при однократном внутри- 
брюшинном введении составляет 30 и 25 мг/кг для сепацинов А и 
В соответственно.

Низкомолекулярные, содержащие азот и серу антибиотики- 
флюопсины выделены из P. fluorescens двумя независимо работав­
шими группами японских авторов. Одной из них эти вещества 
были получены на средах с сахарозой и соевой мукой [173], дру­
гой— на средах с парафинами [259, 450]. При высоком содержа­
нии в среде меди синтезируется преимущественно флюопсин С, 
представляющий собой комплекс с медью, при ограничении в 
среде меди образуется флюопсин F (комплекс с железом).

Синтезированы комплексы флюопсинов с серебром, кобальтом, 
цинком и другими металлами. Позже флюопсины были найдены

Сепацины А (I) и В (II) (P. cepa­
cia)

Флюопсины (р. fluorescent)
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[334] у штамма «P. reptilivora» (согласно современной терминоло­
гии биовар У Р. fluorescens).

Флюопсины проявляют высокую активность в отношении мно­
гих грамположительных и грамотрицательных бактерий, действуют 
in vitro на клетки HeLa, саркомы 180 и аденокарциномы Эрлиха. 
Однако in vivo флюопсины неактивны, кроме того, они весьма ток­
сичны. К азотсодержащим ациклическим антибиотическим вещест­
вам относится 2-амино-4-метокси-г/?аяс-3-бутеновая кислота, обра­
зуемая P. aeruginosa и действующая на грамположительные и 
грамотрицательные бактерии. Это вещество образуется как на бо­
гатых органических средах, так и при росте продуцента на средах 
с гексадеканом [428]. Антибиотик является антиметаболитом, его 
действие на тест-микробы снимается метионином или гомоцистеи- 
ном.

АНТИБИОТИКИ АРОМАТИЧЕСКОГО СТРОЕНИЯ

Простейшим антибиотиком ароматической структу­
ры, образуемым бактериями Pseudomonas, является салициловая 
кислота — широко применяемое в медицинской практике и пище­
вой промышленности антисептическое средство. Псевдомонады об­
разуют салициловую кислоту из нафталина, среди активных проду­
центов описаны штаммы P. fluorescens, P. aeruginosa и «Р. denitfi- 
ficans» [28].

Из клеток штамма Pseudomonas species Канда и соавт. [289] 
выделили новый антибиотик ароматического строения. Этот препа­
рат, активный против грамположительной флоры, микобактерий,, 
дрожжей и грибов, представляет собой 2я-гексил-5-я-пропилре-
чппттин

2я- Г ексил-5я-пропилрезорцин

Ароматическое ядро содержит противоопухолевый антибиотик 
бактоболин, выделенный японскими авторами из Pseudomonas spe­
cies BMG 13-А 7 [297]. Тот же продуцент способен к синтезу из 
бактоболина его аланилзамещенного производного, действующего 
на грамположительные и грамотрицательные бактерии и опухоли.

Антибиотик — произ­
водное резорцина из 
Pseudomonas sp.

Комплекс антибиотиков ароматической структуры выделен на­
ми из штаммов флюоресцирующего вида P. aurantiaca [31 , 32] .



Т а б л й ц а  19. Некоторые физико-химические свойства антибиотических веществ, выделейных из Pseudomonas aurantiaca
ИМВ 31

Элементарный состав, % Реакция с А/ в
Вещество Внешний вид Температура 

плавления, °С С н о
FeCl j в спир­

товом раст­
воре

лшах в 
УФ-лу- 

чах

Инфракрасный спектр, ча­
стота, см *

Компонент I Бесцветные па­
лочки и пла­
стинки

264 —265 с раз­
ложением **

47,75 4,55 37,70 Красное
окрашивание

285* 900 (слабый), 1080 
(средний), 1100— 1130 
(слабый), 1280 (сла­
бый), 1380 (слабый), 
1420— 1440 (средний), 
1590, 1630— 1640 (очень 
сильный), 3190 (слабый)

Компонент II Бесцветные
кристаллы

168 57,00 4,70 38,30 То же 270 905 (слабый), 1310 (силь­
ный), 1440 (средний), 
1610— 1640 (очень силь­
ный пик), 3480 (размы­
тый)

Компонент III Белое кристал­
лическое веще­
ство

218—219 56,76 4,70 38,44 Фиолетовое
окрашивание

290 840 (слабый), 1080 (сред­
ний), 1180 (средний), 
1140— 1460 (средний), 
1620 (сильный), 3600 
(средний), 3150—3480 
(размытый)

* Спектр поглощения снят в спиртовой щелочи. ** После двукратного хроматографирования на колонке.



Высокой антибиотической активностью и широким спектром анти­
микробного действия характеризовались все 36 исследованных на­
ми штаммов P. aurantiaca. Комплексный антимикробный препарат 
был впервые получен из штамма P. aurantiaca ИМВ 31, в связи с 
чем был назван «препаратом 31».

Для выделения антибиотика культуральную жидкость, получен­
ную при выращивании бактерий на среде 'Кинг А [284] в условиях 
аэрации, дважды экстрагировали серным эфиром. Объединенные 
эфирные экстракты обрабатывали 1%-м водным раствором NaOH, 
водный раствор подкисляли разбавленной соляной кислотой до 
рН 3—4. При этом антибиотик выпадал в осадок, который извлека­
ли эфиром. Препарат получали в виде светло-коричневого порош­
ка, растворимого в спирте, ацетоне и 2н. ІМаНСОз при нагревании. 
Полученный антибиотик-сырец обладал значительной активностью 
в отношении грамположительных микроорганизмов: спорообразую­
щих грамположительных палочек — Bacillus anthracis, В. mycoides, 
В. cereus и др. (бактериостатическая доза 0,5— 1 мкг/мл), стафило­
кокков и стрептококков (1 мкг/мл), коринебактерий (0,5— 
1 мкг/мл), микобактерий (0,5—4 мкг/мл). В концентрации 2— 
4 мкг/мл антибиотик угнетал рост бруцелл и грибов-дерматофитов. 
Его бактериостатическая концентрация была близка к бактери^ 
цидной.

Препаративное разделение антибиотика 31 осуществляли хро­
матографически на колонке с водной кремневой кислотой. Элюцию 
компонентов с колонки производили хлороформом, а затем хлоро­
формом с 2 % метанола. По порядку выхода с колонки и по хро­
матографической подвижности компоненты обозначили I, II, III. 
Основным веществом, ответственным за антибактериальную актив­
ность препарата, явился компонент II. Его содержание в препарате 
составляло от 35 до 78 %.

Компоненты I, II, III представляли собой кристаллические ве­
щества. Как видно из табл. 19, все они имели близкий химический 
состав, сходные УФ- и ИК-спектры (рис. 19, 20), обладали кислы­
ми свойствами и давали в спиртовых растворах характерную для

фенолов цветную реакцию с FeCla;
На основании данных элементарно- 

го анализа и определения молекуляр­
ной массы (210) определена формула 
компонента II — С10Н 10О5. Установле-

Рис. 19. УФ-спектры спиртовых растворов антибиотиков из Р. aurantiaca 
Рис. 20. ИК-спектр компонента II (2,4-д.иадетилфлороглюцина)
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но, что компонент II кристаллизуется с 0,5 моль Н20 . Состав 
кристаллогидрата: С — 54,59; Н — 5,13; О — 40,28.

Спектр ЯМР показал наличие в молекуле компонента II двух 
метальных групп, фенольных гидроксилов и хелатной группировки. 
Наличие в молекуле компонента II карбоксильной группы было 
подтверждено получением соответствующего гидразона.

Таким образом, компонент II — антибиотически активное нача­
ло штаммов Р. aurantiaca — представляет собой вещество аромати­
ческой природы с эмпирической формулой Ci0H 10O5, содержащее 
в молекуле две метильные и карбонильные группы. Это соединение 
дает характерную для производных флороглюцина красно-фиолето­
вую реакцию с «сосновой лучиной». Все изложенное позволило 
предположить, что компонент II относится к классу производных 
флороглюцина.

Данные о выделении и химическом изучении антибиотических 
веществ из Р. aurantiaca опубликованы нами в марте 1969 г. В мае 
того же года ленинградские исследователи А. В. Боровков, 
Я. П. Худяков и Т. К. Редди, изучая, независимо от нас, фитотокси­
ческие метаболиты почвенных бактерий, опубликовали данные по 
расшифровке структуры двух веществ из штамма Р. fluorescens 
26-0. Антибиотические свойства этих соединений не были описаны. 
Одно из них — 2,4-диацетилфлороглюцин — оказалось идентичным 
компоненту II, другое — флорацетофенон — компоненту III [74L
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Антибиотики — производные флороглюцина из P. aurantica:
/  _  диацетилфлороглюцин, / /  — флорацетофенон, 111 — триацетилфлороглюцин, IV  — ди-(2,4~ 
диацетилфлороглюцин) метан

2,4-Диацетилфлороглюцин и флорацетофенон не являются новы­
ми соединениями. Они были получены ранее [113] путем химиче-



Т а б л и ц а  20. Антимикробная активность индивидуальных компонентов
антибиотического препарата из Pseudomonas aurantiaca

Тест-микроорганизм
Бактериостатическая доза, мкг/мл*

Компонент I Компонент II

Staphylococcus aureus 209 0,5 1 , 0

S. aureus УФ-3 0 , 1 0 , 1

Sarcina sp. 1 , 0 5,0
Streptococcus pyogenes 0 , 1 0,5
S. faecalis 0 , 1 0 , 1

Bacillus subtilis 0 , 2 0,5
В. cereus 0 , 2 1 , 0

В. mycoides 0 , 1 0,5
Mycobacterium B5 0 , 1 2 , 0

M. luteum 0 , 1 0,5
Corynebacterium michiganense 0 , 1 0,5
Caryophanon latum 0 , 1 1 , 0

Actinomyces griseus 1 , 0 1 , 0

Proteus vulgaris Не действует 50,0
Escherichia coli « » 50,0
Pseudomonas aeruginosa « » Не действует
Erwinia aroidea « » 1 0 0 , 0

Candida albicans « » 2 0 0 , 0

Fusarium avenaceum « » 50,0
Verticillum dahliae « » 1 0 0 , 0

Aspergillus flavus « » 2 0 0 , 0

Trichophyton gypseum « » 50,0
Microsporum equinum « » 50,0
Epidermophyton K. W. « 50,0
Alternaria sp. « » 50,0
Ascophyta imperfecta « » 1 , 0
Sclerotinia libertiana « » 0,5

* Компонент III антимикробной активностью не обладал.

ского синтеза, однако их биологическая активность широко изуче­
на нами впервые. Антибиотически высокоактивным веществом ока­
зался 2,4-диацетилфлороглюцин (компонент II) (табл. 20). Его 
антимикробное действие проявляется прежде всего в отношении 
грамположительных бактерий — спорообразующих палочек, стафи­
лококков и стрептококков, коринебактерий и микобактерий. Анти­
биотик полностью задерживает рост кишечной палочки и протея 
в концентрации 50 мкг/мл, Erwinia a ro idea— 100 мкг/мл., Candida 
albicans — 200 мкг/мл. Его фунгистатические дозы в отношении 
ряда грибов, как сапрофитных, так и вызывающих дерматомикозы, 
колеблются в пределах 0,5—200 мкг/мл. Бактерицидные дозы пре­
парата близки бактериостатическим; при наличии в среде 20 % 
сыворотки его бактериостатическая доза возрастает в 100 раз.

Максимальная переносимая доза компонента II для мышей при 
однократном подкожном введении составляет 125 мг/кг, LD50 — 
162,5, LDioo — 200 мг/кг.

Значительным ингибирующим действием в отношении ВТМ об­
ладают II и III компоненты антибиотика 31, вызывая снижение ко­
личества некрозов на 47—64 % по сравнению с контролем, причем
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Т а б л и ц а  21. Противоопухолевые и антивирусные свойства компонентов
антибиотического препарата 31

Биологическое 
действие препа­

рата
Тест-объект

Оценка биологиче­
ского действия 

препарата

Компо­
нент I

Компо­
нент II

Компонент
III

Влияние на эк­
сперименталь­
ные опухоли мы­

Аденокарцино­
ма Эрлиха 
Саркома 37

Торможение раз­
вития опухолей у 
мышей, %

57,2 11,9 21,5

шей Саркома К-239 79,3
51,6

17,2 
Не ис­

следован

54,2
98,0

Антивирусные Вирус табач­ Торможение не­ 37,0 47,0 45,0
свойства ной мозаики кротической реак­

ции, вызванной 
ВТМ, %

43,0 59,0 64,0

Вирус гриппа 
А2

Г емагглютини- 
рующий титр ви­
руса в куриных 
эмбрионах, ГО/мл

320/320 Сниже­
ние в 
9 раз

Сниже­
ние в 

2  раза

активность их в опытах in vivo выше, чем in vitro (табл. 21). Зна­
чительную активность проявляют эти же вещества и в отношении 
вируса гриппа А2, снижая в опытах in ovo титр гемагглютинина в
9 и 2 раза соответственно.

При экспериментальной гриппозной инфекции белых мышей, 
вызванной вирусом гриппа A (PR-8), наиболее активным оказался 
компонент III (флорацетофенон), который способствовал выжива­
нию 73,3 % мышей при гибели всех животных в контроле. Данные 
этих опытов характеризовались высокой степенью достоверности.

Установлена способность 2,4-диацетилфлороглюцина и флораце- 
тофенона индуцировать образование эндогенного интерферона 
[63]. Среди минорных соединений, сопутствующих 2,4-диацетил- 
флороглюцину, А. В. Боровков и Т. К. Редди обнаружили анти­
микробно менее активный триацетилфлороглюцин — соединение, 
также полученное ранее путем химического синтеза. Исследован­
ные нами штаммы P. aurantiaca этого вещества не синтезировали, 
но продуцировали компонент I, строение которого установлено на­
ми совместно с С. Е. Есиповым [21]. Данные элементарного анали­
за и определение молекулярной массы масс-спектрометрическим ме­
тодом (т / е  432, М+) позволили предположить для компонента I 
эмпирическую формулу с 21н 20о ,0 (С - 57,8 %, н  -  4,6 %).

Наличие в масс-спектрах компонентов I и II общих фрагментов 
(рис. 21) и идентичность путей их образования позволили предпо­
ложить, что компонент I построен из двух ароматических замещен­
ных колец, строение которых близко или аналогично 2,4-диацетил- 
флороглюцину, соединенных между собой метиленовым мостиком, 
т. е. представляет собой ди-(2,4-диацетилфлороглюцил)метан. 
Этот вывод хорошо согласуется с данными спектра ЯМР-!Н ком­
понента I, снятого в дейтерохлороформе.

Для окончательного подтверждения предполагаемой нами 
структуры компонента I был проведен встречный синтез этого
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Рис. 21. Масс-спектры компонентов 1| (а) и I (б) из Р. aurantiaca

соединения с использованием в качестве исходного продукта 2,4- 
диацетилфлороглюцин а. Полученное с выходом 70 % соединение по 
своим физико-химическим характеристикам (ИК-, УФ-, масс-спект­
ру и ЯМ Р^Н ), температуре плавления смеси полностью соответст­
вовало образцу, выделенному из культуральной жидкости Р. au­
rantiaca.

Компонент I — ди- (2,4-диацетилфлороглюцил) метан — пред­
ставляет собой новое, ранее не описанное соединение. Сходные с 
ним по строению вещества выделены из различных видов папорот­
ника и применяются как противогельминтные средства, многие из 
них обладают антимикробной активностью.

Спектр антимикробного действия компонента весьма узок и 
охватывает исключительно грамположительную флору (см. 
табл. 20). Антибиотик токсичен — его максимально переносимая 
доза для белых мышей при однократном подкожном введении со­
ставляет 2,5 мг/кг; LD50 ( п о  К ерберу)— 6,25 мг/кг; L D j o o —  
10 мг/кг.

Таким образом, к настоящему времени установлено строение 
четырех биологически активных метаболитов штаммов Р. au ran tia­
ca, относящихся к производным флороглюцина и обусловливающих 
высокую антагонистическую активность этого вида. Это прежде 
всего 2,4-диацетилфлороглюцин, ответственный за широкий спектр 
его антагонистического действия; уступающий ему по активности
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триацетилфлороглюцин; строго избирательно действующий на 
грамположительные бактерии ди- (2,4-диацетилфлороглюцил) ме­
тан и, наконец, флорацетофенон (компонент III), антимикробно не 
активный, однако обладающий противовирусной активностью.

Обращает на себя внимание интересная способность штаммов 
Р. aurantiaca к образованию сложных многоядерных производных 
флороглюцина из более простых, осуществляемая, по-видимому, 
путем конденсации с помощью формальдегида, подобно тому как 
это происходит при химическом синтезе. У других представителей 
микробного мира способность к синтезу подобных веществ, как и 
производных флороглюцина, до настоящего времени не обнару­
жена.

Представляло интерес выяснить, насколько распространена у 
штаммов Р. aurantiaca способность к синтезу описанных выше ан­
тибиотиков. Было показано, что все исследованные 36 штаммов это­
го вида способны к антибиотикообразованию. Выход эфирных эк­
страктов культуральных жидкостей колебался в пределах 112— 
512 мг/л, причем в хроматограммах всех экстрактов присутствова­
ли описанные выше компоненты (разница наблюдалась лишь в 
количественном отношении).

Ни у одного из изученных нами штаммов других видов либо 
биоваров Р. fluorescens мы не обнаружили в эфирных экстрактах 
культуральных жидкостей антибиотических веществ, подобных 
описанным выше соединениям. Исключение составляли штаммы 
биовара II Р. fluorescens, в культуральной среде которых мы на­
блюдали небольшие количества 2,4-диацетилфлороглюцина и флор- 
ацетофенона.

Штаммы Р. aurantiaca способны к синтезу антибиотических ве­
ществ не только на богатой органическими формами азота и угле­
рода среде Кинг, но и на синтетической среде Мюнца в атмосфере 
низкомолекулярных я-алканов (С6—С ю ) [27]. Способность штам­
мов Р. aurantiaca к образованию антибиотических веществ ста­
бильна и сохраняется на протяжении 10— 15 лет лабораторного 
культивирования.

Особую группу антибиотиков 
ароматического строения, обра­
зуемых бактериями рода Pseudo­
monas, составляют трополоны.
Антибиотик, изолированный
Линдбергом и Ларкиным из 
штамма Pseudomonas [315], бли­
зок соединению, синтезируемому 
штаммами фитопатогенного вида 
Р. plantarii [107]. Интересно, что 
именно этот трополон вызывает у 
растений риса симптомы заболе­
вания.

Антибиотик, содержащий в 
молекуле два трополоновых ядра,

Антибиотики-трополоны из Pseudo­
monas spp. (I, II), Р. plantarii (III),  
P. cepacia (IV)
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соединенных через сульфидный мостик, описан Кортом и соавт. 
{301] у штамма P. cepacia АТСС 17 759. Соединение активно в от­
ношении грамположительных и грамотрицательных бактерий. Это 
не единственный серосодержащий трополоновый антибиотик из 
псевдомонад: из штамма Pseudomonas sp. СВ-104 Кинтака и со­
авт. выделили тиотропоцин, высокоактивный в отношении грампо­
ложительных и грамотрицательных микроорганизмов, микоплазм, 
различных видов грибов [287]. Тиотропоцин токсичен: его LD50 
для мышей при однократном подкожном введении составляет 
8 мг/кг.

В целом следует отметить, что антибиотики ароматической 
структуры встречаются у бактерий рода Pseudomonas сравнитель­
но редко. В то же время у них широко распространена способность 
к синтезу азотсодержащих гетероциклических соединений. По мно­
гообразию структур, широте биологической активности образуемых 
антибиотиков-гетероциклов бактерии рода Pseudomonas не имеют 
себе равных, уступая лишь актиномицетам.

АНТИБИОТИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ ПИГМЕНТЫ
ГРУППЫ ФЕНАЗИНА

Способность к синтезу гетероциклического фенази-* 
нового ядра является одной из отличительных особенностей мета­
болизма бактерий рода Pseudomonas. Среди других представите­
лей микробного мира единичные феназиновые производные были 
найдены только у актиномицетов и некоторых коринеподобных 
бактерий. Многие антибиотики-феназины выделены из бактерий 
рода Pseudomonas сравнительно давно. Их химической структуре, 
биологической активности, путям синтеза и функциям в микробной 
клетке посвящена обширная литература.

Антибиотически активные пигменты 
группы феназина из P. aeruginosa 
(I—IV) и хлорорафин (V):
I — пиоцианин, II — гемипиоцианин, III — 
оксихлорорафин, IV — аэругинозин В; V — 
комплекс Окисленного и восстановленного 
феназинкарбоксамида
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Т а б л и ц а  22. Некоторые физико-химические свойства пигментов Pseudomonas
aeruginosa

R f  на бумаге в системах

Пи гмент Внешний вид
Темпера­

тура 
плавле­

ния, °С *

t E t ОН
шах » 

нм
изопропа- 
нол — во­

да 4 : 1

бутанол — 
уксусная  
кислота —

вода 
13: 4 \1

вода — ме­
танол — 

NH3 
1000 : 10 : 1

Пиоцианин Темно-синие
иглы

132 (133) 240, 322, 
696

0,4 0 , 8 0,45

Г емипиоцианин 
( 1 -оксифеназин)

Желтые крис­
таллы

156 (158) 2 2 0 , 280, 
370

0,53 0,97 0,27

Оксихлорора-
фин

Тонкие желтые 
иглы

242—243
(241)

250, 365 0 , 8 0,94 0,13

* Цифры в скобках означают температуру плавления исследуемых веществ, согласно

Один из наиболее «старых» антибиотиков — пиоцианин — синий 
пигмент Р. aeruginosa — выделен в 1860 г. По химическому строе­
нию он представляет собой 9-ІМ-метил-І-оксифеназин, активен по 
отношению к многим грамположительным и грамотрицательным 
бактериям, грибам родов Trichophyton и Microsporum, оказывает 
нейтрализующее действие на дифтерийный токсин. Пиоцианин про­
являет определенную избирательность по отношению к Proteus 
morganii, штаммы которого в 16—64 раза чувствительнее к этому 
антибиотику, чем Proteus mirabilis и Proteus vulgaris [294].

Антимикробные свойства пиоцианина и его синтетического ана­
лога саназина были подробно исследованы В. С. Деркачом [17, 
18]. Предпринимались попытки применять препарат местно для ле­
чения гонореи, глазных заболеваний, язвенных гингивостоматитов, 
однако широкого распространения в клинике этот антибиотик не 
нашел.

Способность к синтезу пиоцианина — один из важных критери­
ев в диагностике синегнойной палочки. По данным Джессена [267], 
пиоцианин образуют около 95 % штаммов Р. aeruginosa. Синтез 
антибиотика стимулируется при добавлении к среде глицерина, 
ионов магния, некоторых аминокислот и метаболитов цикла Креб­
са [326]. В значительных количествах пиоцианин синтезируется на 
синтетических средах с парафинами в качестве единственного ис­
точника углерода [71].

Среди исследованных нами 58 штаммов Р. aeruginosa 52 при 
выращивании на среде Кинг А в условиях аэрации синтезировали 
пигмент, окрашивающий культуральную жидкость в цвета от чер­
но-синего до зелено-голубого. На основании УФ-спектра, темпера­
туры плавления и некоторых других свойств (табл. 22) пигмент 
был нами идентифицирован как пиоцианин [93]. Он обладал зна­
чительной антимикробной активностью, угнетая грамположитель­
ные и грамотрицательные бактерии в концентрациях 1—20 и 10— 
50 мкг/мл соответственно (табл. 23, 24), слабо тормозил рост
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Т а б л и ц а  23. Антимикробная и противовирусная активность пигментов
Тест-микроорганизмы, бактериостатическая доза, мкг/мл

Пигмент Bacil lus 
subtil is

Staphylo­
coccus
aureus

Staphylo­
coccus
УФ-3

Mycobac­
terium  B6

E sche- 
richia co­

li *
Candida
albicans

Пиоцианин 20 10 1 2 10 400
Гемипиоцианин 50 100 20 10 — 50
Оксихлорорафин 100 100 50 100 400 50
Аэругинозины А и В 100 100 50 50 400

* (—) — антимикробного действия нет.

Candida albicans и микроскопических грибов. Исследованы противо­
вирусные свойства пиоцианина и других феназиновых пигментов 
P. aeruginosa, а также их действие на фитопатогенные бактерии 
(табл. 24). Пиоцианин тормозил на 36—54 % некротическую реак­
цию, вызываемую вирусом табачной мозаики, и значительно сни­
жал гемагглютинирующий титр вируса гриппа в опытах на кури­
ных эмбрионах.

Полученные данные побудили нас испытать пиоцианин при экс­
периментальной гриппозной инфекции белых мышей. Лечение мы­
шей, зараженных 10 LD50 вируса гриппа A(PR8) проводили интра- 
назальным способом. Применение пигмента через час после инфи­
цирования животных приводило к увеличению продолжительности 
жизни опытных мышей по сравнению с контрольными. К моменту 
гибели всех контрольных мышей 30 % опытных еще оставались 
живыми, причем 10% продолжали жить на протяжении двух ме­
сяцев.

Наряду с пиоцианином в культуральных жидкостях штаммов 
P. aeruginosa были обнаружены и другие пигменты феназинового 
ряда. Их идентификация была проведена на основании сопостав­
ления физико-химических свойств этих соединений (см. табл. 22) 
с данными литературы [95], а также путем сравнения с синтетиче­
скими гемипиоцианином и оксихлорорафином 1.

У 47 из 58 исследованных штаммов в культуральной жидкости 
наряду с пиоцианином присутствовал желтый гемипиоцианин 
(1-оксифеназин). В количестве, достаточном для биологических 
испытаний, мы получали гемипиоцианин из пиоцианина по методи­
ке Такеда [479]. Его антибактериальная активность невысока, хо­
тя в отличие от многих других природных феназинов этот пигмент 
действует на грибы (см. табл. 24).

Изумрудно-зеленый пигмент группы феназина — хлорорафин 
(см. с. 100)— характерен для P. chlororaphis, однако был выде-

1 Синтетические производные феназина были любезно предоставлены нам 
проф. Ю. С. Розумом (Институт органической химии АН УССР).
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Pseudomonas aeruginosa
Вирусы

BTM, % снижения некро­
зов

Вирус гриппа А2 in ovo, средний геометрический титр агглюти­
нинов, отрицательный логарифм

in v itro in vivo Опыт Контроль Разница титров м еж ду  
контролем и опытом

51
41
25
а

54
36
18
46

0,45±0,09  
7 ,8 ± 0 ,3 0  
2 ,0+ 0 ,30  
7 ,1 + 0 ,2

7 ,7 ± 0 ,5  
8 ,2+ 0 ,16  
8 ,8± 0 ,17  
7 ,3 ± 0 ,15

7,25 ( * =  12,1; р <  0,001) 
0,4 (* =  1,3; р >  0,1)
6,8 (* =  5,2; р  < 0 ,0 0 1 )  
0,2 ( / =  1,0; р > 0 , 1 )

лен некоторыми авторами и из культуральной жидкости P. aerugi­
nosa [275]. На Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Sal­
monella typhi пигмент действует в концентрации 100 мкг/мл.

Некоторые штаммы P. chlororaphis образуют желтый пигмент 
оксихлорорафин, являющийся амидом феназин-1-карбоновой кис­
лоты (см. с. 100). Этот феназин был найден нами в культураль­
ной жидкости 17 штаммов Р. aeruginosa, а также штамма Р. chlo­
roraphis ИМВ 5409. Пигмент идентифицировали по физико-химиче- 
€ким свойствам (см. табл. 22); его восстановление насыщенным 
раствором NaHSOs по методу Кэннера и соавт. [275] приводит к 
выпадению изумрудно-зеленых кристаллов хлорорафина. Оксихло­
рорафин обладал умеренной антибиотической активностью в отно­
шении различных видов бактерий и грибов (см. табл. 23, 24).

Гемипиоцианин и оксихлорорафин не действовали на ВТМ; ок­
сихлорорафин угнетал репродукцию вируса гриппа А2 в опытах 
in ovo.

Анализ полученных данных показал, что штаммы Р. aeruginosa, 
способные к синтезу значительных количеств пиоцианина, оказы­
вают более сильное угнетающее действие на грамположительную

Т а б л и ц а  24. Действие пигментов Pseudomonas aeruginosa на фитопатогенные 
грибы и бактерии

Тест-микроорганизмы, бактерио- или фунгиетатическая доза, мкг мл

Пигмент
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Пиоцианин 2 0 2 0 50 2 0 50 400 50 2 0 0 50 400 2 0 0 400
Г емипиоцианин 50 1 0 0 — 2 0 0 50 50 50 1 0 0 50 1 0 0 50 50
Оке ихлоро р афи н 50 400 — 2 0 0 2 0 0 2 0 0 50 2 0 0 50 2 0 0 50 50

103



и грамотрицательную флору. Штаммы, образующие гемипиоциа­
нин и оксихлорорафин, обладали более высокой антифунгальной 
активностью в опытах по антагонизму. Имевшиеся в коллекции 
ахромогенные штаммы P. aeruginosa были антагонистически неак­
тивны.

Исследованный нами коллекционный штамм P. aeruginosa var* 
erythrogenes (ИМВ 1904-NCIB 9253), а также 4 штамма, выделен­
ных от больных, синтезировали красные пигменты аэругинозины. 
По данным Ваба [501], изучившего около 700 штаммов P. aerugi­
nosa, к синтезу красного пигмента способно 3,5 % культур. Попыт­
ки установить его химическую природу увенчались успехом в 
1961 г., когда Холлимен выделил из культуральной среды P. aerugi­
nosa два вещества: аэругинозин А, идентифицированный как 
2-амино-6-карбокси-10-метилфеназин-бетаин, и аэругинозин В 
(2-амино-6-карбокси-10-метил-8-сульфофеназин-бетаин) [228, 236]. 
Биологическая активность этих соединений не была изучена.

Аэругинозин В — первая выделенная из природы ароматическая 
сульфоновая кислота. Оптимальными условиями для биосинтеза 
этого пигмента является дефицит в среде фосфора и наличие неко­
торых органических кислот [306].

Целью наших исследований было изучение антимикробных и 
противовирусных свойств аэругинозинов. Для их получения 
штамм-продуцент выращивали на агаризованной среде Кинг А. 
Экстрагировали высушенную среду водой, упаривали экстракт в- 
вакууме, растворяли сухой остаток в абсолютном спирте и повтор­
но отгоняли растворитель. Полученная сумма красных пигментов 
имела максимумы поглощения в этаноле при 255, 280, 370 и 510 нм 
и при хроматографии на бумаге в системе бутанол — соляная кис­
лота ( 1 0 0 : 8) давала два пятна с красной флюоресценцией в уль­
трафиолете, характерные для аэругинозинов А и В [236]. Антимик­
робная активность смеси этих пигментов оказалась небольшой: не 
действуя на стафилококк, кишечную палочку и другие тест-микро­
бы (см. табл. 23), аэругинозины полностью угнетали рост Myco­
bacterium В5 в коцентрации 100 мкг/мл и Candida albicans — 
400 мкг/мл, не обладали противовирусной активностью.

Способность к синтезу феназиновых пигментов свойственна и 
некоторым другим видам рода Pseudomonas. Так, нами описана 
группа штаммов, идентифицированных как P. fluorescens [30] и 
проявляющих высокую антагонистическую активность в отношении 
грамположительных бактерий и грибов. При этом по краю колоний 
и в толще среды вокруг них выпадали желто-зеленые кристаллы 
пигмента. То же вещество, но в значительно больших количествах 
образовывалось при выращивании бактерий в условиях аэрации.

Для извлечения пигмента культуральную жидкость, освобож­
денную от микробных тел центрифугированием, подкисляли НС1 до 
pH 2. Выпадающий желто-зеленый осадок отделяли центрифуги­
рованием, растворяли в 80%-м водном ацетоне, затем растворитель 
отгоняли, а выпавшие кристаллы растворяли в бензоле и экстраги­
ровали 0,1 н. раствором К2НРО4 (pH 9). Полученный экстракт
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Т а б л и ц а  25. Свойства кристаллических 
fluorescens и Pseudomonas aureofaciens

пигментов, образуемых Pseudomonas

Пигмент Внешний вид
Температура
плавления,

°С
^тах» нм 
(Et ОН)

R f  на бумаге 
в системе во­
да — мета­
нол — NHg 

1000 : 10 : 1

Феназин-1 -карбо­ Желто-зеленые иглы 240 250 0,73
новая кислота 364
2-Оксифеназин - 1 - Темно-красные кри­ 224—225 260 0,5
карбоновая кисло­ сталлы 370
та 460
2-Оксифеназин Оранжевые палочки 2 1 0  с раз­ 260 0,27

и пластинки ложением 370
460

подкисляли ледяной уксусной кислотой и снова экстрагировали 
бензолом. При отгонке бензола выпадали кристаллы, которые пе- 
рекристаллизовывали из метанола.

Объектом исследований служили два пигмента, полученные по 
приведенному выше методу из штаммов Р. fluorescens NN ИМВ 19 
и ИМВ 102. Сопоставление некоторых физико-химических кон­
стант выделенных веществ и синтетической феназин-1-карбоновой 
кислоты (табл. 25), а также определение их смешанной точки 
плавления явилось доказательством их идентичности.

Штаммы Р. fluorescens были способны к синтезу значительных 
количеств феназин-1-карбоновой кислоты. Интенсивность биосинте­
за колебалась от 44 до 422 мг пигмента на 1 л культуральной сре­
ды и была непосредственно связана со степенью антагонистической 
активности продуцента.

Феназин-1-карбоновая кислота — сравнительно слабый антибио­
тик (табл. 26, 27). В наших опытах она полностью угнетала рост 
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium B5 в кон­
центрации 50 мкг/мл, Candida a lb icans— 100 мкг/мл, Fusarium 
avenaceum — 200 мкг/мл. В то же время рост некоторых фитопато­
генных грибов, например Gaeumannomyces graminis var. tritici* 
подавляется этим антибиотиком в дозе 1 мкг/мл [484].

Способность к синтезу феназин-1-карбоновой кислоты присуща 
многим видам рода Pseudomonas. Такеда выделил этот пигмент 
из культуральной жидкости Р. aeruginosa [479], О. А. Берестецкий 
и соавт. [4] — из штамма Р. putida, Хигашихара и Сато [229] — 
из штамма Р. fluorescens, выращенного на средах с гексадеканом и 
тетрадеканом. Позже те же авторы получили феназин-1-карбоно- 
вую кислоту из штамма Р. aeruginosa, источником углерода для 
которого служил этанол [230]. Огата и соавт. [380] получили до 
1600 мг/л феназин-1-карбоновой кислоты и до 850 мг/л оксихлор- 
орафина из штамма Р. aeruginosa, растущего на смеси я-алканов 
(от Сіз до С20). Иаилучшим источником углерода для биосинтеза 
служил октадекан.

Феназин-1 -карбоновая кислота мало токсична для животных, но 
обладает значительной токсичностью по отношению к некоторым
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Г а б л и ц а 26. Антимикробная и противовирусная активность пигментов, об­
разуемых Pseudomonas fluorescens и Pseudomonas aureofaciens

Пигмент

Тест-микроорганизмы бакте­
риостатическая доза, мкг/мл

втм, %
сниже­
ния не­
крозов

Вирусы

Вирус гриппа А г in ovo, сред­
ний геометрический титр агглю ­
тининов, отрицательный логарифм
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Опыт Контроль

Разница 
титров 
меж ду  

контролем 
и опытом

Феназин-1-кар­ 10010050 50 _ 50 34 27 4 ,8 ± 0 ,9 7 8 ,2 ± 0 ,16 3,4 (t =
боновая кисло­ =  4,2;
та /7 < 0 ,00 !)
2-Оксифеназин- 25 12400 1028 35 6 ,6± 0 ,70 7 ,6 ± 0 ,20 1,0 (* =1-карбоновая =  1,4;
кислота />>0,1)
2-Оксифеназин 2050 — 10— — He ис- Не исследовали

следо­
вали

растениям и водорослям. Рост Phleum pratense угнетается этим ве­
ществом в дозе 6 мкг/мл, Lemna minor — 2,5 мкг/мл, что позво­
ляет рассматривать феназин-1-карбоновую кислоту как потенци­
альный альгицид и гербицид [487]. По данным О. А. Берестецкого, 
в концентрации 50— 100 мкг/мл это соединение ингибировало деле­
ние и рост клеток в корнях озимой пшеницы, а в более высоких до­
зах вызывало остановку роста и гибель растущей части корня [4].

Феназин-1-карбоновая кислота входит также в состав пигмент­
ного комплекса P. aureofaciens. Красно-оранжевый комплекс со­
держали все девять изученных нами штаммов этого вида.

Смесь пигментов P. aureofaciens извлекали из подкисленной 
культуральной жидкости хлороформом. Выход экстракта из раз-

Т а б л и ц а  27. Действие пигментов, образуемых Pseudomonas fluorescens и 
Pseudomonas aureofaciens, на фитопатогенные бактерии и грибы

Тест-микроорганизмы, бактериостатическая или фунгистатиче- 
ская доза, мкг/мл

Пигмент
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Феназин-1 -карбоновая 
кислота 200400 400 100200200200200100200200200
2-Оксифеназин-1 -карбо­
новая кислота 5 _ 400 50 50 200100100100200200502-Оксифеназин 50 2020 Не исследовали
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личных штаммов колебался от 353 до 616 мг на 1 л среды. При 
хроматографии пигмента на бумаге в системе вода — метанол — 
аммиак (1000: 10: 1) и последующем проявлении хроматограмм в 
парах аммиака было получено три пятна с Rf  0,73, 0,5 и 0,27, из 
которых верхнее принадлежало феназин- 1-карбоновой кислоте, 
а два других — красной 2-оксифеназин-1-карбоновой кислоте и 
оранжевому 2-оксифеназину.

Пигменты — производные феназина из 
P. aureofaciens:
/  — феназин-1-карбоновая кислота, II  — 
2-оксифеназин-1-карбоновая кислота, / / / —• 
2-оксифеназин

Идентификация этих соединений произведена на основании 
сравнения результатов изучения их физико-химических свойств 
(см. табл. 25) с литературными данными [69, 486].

Получение индивидуальных пигментов из P. aureofaciens для 
биологических испытаний проводили путем препаративной хрома­
тографии на бумаге в описанной выше системе растворителей. Все 
они обладают антимикробной и фунгицидной активностью, что об­
условливает антагонистические свойства образующего их вида. 
Наиболее сильным антибиотиком является 2-оксифеназин-1-карбо­
новая кислота (см. табл. 26).

2-Оксифеназин-1-карбоновая кислота и 2-оксифеназин, содер­
жащие оксигруппу при втором углеродном атоме феназинового 
ядра (см. выше), являются пигментами, специфическими для 
P. aureofaciens как вида. По данным Манна [331], эти соединения 
дают характерное для 2-оксифеназинов красно-фиолетовое окраши­
вание с формалином, которое можно наблюдать и при опрыскива­
нии формалином колоний бактерий. Таким образом, эта качествен­
ная реакция может служить вспомогательным методом диагности­
ки P. aureofaciens, показывая наличие в клетках и культуральной 
среде бактерий свойственных данному виду веществ определенно­
го химического строения.

Олсон и Ричардс [384], исследуя метаболиты P. aureofaciens, 
обнаружили в культуральной жидкости этого продуцента наряду с 
описанными выше веществами розовый, фиолетовый и коричневый 
пигменты. Предполагают, что последние представляют собой более 
окисленные производные феназина. Ряд новых феназиновых про­
изводных из P. aureofaciens описан в последние годы Ромером и
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соавт. [424, 425], однако их биологическая активность не была 
изучена.

Широкое распространение феназиновых пигментов, в частности 
феназин-1-карбоновой кислоты, у бактерий рода Pseudomonas, вы­
сокая активность их биосинтеза свидетельствуют о важной и пока 
окончательно не выясненной роли их в жизнедеятельности бакте- 
рий-продуцентов.

Не рассматривая этот вопрос подробно, отметим лишь, что наи­
более распространенным является взгляд на феназины как на 
сопряженные с цитохромами редокс-системы, компоненты дыхатель­
ной цепи бактерий [331]. Установлена роль феназиновых пигмен­
тов — пиоцианина, феназинкарбоновых кислот — в регуляции окис­
лительного обмена у бактерий рода Pseudomonas [86, 87]. По-ви­
димому, феназиновые пигменты играют разностороннюю роль как 
в физиологии, так и в экологии бактерий.

Так, например, показано, что феназин-1-карбоновая кислота, 
синтезируемая штаммом P. fluorescens 2-79, служила главным фак­
тором защиты пшеницы от поражения грибом gaeumannomyces 
gram inis var. tritici. Мутанты, не образующие этого феназинового 
пигмента, не обеспечивали и защитного эффекта [484].

Перечисленные выше продуценты феназинов принадлежат к 
флюоресцирующей группе рода Pseudomonas. Однако к синтезу 
этого класса гетероциклов способны и некоторые нефлюоресцирую­
щие псевдомонады.

Видовое название Pseudomonas phenazinium было дано штам­
мам, использующим треонин в качестве единственного источника 
азота и углерода и синтезирующим в этих условиях 10 различных 
феназиновых пигментов, в том числе 6-оксифеназин-1-карбоновую 
кислоту и йодинин [133]. Последний выделен ранее из Chromobac­
terium iodinum. Этот пурпурный, с медным блеском пигмент, отно­
сящийся к оксипроизводным феназина, действует на стрептококки* 
бациллы, коринебактерии и дрожжи рода Candida в концентрации 
1 мкг/мл, на стафилококк— 10 мкг/мл, слабее угнетает рост энте­
робактерий.

Возможно, к феназинам принадлежат и некоторые компоненты 
антибиотически активного пигментного комплекса, выделенного 
нами из штамма P. cepacia ИМВ 4137 [80]. Желто-зеленый, окра­
шивающий клетки и диффундирующий в среду пигмент штамма 
4137 получили путем экстракции хлороформом при pH 2 культу­
ральной жидкости бактерий. Хлороформенный экстракт освобо­
ждали от загрязняющей его поли-р-оксимасляной кислоты. Выход 
пигмента-сырца составлял 230—250 мг на 1 л среды.

Результаты изучения компонентного состава антибиотика мето­
дом тонкослойной хроматографии на пластинках «Silufol» в систе­
ме хлороформ — ледяная уксусная кислота 9 : 1 показали, что вы­
деленный препарат содержит три фракции: красно-оранжевую и 
две желто-зеленых. Все они обладали антимикробной активностью, 
близкими максимумами поглощения в ультрафиолетовой и види­
мой части спектра и давали окрашивание с бутанольным раство-
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Т а б л и ц а  28. Некоторые физико-химические свойства антибиотика-сырца,
образуемого Pseudomonas cepacia

Rf  в си­
стеме 

хлоро­
форм — 
ледяная 

уксусная  
кислота 

9 : 1

^шах* нм
Инфракрас­
ный спекти 

(V, с м - 1 )

Номер и окраска фрак­
ций

Окрашивание 
с FeC l, в нейт­

ральном 
метаноле

в щ елоч­
ном мета­

ноле

I. Ярко-желтая 0,97 Коричневое 280, 335, 
410 

225, 325, 
455

360, 485

II. Красно-оранже-
вая

0,67 Сине-фиолето­
вое

240, 338, 
460

670, 750 
(сильный), 
837 (силь­
ный), 1015, 
1053, 1095, 
(сильный), 
1155 (силь­
ный), 1180, 
1220, 1278 
(сильный), 
1375, 1460, 
1520— 1555 
(сильный), 
1655 (силь­
ный)

III. Желто-зеленая 0,42 Темно-зеленое 220, 330, 
405

240, 345, 
415

IV. Желто-зеленая 0,18 Зеленое 220, 340, 
405

240, 340, 
415

V. Светло-желтая 0 , 0 2 Бурое 220, 330, 
395

240, 340, 
410

ром FeCU, что свидетельствует о наличии гидроксильных групп 
при ароматическом ядре (табл. 28).

При хроматографии на колонке с силикагелем препарат был 
разделен на красно-оранжевую и желто-зеленую фракции, а также 
ряд минорных компонентов. Последние антимикробной актив­
ностью не обладали, детально не изучались. Красно-оранжевая и 
желто-зеленая фракции препарата 4137 были получены в виде 
аморфных порошков. Результаты изучения их широкого антимик­
робного спектра представлены в табл. 29.

Желто-зеленая фракция антибиотика 4137 оказывала значи­
тельное антимикробное действие на грамположительные и грамот- 
рицательные бактерии, дрожжи и грибы. В концентрации 20 мкг/мл 
она угнетала такой устойчивый к антибиотикам тест-организм, как 
P. aeruginosa. Красно-оранжевая фракция уступала желто-зеленой 
по антибиотической активности.

В связи с тем что красно-оранжевая фракция препарата 4137 
была более очищенной и хроматографически однородной, исследо­
ван ее элементарный состав. Он оказался следующим (% ): С — 
54,10—54,19, Н — 6,85—7,05, N - 7 ,9 7 —7,87, 0  — 31,22—30,89, что 
предполагает эмпирическую формулу Ci6H24N20 6. Эти данные близ-
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Т а б л и ц а  29. Спектр антимикробного действия антибиотика-сырца, образуемо­
го Pseudomonas cepacia, и его фракций

Тест-микр оор ганизм

Бактериостатическая доза препарата и его фракций, 
мкг/мл

Антибиотик- сы­
рец 4137

К расно-оранже­
вая фракция II

Ж елто-зеленая 
фракция III IV

Staphyloccus aureus 209 20 50 20
Bacillus subtilis 100 100 10
Streptococcus haemolyticus 20 100 20
Corynebacterium michiganense 4 10 4
Mycobacterium B5 50 100 20
Escherichia coli 50 100 10
Proteus vulgaris 50 200 10
Erwinia aroidea 4 20 2
Pseudomonas aeruginosa 100 200 20
Xanthomonas malvacearum 10 20 10
Candida albicans 50 200 10
Fusariurn culmorum 100 400 50

П р и м е ч а н и е .  Бактерицидные концентрации исследованных препаратов были близ­
ки или совпадали с бактериостатическими.

ки результатам Морриса и Робертса [357], которыми показано, что 
красный внутриклеточный пигмент штамма P. cepacia АТСС 25416 
представляет собой феназиновое производное общей формулы 
C16H 12N2O6. Позже [302] было установлено, что это соединение яв­
ляется диметиловым эфиром 4,9-оксифеназин-1,6-дикарбоновой 
кислоты. Наряду с ним были выделены минорные компоненты: 
феназин-1,6-дикарбоновая кислота, диметиловый эфир 4-оксифе- 
назин-1,6-дикарбоновой кислоты, диметиловый эфир 4-метоксифе- 
назин-1,6-дикарбоновой кислоты, диметиловый эфир 4,9-диметокси- 
феназин-1,6-дикарбоновой кислоты и ряд других феназиновых 
производных.

Феназины из P. cepacia:
1 — феназин-1,6-дикарбоновая 
кислота, 2 — диметиловый 
эфир 4-оксифеназин-1,6-ди- 
карбоновой кислоты, 3 — 
диметиловый эфир 4,9-дио- 
ксифеназин-1,6-дикарбоновой 
кислоты, 4 — диметиловый 
эфир 4-метоксифеназин-1,6- 
дикарбоновой кислоты, 5  — 
диметиловый эфир 4,9-ди- 
метокси-1,6-дикарбоновой ки­
слоты
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Их антимикробная активность не была изучена:
1) R ' = R 2  =  R3  =  H ;

2) R' =  ОН; R2 =  Н; Ry =  СН3;
3) R' =  R* =  ОН; R3 =  СН3;
4) R' =  ОСН3; R2 =  Н; R3 =  CH3;
5) R' =  R2 =  ОСН3 R» =  СН3.

Исследованные нами соединения не идентичны названным выше 
веществам из P. cepacia, так как существенно отличаются от них 
по своим спектральным характеристикам.

В заключение отметим, что у других видов рода Pseudomonas 
рам не удалось найти вещества, сходные с пигментами P. cepacia. 
Впоследствии при выделении псевдомонад из почв субтропиков 
нами были обнаружены микроорганизмы, синтезирующие харак­
терный для P. cepacia пигментный комплекс и на этом основании 
отнесенные к названному виду. Дальнейшее изучение биологиче­
ских свойств этих продуцентов подтвердило их принадлежность 
к P. cepacia. Таким образом, в данном случае видовая идентифи­
кация бактерий была проведена только на основании такого хемо- 
таксономического критерия, как физико-химические свойства об­
разуемого ими пигмента.

ДРУГИЕ АНТИБИОТИКИ 
ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКОЙ ПРИРОДЫ,
АМИНОГЛИКОЗИДЫ И МОНОБАКТАМЫ

Производные хинолина и богатые азотом гетеро­
циклы. Среди антибиотиков гетероциклической природы, образуе­
мых псевдомонадами, достаточно широко распространены произ­
водные хинолина. Впервые они были выделены из клеток P. aerugi­
nosa Хейсом и подробно изучены А. Г. Козловским и соавт. [54, 
225]. Эти вещества получили название пиосоединений, или псевда- 
нов. В настоящее время установлено их химическое строение и осу­
ществлен синтез [510]. Ритер и Люкнер [421], изучив 60 штаммов 
синегнойной палочки, обнаружили, что все они синтезируют псев- 
даны, у нескольких продуктивность биосинтеза алкалоидов достига­
ла 560 мг на 1 л культуральной жидкости.

Псевдан-VII (2-я-гептил4-оксихинолин, или Пио-1в) составлял 
60 % этого количества, псевдан — IX (2-я-нонил-4-оксихинолин, 
или Пио-1С) — 40 %. Наиболее активные вещества среди соедине­
ний этой группы действуют на стафилококк в дозе 0,1— 1,65 мкг/мл 
(табл. 30).

Близки пиосоединениям Г\[-окси-2-алкил-4-аксихинолины, об­
разуемые P. aeruginosa, действующие на грамположительную фло­
ру и являющиеся антагонистами стрептомицина [314]. Ингибитор 
липоксигеназы, выделенный Китамурой и соавт. [289] из штамма 
P. methanica, представляет собой 2-/*-гептил-4-оксихинолин-я-оксид.
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Т а б л и ц а  30. Химическое строение и антимикробная активность некоторых 
присоединений (псевданов) (по [93])

Название антибиотика и эмпири­
ческая формула Химическое строение

Минимальная 
концентрация, 

ингибирую­
щая рост 

Staphylococ­
cus aureus, 

мкг/мл

Пио-1 в (псевдан VII) C1 6 H21NO 2-«-Гептил-4-оксихинолин 6,25
Пио-1 с (псевдан IX) C1 8 H25NO 
Пио-ІІІ (Л' псевден-ІХ)
Сі8^23^0

2-л-Нонил-4-оксихинолин 0 ,8
2-н-Ноненил-4-оксихинолин 3,5

К богатым азотом гетероциклическим соединениям относится 
азаптеридиновый антибиотик токсофлавин, образуемый P. cocove- 
nenans [156]. Токсофлавин содержит в молекуле пиримидо-(5,4-е)- 
ассим-триазиновую кольцевую систему и представляет собой 

1,6-диметил-5,7-диоксо-1,5,6,7-тетрагидропирамидо- (5,4-е) -ассим- 
триазин).

Токсофлавин (/) из Pseudomo­
nas cocovenenans. Псевдоиодинин 
(11) и его лишенное метильной 
группы производное (111) из 
P. fluorescens var. pseudoiodinuin

Он угнетает рост грамположительных и грамотрицательных ми­
кроорганизмов. Антибиотик высокотоксичен. Его LD50 для мышей 
при однократном внутривенном введении составляет 1,7 мг/кг.

Среди флюоресцирующих бактерий рода Pseudomonas нами 
также были обнаружены продуценты богатых азотом гетероцикли­
ческих антибиотиков. 13 штаммов бактерий, выделенных из ризо­
сферы различных растений, синтезировали розово-фиолетовый ан­
тибиотически активный пигмент, извлекаемый из культуральной 
среды хлороформом [33]. Продуценты пигмента были отнесены к 
новому виду «Pseudomonas fluoro-violaceus» Kiprianova, Boiko, 
1972.

Пигмент-сырец получали трехкратной экстракцией среды хлоро­
формом. Выход пигмента-сырца составлял 150 мг на 1 л культу­
ральной жидкости. Он обладал умеренной антибиотической актив­
ностью: тормозил рост Bacillus subtilis, Mycobacterium В5, Candida
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albicane в дозе 50 мкг/мл, Staphylococcus aureus и Achorion schon- 
le in ii— 100 мкг/мл, Escherichia coli и Penicillium rugu losum — 
200 мкг/мл. Препарат на 70 % тормозил развитие некротической 
реакции на листьях табака, вызываемой вирусом табачной мозаи­
ки, in vitro и на 47 % — in vivo.

Хроматография на бумаге в системе вода — метанол — аммиак 
( 1 0 0 0 : 1 0 : 1 )  и в тонком слое на А120 з  (хлороформ — метанол 
80 :20) показала, что пигмент-сырец представляет собой смесь не­
скольких компонентов с различной окраской, Rf  и свечением в 
ультрафиолете. Биоавтографически было установлено, что антибио­
тическая активность комплекса связана с его фиолетовым компо­
нентом. Последний нестабилен и при хранении на воздухе, особен­
но при хроматографии на А120з, превращается в лимонно-желтый 
продукт, лишенный антибиотической активности. Этот химически 
более стабильный препарат был очищен методами хроматографии 
на А120 3 и  в о д н о й  кремниевой кислоте, его исследовали подробно. 
Полученные игольчатые кристаллы лимонно-желтого цвета имели 
температуру плавления 196— 197 °С, = 233 , 280, 283 и
375 нм. Данные элементарного анализа (С—39,9; Н — 3,18; N — 
46, 10, галоиды и сера отсутствовали) позволили предположить 
принадлежность исследуемого вещества к классу богатых азотом 
гетероциклических соединений.

Возможно, описанный нами продуцент близок или идентичен 
штамму P. fluorescens var. pseudoiodinum [299], образующему на 
средах с глюконатом фиолетовый пигмент псевдоиодинин с высо­
ким содержанием азота. Исследованиями Линднера и Шадена 
[316] было установлено, что псевдоиодинин представляет собой 
ииразоло-(4,3 е)-ассим-триазин. Наличие триазинового ядра, со­
пряженного с другим гетероциклом, сближает эту группу соедине­
ний с токсофлавином (см. с. 112). Биологическая активность псев- 
доиодинина не была изучена.

Производные пиррола. Красный пигмент продигиозин и его го­
мологи образуются морским видом «Р. m agnesiorubra» [189]. 
Тотчже продуцент синтезирует магнезидин — первый выделенный 
из природы антибиотик, содержащий магний и представляющий со­
бой смесь магниевых солей двух ацетилтетрамовых кислот [188].

Для роста и биосинтеза антибиотика «Р. m agnesiorubra» требу­
ет значительных количеств магния. Магнезидин действует только 
на грамотрицательные бактерии и обладает значительной токсич­
ностью.

Из тропических вод в районе Пуэрто-Рико Беркхольдером и со­
авт. [130] выделено два штамма бактерий рода Pseudomonas с вы­
сокой антибиотической активностью. Проведенная традиционными 
микробиологическими и нумерическими методами идентификация 
бактерий позволила отнести продуцент к новому виду «Р. bromou- 
tilis». Антибиотик, полученный в кристаллическом виде, оказался 
производным пиррола, содержащим 5 атомов брома [320]. Он вы­
сокоактивен против грамположительных бактерий. Штаммы Stap-
$ 9—4160 п а



Антибиотики — производные пиррола из 
бактерий рода Pseudomonas:
1 — продигиозин и его гомологи («Р. m agne- 
siorubra»), II  — магнезидин («Р. m agnesiorub- 
га»), / / /  — пиолютеорин (P. aeruginosa), I V  — 
антибиотик, содержащий бром («Р. bromouti- 
l is » ) , V — замещенные фенилпирролы из 
Р. pyrrocynia, Р. aureofaciens, Р. fluorescens,
P. cepacia; 1 — пирролнитрин, 2 — изопиррол- 
нитрин, 3  — оксипирролнитрин, 4 — бромо- 
нитрин

1) Ri =  R4 =  R5 =  Rg — Н; R2 =  R3 =  Cl;

2) Ri =  R*2 =  Cl; R3 =  R4 =  R5 =  R6 =  H;

3) Ri =  R4 =  Rg =  H; R2 =  R3 =  Cl; R6 =  OH;

4) Rj — R4 ^  R5 =  Rg — H; R2 =  R3 — Br

hylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae и Streptococcus pyoge­
nes полностью угнетались концентрацией препарата 0,0063 мкг/мл, 
Mycobacterium tuberculosis — 0,2 мкг/мл. На другие микроорганиз­
мы — антибиотик не действовал.

К числу соединений, содержащих пиррольное ядро, относится 
также пиолютеорин (см. выше), выделенный из P. aeruginosa 
[480]. Антибиотик угнетает грамположительные бактерии и прос­
тейших, но не действует на грибы и дрожжи. Пиолютеорин и его 
производные в значительных количествах синтезируются бактерия­
ми на средах с я-парафинами [381].
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Т а б л и ц а  31. Антифунгальная активность пирролнитрина в отношении 45 кли­
нических изолятов грибов-дерматофитов (по [197])

Общее
Минимальная концентрация, ингибирующая 

пост
Вид дерматофита число

изолятов
0,07—0,156 0,312—0,625 1,25—2,5 СЛ 0 1

 
о

 
о

Trichophyton mentagrophytes 10 0 0 6 4
Т. rubrum 10 0 1 4 5
Т. tonsurans 9 3 1 1 4
Epidermophyton flocoosum 4 3 0 1 0
Microsporum gypseum 5 5 0 0 0
M. canis 7 3 1 3 0

Еще одно производное пиррола — пирролнитрин — является од­
ним из самых мощных антифунгальных агентов, выделенных из 
бактерий рода Pseudomonas. Пирролнитрин получен из культу­
ральной жидкости P. pyrrocynia [100]. Таксономические исследо­
вания продуцента проведены Иманака и соавт. [255, 256]. Эта же 
группа исследователей установила структуру пирролнитрина.

В качестве минорных метаболитов из культуральной жидкости 
Р. pyrrocynia выделены окси- и изопирролнитрин, а также близкий 
им 3-хлор-4-(о-нитрофенил) пиррол [219—221]. Позже исследова­
ниями Лейвли с соавт. [318] пирролнитрин был обнаружен в куль­
туральной жидкости Р. aureofaciens. Методом меченых атомов по­
казано, что непосредственным и специфическим предшественником; 
его является d-триптофан [199].

Пирролнитрин и его производные были также обнаружены 
японскими авторами в культуральных жидкостях «Р. schyilkillien- 
sis», P. cepacia, «P. acidula» и P. azotoformans [97]. Внесение в 
ферментационную среду бромистых солей взамен хлоридов приво­
дило к образованию броманалогов антибиотика — бромонитринов; 
А, В, С. Большой набор бромированных амино- и нитрофенилпир- 
ролов был получен из культуральной жидкости мутанта P. aureofa­
ciens АТСС 15 926. Аминопроизводные были неактивны, нитропро­
изводные уступали в активности пирролнитрину [494]. Таким об­
разом, штаммы P. pyrrocynia, Р, aureofaciens и некоторых других 
видов Pseudomonas способны к образованию целого семейства био­
логически активных метаболитов, относящихся к одному химиче­
скому классу — фенилпирролам (см. выше).

Ни один из аналогов пирролнитрина, как природных, так и син­
тетических, не превышал его антифунгальной активности [197, 
298]. Угнетающая доза этого антибиотика в отношении различных 
видов паразитических и сапрофитных грибов и дрожжей колеблет­
ся от 0,19 до 6,25 мкг/мл, а на грибы-дерматофиты он действует в 
концентрации от 0,07 до 10 мкг/мл (табл. 31). Пирролнитрин угне­
тает также рост Staphylococcus aureus и Bacillus subtilis в концен­
трации 25 мкг/мл, Proteus, Escherichia coli и Salmonella — выше 
100 мкг/мл, Chlorella vulgaris и Euglena gracilis — в дозе 
10 мкг/мл.
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Пирролнитрин оказался эффективным средством лечения экспе­
риментальных дерматомикозов. Его активность in vivo сравнима 
с таковой гризеофульвина и ундециловой кислоты. В коже свинок 
препарат обнаруживался в течение 10 дней после его местных ап­
пликаций, а устойчивость к нему у грибов-дерматофитов развива­
лась крайне медленно. В настоящее время пирролнитрин выпуска­
ется фармацевтической промышленностью'Японии и под названи­
ем PYRO-AGE используется для лечения дерматомикозов [199].

Бактерии рода Pseudomonas способны к синтезу серосодержа­
щих гетероциклических соединений, обладающих антибиотической 
активностью. К ним относится аэругиновая кислота, выделенная из 
культуральной жидкости P. aeruginosa и представляющая собой 
2-о-оксифенил-тиазолкарбоновую кислоту [532], а также соедине­
ние, полученное из неидентифицированного штамма бактерий рода 
Pseudomonas, угнетающее рост E. coli и идентичное антилейкеми- 
ческому антибиотику тиогуанину [436]. Его антимикробный эф-* 
фект снижался в присутствии аденина и гуанина.

Своеобразную группу гетероциклических хинонов составляют 
сафрацины — антибиотики широкого спектра действия, образуемые 
штаммами Р. fluorescens SC 12 695 и А 222 [251, 382].

Сафрацины А и В (P. fluores­
cens)

Методами *Н ЯМР- и 13С ЯМР-спектроскопии показано, что са­
фрацины идентичны сафрамицинам — противоопухолевым антибио­
тикам из Streptomyces lavendulae. Брутто-формула сафрацина А — 
СгвНзб^Об, сафрацина В — C28H36N4O7, А,т ах в метаноле — 271 и 
270 нм соответственно. Угнетая рост грамположительных и грам­
отрицательных микроорганизмов (табл. 32), антибиотики действу­
ют также на хламидии (минимальная доза, ингибирующая рост 
Chlamydia trachomatis, <0,03 мкг/мл). Однако при эксперимен­
тальных инфекциях сафрацины неактивны. В то же время они ока­
зывали выраженное противоопухолевое действие при L 1210- и 
Р 388-лейкемии, В 16-меланоме у мышей. Механизм действия этих 
соединений отличен: сафрацин В угнетает синтез РНК; сафрацин 
А — синтез ДНК, РНК и белка.

Антибиотики-полипептиды. Способность к синтезу антибиоти­
ков-полипептидов сравнительно слабо распространена у бактерий 
рода Pseudomonas. Циклопептидом, содержащим d-аминокислоты,
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Т а б л и ц а  32. Спектр антимикробного действия сафра- 
цинов (по 1251 ])

Минимальная концент­
рация, ингибирующая

Тест-микроорганизм рост, мкг/мл

Сафрацин А Сафрацин В

Staphylococcus aureus 0 ,2 6,25
Streptococcus pyogenes 0 ,2 0 , 2

Corynebacterium diphtheriae 0 ,2 0 , 2

Bacillus subtilis 0 ,2 3,13
Escherichia coli 0,78 25,0
Pseudomonas aeruginosa 25,0 1 0 0 , 0

является вискозин, полученный из культуральной жидкости «Р. vis­
cosa» [232]. В кислотном гидролизате вискозина найдены лейцин, 
валин, треонин, серин и глицин в соотношении 2 : 1 : 1 : 1 : 1, а так­
же (3-оксикаприновая кислота. Вискозин обладает избирательной 
активностью в отношении патогенных и сапрофитных микобактерий 
и оказывает терапевтическое действие при экспериментальном ту­
беркулезе морских свинок. Он угнетает вирус инфекционного брон­
хита и слабее действует на вирус гриппа.

Синтезировано 16 D - и £-3-оксиацил-Ь-лейцингидразидов, близ­
ких по строению вискозину [232]. Все они обладали активностью в 
отношении стафилококка, кишечной палочки, дрожжей рода Can­
dida и Mycobacterium tuberculosis.

Пептидный и жирнокислотный фрагменты обнаружены также в 
составе антитрипанозомного фактора АТФ-ІІ, выделенного из куль­
туральной жидкости P. fluorescens [338]. Очищенная фракция 
АТФ-ІІ содержала белок, олеиновую и пальмитолеиновую кислоты, 
вызывала лизис Tripanosoma crusei и Tripanosoma equiperdum, об­
ладала гемолитической активностью.

Антибиотик-полипептид, связанный с органической кислотой, 
получен Грэфом и Бикелем [205] из P. fluorescens. Препарат угне­
тающе действовал на простейших (амебы, трихомонады, лейшма- 
нии, трипанозомы), тормозил рост стрептококков, коринебактерий, 
диплококков, не был активен в отношении грибов.

Штаммы фитопатогенных бактерий Р. syringae образуют два 
пептидсодержащих токсина, играющих роль в развитии заболева­
ний растений и обладающих антибиотической активностью. Про­
дуценты сирингомицина выделены из кукурузы, персиковых и мин­
дальных деревьев, продуценты сиринготоксина — исключительно из 
цитрусовых [195, 212]. В гидролизате сирингомицина обнаружены 
аргинин, фенилаланин, серин и диаминомасляная кислота в моляр­
ном соотношении 1 : 1 : 2 : 2 , в гидролизате сиринготоксина — тре­
онин, серин, глицин, орнитин и диаминомасляная кислота. Анти­
биотики подавляют рост грибов, бактерий, одноклеточных водорос­
лей и Daphnia.

Сирингомицин токсичен для персиков и вызывает у них симпто­
мы, характерные для бактериального рака плодовых деревьев
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|453]. По некоторым данным [211], этот антибиотик является си- 
дерофором — переносчиком железа (см. гл. 10).

К антибиотикам-пептидам примыкают микроцины — новое се­
мейство антибиотических веществ, характеризующихся относитель­
но низкой (до 1000) молекулярной массой, термостабильностью, 
устойчивостью к рН [319]. Образование микроцинов происходит на 
минимальных средах, их синтез кодируется плазмидами. Хотя 
большинство описанных к настоящему времени микроцинов синте­
зируются энтеробактериями, некоторые из них (микроцины 152, 
290) были найдены и у штаммов Р. aeruginosa [104].

Аминогликозиды. Широкое развитие программ целенаправлен­
ного поиска, прогресс в области изучения биологии и систематики 
бактерий рода Pseudomonas привели к выделению из этих микро­
организмов новых высокоактивных антибиотических веществ ами- 
ногликозидной и р-лактамной природы. В 1976 г. Сикиура и соавт. 
[485, 490] выделили из культуральной жидкости штамма «Р. sor* 
bistinii» комплекс антибиотиков-аминогликозидов широкого спект­
ра действия. Двумя годами позже те же антибиотические вещества 
были изолированы независимо работавшей группой авторов из 
штамма Р. fluorescens Р-2663 [374].

Антибиотики, названные сорбистинами Ai и В, синтезировались 
бактериями на средах, содержащих полипептон либо NZ-амин в 
качестве источника азота; их соотношение в культуральной жид­
кости зависело от степени аэрации среды. Результаты физико-хи­
мических и спектроскопических исследований [300] показали, что 
сорбистины являются аминогликозидами с новой аминополиольной 
структурой.

Молекулы этих антибиотиков содержат соответственно пропио- 
нильную (Ai) и ацетильную (В) группы, а входящий в их состав 
аминополиол представляет собой 1,4-диамино-1,4-дидезоксигек- 
ситол.

Сорбистины угнетают рост грамположительных и грамотрица­
тельных бактерий. При этом сорбистин Ai несколько превосходит 
по активности сорбистин В. Так, на Staphylococcus aureus антибио­
тики действуют в концентрации 12,5—50 мкг/мл, Escherichia coli
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12,5— 100, Proteus v u lg a ris— 12,5— 100, Klebsiella pneumoniae — 
6,3— 12,5, P. aeruginosa — 12,5—50 мкг/мл соответственно.

Несмотря на умеренную активность in vitro, сорбистины актив­
ны in vivo при экспериментальных инфекциях, вызванных Staphy­
lococcus aureus, Eschirichia coli и P. aeruginosa. Токсичность обоих 
антибиотиков невелика. Они оказывают выраженное тормозящее 
действие на штаммы бактерий, резистентные к другим аминогли- 
козидам и, по-видимому, устойчивы к большинству известных до 
настоящего времени энзимов, инактивирующих аминогликозидные 
антибиотики. Все изложенное дает основание считать эту группу 
веществ перспективной для клинического применения.

р-Лактамные антибиотики. Одним из главных объектов в совре­
менных программах скрининга являются р-лактамные антибиотики, 
обладающие ценными химиотерапевтическими качествами. До 
1971 г. их единственными известными продуцентами были грибы, 
в связи с чем высказывалось предположение, что синтез р-лактам- 
ных антибиотиков, угнетающих рост прокариотов, свойствен только 
эукариотам. В 1971 г. способность к образованию соединений этой 
группы была обнаружена у актиномицетов и фитопатогенных бак­
терий «Р. tabaci» [470].

Экстрацеллюлярные токсины «Р. tabaci» (а также, как было 
показано позже, некоторых других фитопатогенных видов псевдо­
монад) представляют собой смесь дипептидов — табтоксина и его 
серинового аналога. Вещества содержат р-лактамную группировку; 
они легко изомеризуются в изотабтоксины.

Рассматриваемые соединения высокотоксичны для бактерий, во­
дорослей, высших растений и млекопитающих. Уже 0,05 мкг таб­
токсина вызывает образование некрозов на листьях табака.

В 1981 г. Кинтака и соавт. [285, 286] сообщили о выделении из 
бактерий рода Pseudomonas антибиотика р-лактамной природы. 
Продуцент нового антибиотика сульфазецина получил название 
«Р. acidophila». Отличительной особенностью этого вида является 
способность к росту при низких значениях рН, что крайне редко 
встречается у псевдомонад. Сульфазецин — водорастворимый анти-
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биотик, содержащий серу, аланин, глютаминовую кислоту и пред­
ставляющий собой 3 (И)-37-<і-глк)тамин-<і-аланил-амино-3-метокси- 
азетидин-2он-сульфоновую кислоту.

Он высокоактивен в отношении грамотрицательных бактерий; 
на грамположительные действует слабо (табл. 33). Изомер анти­
биотика изосульфазецин, образуемый близким ацидофильным ви­
дом «Р. mesoacidophila», отличается от сульфазецина наличием в 
молекуле /-аланина вместо d-аланина. Эта замена ведет к значи­
тельному снижению антибиотической активности.

Сульфазецин проявил высокий химиотерапевтический эффект 
при инфекциях, вызванных грамотрицательными микроорганиз­
мами, например E. coli 0-111, и низкую токсичность. Он нечув­
ствителен к пенициллиназе и лишь частично инактивируется 
цефалоспориназой, однако в значительно меньшей степени, чем 
бензилпенициллин, цефалоспорин, цефамицин. Таким образом, по 
чувствительности к р-лактамазам он представляет собой р-лактам-

Сульфазецин из «Р. acidophila» (/)  
и антибиотик ММ 42842 из Р. сосо- 
venenans (2)

Т а б л и ц а  33. Спектр антимикробного действия суль­
фазецина и изосульфазецина (по [254J)
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T ест-микроорганизм

Минимальная концент­
рация, ингибирующ ая  

рост, мкг/мл

Сульфазе­
цин

Изосульфа­
зецин

Pseudomonas aeruginosa 800 1600
Мутант Р. aeruginosa, утратив­
ший хромосомную р-лактамазу 0,78 0,78
Escherichia coli 12,5 100
Мутант E. coli, лишенный (3- 
лактамазы 0,39 0,78
Proteus vulgaris 0,25 100
Salmonella typhi murium 6,25 100
Serratia marcescens 25 100
Alcaligenes faecalis 25 25
Staphylococcus aureus 200 200
Bacillus subtilis 50 100
Candida albicans >800 > 800
Saccharomyces cerevisiae > 8 0 0 >800
Penicillium chrysogenum > 800 >800



ный антибиотик второго поколения. Получены антибиотически’ 
активные полусинтетические производные сульфазецина [445]. 
Почвенный микроорганизм, идентифицированный как P. cocovene- 
nans, синтезировал антибиотик ММ 42 842, относящийся к семейст­
ву монобактамов и близкий по строению к сульфазецину [121]; 
различия между этими антибиотиками состоят в наличии металь­
ной группы при 4-м атоме углерода (см. выше). Как упоминалось, 
штаммы P. cocovenenans являются продуцентами гетероцикличе­
ского антибиотика токсофлавина. Продуцент нового монобактама 
был сравнен с коллекционным штаммом P. cocovenenans 
NCIB 9450, а также со штаммами «Р. acidophila» и «Р. mesoaci- 
dophila», образующими сульфазецин и изосульфазецин. Установле­
но значительное сходство их фенотипических свойств, включая то­
лерантность к низким значениям pH.

Наряду с антибиотиками-монобактамами штаммы «Р. mesoaci- 
dophila» и Р. cocovenenans образуют группу своеобразных биоло­
гически активных метаболитов бульгецинов.

Бульгецины (P. mesoacidophila)

Будучи антимикробно неактивными, бульгецины А, В, С в то же 
время резко усиливают антимикробное действие р-лактамных анти­
биотиков на грамотрицательные микроорганизмы, вызывая у по­
следних изменения морфологии (множественные выпячивания обо­
лочки) и лизис клеток [449]. Бульгецины являются сульфациро- 
ванными гликопептидами. Их молекулы содержат d-глюкозамин и 
новое производное пролина; в составе бульгецинов А и В имеются 
соответственно таурин и (3-аланин.

Сульфазецин явился первым представителем монобактамов — 
нового класса моноциклических (3-лактамных антибиотиков, 
найденных позднее наряду с бактериями рода Pseudomonas у микро­
организмов родов Agrobacterium, Chromobacterium и Gluconobac- 
ter [478]. Обнаружение этого класса веществ у различных пред­
ставителей близких родов грамотрицательных бактерий послужило 
основанием для предположения об их широком распространении 
в природе. Монобактамы, их синтетические аналоги и полусинте­
тические производные оказались перспективными для медицинско­
го применения, а некоторые из них (азтреонам и др.) уже исполь­
зуются в клинической практике как антибиотики резерва.

По-видимому, существуют перспективы использования некото­
рых видов Pseudomonas и для синтеза другой группы высокоактив­
ных р-лактамных антибиотиков — цефалоспоринов. Так, интактные- 
клетки «Р. melanogena» были с успехом использованы для энзима­
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тического синтеза цефалоспоринов из метилового эфира d-фенил- 
глицина и рацемата 1-карбацефемового ядра [222]. Продукты эн­
зиматического превращения обладали после химического ацилиро- 
вания активностью цефалоспоринов третьего поколения.

Псевдомонады являются одними из немногочисленных родов 
бактерий, из которых получены к настоящему времени антибиоти­
ки (З-лактоны. Примером их может служить обафлюорин, синтези­
руемый штаммом P. fluorescens SC 12 936 [511].

Таким образом, к настоящему времени из бактерий рода Pseu­
domonas выделено более 50 антибиотических веществ самого раз­
нообразного химического строения — от простых соединений, полу­
ченных ранее синтетическим путем, до оригинальных по структуре 
сложных молекул, представляющих собой новые классы органиче­
ских соединений. Выделение этих веществ проводилось химиками, 
далекими от проблем систематики микроорганизмов. Как правило, 
-объектом исследований служил один штамм-продуцент. Распро­
странение способности к синтезу антибиотика у культур определен­
ного вида не исследовалось, и чаще всего оценить на основании 
литературных данных таксономическую ценность этого признака 
невозможно.

Возникает вопрос: связана ли с таксономическим положением 
псевдомонад их способность к синтезу тех или иных антибиотиче­
ских веществ? Здесь, по-видимому, не может быть однозначного 
ответа. Достаточно сослаться на P. aeruginosa, из которого к на­
стоящему времени выделено более 30 антибиотических веществ, од­
нако только способность к синтезу пиоцианина и нескольких других 
соединений является видовым признаком. Этот пигмент образуется 
подавляющим числом штаммов P. aeruginosa, но не свойствен дру­
гим видам Pseudomonas. Для красной разновидности этого вида 
характерны уникальные по структуре и ни из каких других объек­
тов не выделенные аэругинозины А и В. По-видимому, видоспеци­
фична и способность синегнойных бактерий к синтезу хинолиновьгх 
алкалоидов псевданов, имеющихся, по литературным данным, 
в клетках всех исследованных штаммов этого вида. Как видно из 
представленных выше данных, штаммы «Р. acidophila», «Р. mesoa- 
cidophila» и P. cocovenans сходны как по своим свойствам (отли­
чающим их от других видов псевдомонад), так и по структуре син­
тезируемых антибиотиков. Таким образом, способность к синтезу 
сульфазецина и его аналогов, по-видимому, может рассматривать­
ся как хемотаксономический критерий.

Нашими исследованиями установлено, что образование некото­
рых классов органических соединений, целых «семейств» близких 
по структуре веществ (2-оксифеназинов, флороглюцинов и др.) мо­
ж ет служить одним из хемотаксономических критериев и быть ис­
пользовано в диагностике отдельных видов Pseudomonas. Выявлен­
ные закономерности не только представляют ценность для иденти­
фикации бактерий, но могут оказаться полезными при изыскании 
•среди микроорганизмов рода Pseudomonas определенных классов 
биологически активных соединений.



БАКТЕРИОЦИНОПОДОБНЫЕ ВЕЩЕСТВА 
БАКТЕРИЙ РОДА PSEUDOMONAS

ГЛАВА 9

Бактериоцины — вещества белковой природы, изби­
рательно угнетающие штаммы образующего их или близкородст­
венных видов [58, 257, 298, 497]. Эти особенности отличают бакте­
риоцины от «истинных» антибиотиков, рассмотренных нами в 
предыдущих главах. Помимо узкого спектра действия и наличия 
белковой части в составе молекулы для бактериоцинов характерны 
устойчивость продуцентов к синтезируемому антибиотику, бакте­
рицидный тип действия, адсорбция на специфических рецепторах, 
летальный биосинтез (образование бактериоцина данной конкрет­
ной клеткой ведет ее к гибели). Во многих случаях способность к 
синтезу бактериоцинов детерминируется плазмидами. Спонтанная 
продукция бактериоцинов усиливается при обработке УФ-лучами, 
добавлении перекисей, митомицина С и других ДНК-тропных ве­
ществ.

Группа бактериоцинов (даже если ограничить их рамки бакте- 
риоциноподобными веществами, образуемыми бактериями рода 
Pseudomonas) объединяет вещества, разнообразные по спектру 
действия и физико-химическим свойствам. Некоторые из них отли­
чаются по характеристикам от приведенных выше определений. 
Так, пиоцины — бактериоцины P. aeruginosa — характеризуясь в 
целом узким спектром действия, могут в то же время взаимодейст­
вовать с клетками Neisseria gonorrheae, что связано с наличием 
специфических рецепторов на поверхности последних [358]. Более 
того, по данным Фаркаш-Химсли [175], некоторые бактериоцины, 
в том числе и пиоцины, взаимодействуют с опухолевыми клетками, 
что позволило этому автору рассматривать их как специфические 
антибиотики широкого спектра действия.

Разнообразие веществ, объединяемых в рассматриваемую груп­
пу антибиотиков, затрудняет их классификацию. Согласно Бредли 
[122], существуют две группы бактериоцинов: к первой относятся 

вещества S-типа, обычно термостабильные, не способные к 
седиментации при ультрацентрифугировании, чувствительные к 
протеолитическим ферментам и не структурированные при элек­
тронно-микроскопическом изучении. Вторая группа объединяет 
бактериоцины R-типа, не чувствительные к протеазам, хорошо се- 
диментирующиеся, сходные по морфологии с хвостами бактерио-
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фага, что обнаруживается при электронной микроскопии. Обе груп­
пы характеризуются наличием белковой части в составе молекулы.

Согласно Израиль [257], к первой группе бактериоцинов отно­
сятся некорпускулярные неседементирующиеся вещества различ­
ного химического строения, термоустойчивые и чувствительные к: 
трипсину. Этим автором выделяется и третья, промежуточная 
группа — некорпускулярные вещества белковой природы, устойчи­
вые к действию трипсина и инактивирующиеся при нагревании. 
Вполне вероятно существование и других типов бактериоцинов, не 
укладывающихся в данную классификацию.

У бактерий рода Pseudomonas явление бактериоциногении впер­
вые описано Жакобом [260], который обнаружил способность 
штаммов Р. aeruginosa синтезировать вещество, отличное от пио­
цианина. Синтез этого агента, впоследствии названного пиоцином 
(аэругиноцином), стимулировался УФ-облучением. Были исследо­
ваны некоторые физико-химические свойства пиоцина и показано 
его отличие от бактериофагов. В опытах Хамона [217] 10 из 
15 штаммов синегнойных бактерий были способны к синтезу пио- 
цинов. Все они характеризовались термолабильностью, устойчи­
востью к действию ДН Казы и УФ-облучения, наличием антигенных 
свойств, способностью осаждаться ацетоном и сульфатом аммония. 
Различные пиоцины отличались один от другого спектром дейст­
вия, скоростью диффузии в агар, чувствительностью к протеолити- 
ческим ферментам. В дальнейшем при исследовании явления бак­
териоциногении и лизогении у бактерий рода Pseudomonas было 
показано, что пиоцины могут ингибировать от 2 до 7 индикаторных 
штаммов своего вида, а некоторые штаммы Р. aeruginosa воздей­
ствовали также на 1—2 штамма Р. fluorescens [218].

К настоящему времени явление бактериоциногении у Р. aerugi­
nosa изучено достаточно подробно. Разработаны классификация й 
методы пиоцинотипирования штаммов Р. aeruginosa, получены очи­
щенные препараты пиоцинов, изучены их тонкая структура*, имму­
нологические свойства, генетические детерминанты, условия био­
синтеза, механизм действия. Однако если бактериоцинам Р. aeru­
ginosa посвящена обширная литература, у других видов псевдомо­
над эта группа антибиотиков изучена значительно слабее.

Хамон и соавт. [218] среди исследованных ими штаммов 
Р. fluorescens, Р. stutzeri и Р. putida обнаружили способность к 
синтезу бактериоцинов, названных ими флюоцинами, у 12 штаммов 
Р. fluorescens. Флюоцины были термолабильны, трипсинрезистент- 
ны и высокоспецифичны в отношении штаммов своего вида, не дей­
ствовали на синегнойную палочку. Эти данные не были, однако, 
подтверждены исследованиями Паттерсон [399], в опытах которой 
штаммы Р. fluorescens не обладали бактериоциногенными свойст­
вами и не были чувствительны к бактериоцинам Р. aeruginosa. 
Паттерсон не удалось найти бактериоцины и у штаммов «Р. ova­
lis». В то же время ею было показано широкое распространение 
явления бактериоциногении у штаммов Р. aeruginosa и проведено
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на основании спектра действия пиоцинов разделение 25 штаммов 
этого вида на 4 группы. Это была одна из первых попыток класси­
фицировать микроорганизмы рода Pseudomonas в соответствии с 
их бактериоцинотипами.

Относительно подробно изучено явление бактериоциногении у 
фитопатогенных видов рода Pseudomonas [218, 335]. Штаммы фи­
топатогенных псевдомонад были распределены на 11 групп по ха­
рактеру образуемых ими бактериоциноподобных веществ. Первую 
и вторую группы образовали продуценты фазеолицинов — штаммы 
«Р. phaseolicola», третью — пятую — штаммы «Р. glycinea», синте­
зирующие глицины, и наконец, шестую — одиннадцатую — штам­
мы Р. syringae, образующие сирингацины.

Исследование явления бактериоциногении у фитопатогенного 
вида P. solanacearum затруднено из-за обильного образования сли­
зи. Однако исследователям удалось наблюдать бактериоциноген- 
ную активность у штамма Р. solanacearum  К-60 и его авирулент- 
ного не продуцирующего слизи варианта В-1. Эти микроорганизмы 
подавляли рост 84 % штаммов собственного вида, но не влияли на 
другие виды псевдомонад и на штамм-продуцент [155].

Генетически близкий Р. solanacearum вид P. cepacia также спо­
собен к образованию бактериоциноподобных веществ. Гонзалес и 
Видэвер [196] пришли к выводу, что активные вещества этой груп­
пы синтезируются лишь фитопатогенными штаммами P. cepacia, 
а клинические изоляты в их опытах такой активностью не облада­
ли. Однако Гован и Харрис [204] обнаружили способность к син­
тезу бактериоцинов (сепациацинов) и у клинических изолятов 
P. cepacia. Исследовав 373 штамма этого вида, авторы создали 
схему их бактериоцинотипирования, что позволило классифициро­
вать 95 % исследованных культур.

Для выделения, очистки и изучения бактериоцинов широко при­
меняются методы белковой химии: ультрацентрифугирование и 
ультрафильтрация, ионообменная и гель-хроматография, препара­
тивный электрофорез, аминокислотный анализ и др. Многие бакте­
риоцины высокочувствительны к повышению температуры, перепа­
дам pH, действию протеаз, находящихся в культуральной жидкос­
ти. Различные методы выделения и обработки в щадящих условиях 
позволяют очистить бактериоцины в несколько тысяч раз.

Так, сирингацин 4-а был очищен в 1029 раз, а его специфиче­
ская активность составляла 3,5-1013 летальных единиц на 1 мг 
белка [214]. Удельная активность пиоцина S-типа составляла пос­
ле очистки 7,8*1О4 ед/мг белка [434]; сирингацина W — 
1,6* 106 ед/мг белка [457]. Как видно из этих данных, удельная ак­
тивность очищенных бактериоцинов весьма различна, что объясня­
ется не только исходной активностью продуцента, но и количест­
вом молекул антибиотика, необходимых для гибели одной клетки 
чувствительного штамма. На одну летальную единицу пиоцина 
R-типа приходится 1—2 молекулы, пиоцина F-типа — 280 молекул, 
а для пиоцина S-типа — более 300 [305].
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Т а б л и д а  34. Основные группы бактериоцинов из бактерий рода Pseudomonas

Продуцент Название бактерио­
цинов Тип Химический состав

P. aeruginosa Пиоцины Rj — R4 R Белок

Пиоцины Fx — F 4 F

Пиоцины АР41 S
АР 108 и др.

Пиоцины Р 25 Отличаются от ос­ Белок, ковалентно
Р 50 Р 70 тальных типов пио­ связанный с угле­

цинов водной частью
Р. syringae 44 Сирингацин 4-А Белково-углеводный

комплекс
Р. syringae Сирингацин W-1 Близок к пиоцинам То же
p. V. syringae R-типа
P. solanacearum Близок к пиоцинам Белок

S-типа
P. cepacia Сепациацины То же Не изучен

P. fluorescens Флюоцины Не

П р и м е ч а н и е .  ( + ) — чувствительны к протеазам, термолабильны; (—) — устойчивы к

По строению и размерам молекулы бактериоцины бактерий ро­
да Pseudomonas представляют собой обширную и разнообразную 
группу веществ (табл. 34). Наиболее детально изучены в этом от­
ношении пиоцины. Описано три класса пиоцинов: R-, F- и S-типов 
[136]. Пиоцины R-типа — крупные частицы, представляющие со­
бой белковую молекулу с молекулярной массой 1-Ю7 Д. В УФ-об- 
ласти спектр пиоцина R-типа типичен для белков. Изучение амино­
кислотного состава показало наличие аланина, аспарагина, глици­
на, глютамина и лейцина. Цистеин, гистидин, метионин и тирозин 
содержатся в незначительных количествах.

Электронно-микроскопическая структура пиоцинов R-типа изу­
чена достаточно подробно [202]. Палочковидная структура 120 нм 
длиной и 15 гам шириной представляет собой двухслойный цилиндр, 
состоящий из кора и оболочки, которая способна к сокращению. 
При нарушении структур происходит полная потеря биологической 
активности. Будучи сходными по строению с хвостом Т-четного 
бактериофага, бактериоцины R-типа отличаются от него отсутстви­
ем головки и неспособностью репродуцироваться в клетке хозяина.

Известные к настоящему времени пиоцины R-типа сходны по 
морфологии, физико-химическим свойствам и антигенной структу­
ре, имеют в своем составе белковые субъединицы, сходны по меха­
низму действия (ингибируют синтез белка и нуклеиновых кислот)* 
но отличаются по спектру действия.
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Структура Молекулярная мас­
са, д

Чувствитель­
ность к про­

теазам

Чувствитель­
ность к воз­

действию  
температуры

Палочковидная, корпускулярная, спо­ М О7 __ +
собная к сокращению. Сходна с хво­
стом Т-четного колифага
Корпускулярная, не способная к со­ 3,32.10е — +
кращению, сходная с хвостом фага
Некорпускулярная, структур, види­ М О 5 —
мых в электронный микроскоп, не име­
ется
Не изучена 2 ,4 -106 — +

1 ,3 -106
1,2- Ю6

> » 1,7- Ю7 — +

Корпускулярная, сходная с пиоцинами Близка к сирин- — +
R-типа гацину 4А
Некорпускулярная 6,5- Ю4 + —

Корпускулярная, способная к сокра­ Не изучена —
щению
изучены +

протеазам, термостабильны.

Пиоцины F-типа сходны морфологически и представляют собой 
палочки, к концу которых прикрепляются фибриллоподобные 
структуры [305]. Общие антигены пиоцинов F-типа содержатся в 
палочкообразных структурах, в то время как специфические связа­
ны с фибриллами. Молекулярная масса одной частицы пиоцина 
3,32-106 Д. Изучена тонкая структура пиоцинов F, молекулярные 
массы и аминокислотный состав образующих их белков.

В отличие от двух описанных выше высокомолекулярных типов 
бактериоцинов пиоцины S-типа не имеют структур, видимых в* 
электронный микроскоп, быстро диффундируют в агар, высокочув­
ствительны к действию протеаз. Их молекулярная масса не превы­
шает 100 ООО Д.

Пиоцинам S-типа близок бактериоцин P. solanacearum [155] * 
не способный к седиментации термостабильный белок с молекуляр­
ной массой 65 ООО Д.

Сирингации W-1 сходен с пиоцинами R-типа. Это палочкоподоб­
ная структура 20-75 нм, имеющая внутренний кор и наружную 
оболочку. В составе сирингаципа 67,2 % белка и до 35 % углево­
дов, однако углеводная часть не является обязательной для про­
явления биологической активности. Аминокислотный анализ бел­
ковой части показал высокое содержание аланина, аспарагиновой,, 
глютаминовой кислот и глицина [457].
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По данным Гована и Харриса [204], бактериоцины P. cepacia 
такж е сходны с пиоцинами R-типа. При электронной микроскопии 
осадка, полученного ультрацентрифугированием культуральной 
жидкости штаммов P. cepacia, эти авторы наблюдали сокращен­
ные, подобные хвостам бактериофага частицы сепациацинов.

Вопросы генетического детерминирования бактериоцинов у 
бактерий рода Pseudomonas изучены недостаточно, что связано с 
ограниченностью знаний об их генетической организации в целом, 
исключая P. aeruginosa. В то же время известно, что у многих 
других групп микроорганизмов синтез бактериоцинов кодируется 
плазмидами. Японскими авторами было установлено, что генетиче­
ская информация, ответственная за синтез пиоцинов Ri, R2 и R3, 
расположена на бактериальной хромосоме вблизи триптофанового 
маркера и тесно с ним связана [272, 273].

Среди практических аспектов приложения явления бактериоци­
ногении следует в первую очередь назвать типирование клиниче­
ских штаммов бактерий. Особенно широкое распространение полу­
чил метод пиоцинотипирования, что связано с необходимостью чет­
кого распознавания циркулирующих в стационарах возбудителей 
синегнойной инфекции. Схемы и методы пиоцинотипирования 
P. aeruginosa разработаны Гиллис и Гован [192], Джонс с соавт. 
[270], Мороз с соавт. [64] и широко используются практическими 
лабораториями в нашей стране и за рубежом. Как упоминалось 
ранее, разработаны и пути бактериоцинотипирования клинических 
изолятов P. cepacia [204]. Успешным оказалось использование для 
пиоцинотипирования высокоочищенных пиоцинов НСР 2Р и НСР 
2F, что обеспечивало четкие, легко воспроизводимые результаты и 
полностью исключало ошибки, связанные с лизогенностью культур 
[136].

Явление бактериоциногении может быть использовано и для 
идентификации штаммов псевдомонад, вызывающих болезни рас­
тений. Так, применение в качестве индикаторов высокочувствитель­
ных к бактериоцинам штаммов на специальной селективной среде 
было предложено для выделения и идентификации P. solanacearum  
[513].

По-видимому, существуют определенные перспективы использо­
вания бактериоцинов для профилактики и терапии инфекций [6]. 
Иллюстрацией может служить сообщение о защитном действии 
пиоцинов при инфекции, вызванной антибиотикорезистентным 
штаммом P. aeruginosa [339].

Одним из перспективных направлений применения бактериоци­
нов в сельском хозяйстве является их использование в целях про­
филактики и борьбы с некоторыми заболеваниями растений [354, 
496, 497]. Обработка листьев бобовых очищенным препаратом си- 
рингацина А-4 или W-1 перед заражением их фитопатогенным 
штаммом «Р. phaseolicola» приводила к полному исчезновению 
жизнеспособных клеток патогена, а обработка семян соевых бобов 
препаратом сирингацина А-4 — к увеличению их всхожести на 
20% . При введении в стебель бобовых штамма — продуцента си-
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Т а б л и ц а  35. Внутривидовой антагонизм у различных видов бактерий рода
Pseudomonas

Вид бактерий
Всего

испытано
штаммов

Из них 
рост 

штаммов 
своего 

вида по­
давляли

Вид бактерий
Всего

испытано
штаммов

Из них 
рост 

штаммов 
своего  

вида по­
давляли

Р. aeruginosa 5 2 P. mendocina 5 1

Р. fluorescens «Р. rathonis» 5 0

биовар I 5 1 Р. fragi 1 0

биовар II 5 2 «Р. denitrificans» 1 0

биовар III 5 0 P. taetrolens 1 0

биовар V 5 1 С. acidovorans 5 0

биовар VI 5 5 С. testosteroni 5 0

Р. aurantiaca 5 0 P. cepacia 4 3
<<Р. lemonnieri» 5 2 X. maltophilia 5 5
Р. aureofaciens 5 0 P. vezicularis 2 0

Р. chlororaphis 2 0 P. pickettii 1 0

Р. putida 1 0 4 P. paucimobilis 1 0

Р. syringae 5 1 P. saccharophila 1 0

Р. alcaligenes 3 0 P. glathei 1 0

Р. pseudoalcalige- P. mesophilica 1 0

nes 5 4 Pseudomonas spp. 18 0

Р. stutzeri 2 1

рингацина W-1 — совместно с чувствительным к нему фитопатоген­
ным штаммом рост последнего тормозился, что было вызвано син­
тезом бактериоцина в тканях растений [456]. По-видимому, ис­
пользование сапрофитных бактериоциногенных штаммов — один из 
плодотворных подходов в биологической защите растений от воз­
будителей заболеваний.

Резюмируя исследования по бактериоциноподобным веществам 
бактерий рода Pseudomonas, следует отметить, что подобно проду­
центам «истинных» антибиотиков из продуцентов бактериоцинов 
наиболее изучены виды флюоресцирующей группы, и прежде все­
го — Р. aeruginosa. У большинства видов псевдомонад бактерио­
цины до настоящего времени не обнаружены, что, безусловно, яв­
ляется пробелом в характеристике их биологической активности.

Приступая к анализу бактериоциногенных свойств различных 
видов рода Pseudomonas, мы прежде всего поставили перед собой 
задачу изучить взаимоотношения штаммов внутри отдельных видов 
псевмонад. Для этих исследований было взято по 5 штаммов каж ­
дого вида или биовара у таких крупных видов, как Р. fluorescens 
и Р. putida, причем их испытывали в качестве продуцентов бакте­
риоцинов и в качестве индикаторных на эти антибиотики культур. 
Способность к синтезу бактериоциноподобных веществ изучали ме­
тодом отсроченного антагонизма [498]. Результаты исследований 
представлены в табл. 35.

Большинство флюоресцирующих видов (Р. aeruginosa, Р. putida, 
отдельные биовары Р. fluorescens) характеризовалось ярко выра-
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женным внутривидовым антагонизмом, значительно тормозя либо 
полностью задерживая рост штаммов своего вида.

Среди нефлюоресцирующих бактерий рода Pseudomonas вну­
тривидовой антагонизм наблюдался у штаммов Р. pseudoalcalige­
nes, Р. stutzeri, Р. mendocina, X. maltophilia. Последние были осо­
бенно активны: все испытанные нами штаммы X. maltophilia инги­
бировали рост представителей своего вида и в то же время сами 
были высокочувствительны к выделяемым ими литическим 
агентам.

Таким образом, уже иа первом этапе исследований нам удалось 
обнаружить способность к синтезу бактериоциноподобных веществ 
не только у штаммов Р. aeruginosa и P. fluorescens, у которых они 
были описаны ранее, но и у некоторых видов рода Pseudomonas, 
с этой стороны не описанных или не изученных.

Дифференциация явления бактериоциногении от бактериофагии, 
бактериоциногенных культур от лизогенных представляет опреде­
ленные методические трудности. Нам не удавалось перенести лити- 
ческий агент из зон лизиса на свежую среду с тест-культурой, что 
свидетельствует об его бактериоциногенной природе. При титрации 
культуральных жидкостей на газоне с тест-культурами мы неиз­
менно наблюдали уменьшение размеров зон лизиса и возрастание 
степени их мутности (в то время, как при титрации фага на газо­
не наблюдались бы литические «бляшки», число которых в разве­
дениях прогрессивно снижается). Все изложенное позволяет пред­
положить, что мы имели дело с явлением бактериоциногении.

Далее нами была изучена антагонистическая активность отоб­
ранных продуцентов в отношении других видов рода Pseudomonas. 
Как правило, бактериоциноподобные вещества, образуемые штам­
мами видов I секций, тормозили рост генетически близких им ви­
дов той же секции, но не действовали на представителей других 
секций (рис. 22, 23, см. на вклейке). В то же время некоторые 
штаммы P. cepacia обладали широким спектром действия в отно­
шении многих тест-микроорганизмов рода Pseudomonas.

Наблюдаемый антагонистический эффект мог быть обусловлен 
синтезом бактериями низкомолекулярных антибиотиков, описан­
ных другими авторами и найденных нами у P. cepacia. Поэтому 
мы попытались отобрать среди штаммов названного вида проду­
центы антибиотических веществ с высокой молекулярной массой, 
превышающей 10 000— 12 000 Д, т. е. не способные к диффузии че­
рез целлофан. Эти исследования были проведены на 34 штаммах 
P. cepacia, выделенных из клинических источников и из ризосферы 
растений. Антибиотические вещества, не способные к диффузии че­
рез целлофан, синтезировало 48 % культур. При этом угнетающее 
действие наблюдалось только в отношении штаммов собственного 
вида.

В дальнейшем, используя стандартный набор продуцентов бак­
териоцинов (СР) и индикаторных к ним культур (CS), любезно 
предоставленных нам профессором Гованом, мы провели типиро- 
вание штаммов P. cepacia как по чувствительности к бактериоци-
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Т а б л и ц а  36. Чувствительность штаммов Pseudomonas cepacia к стандартно­
му набору сепациацинов

Номер
штамма

Действие на исследуемые штаммы стандартного набора продуцен­
тов епациацинов Тип чувстви 

тельности к 
сепациацинам 

(S)СР, СР2 СР8 СР4 СР8 СР,

3187 + + + + 6
3189 + — + — + _ 28
4013 — — _ _ н-з;
4137 + + + + + + 26
4176 — — + Н-2‘
4199 + — _ _ _ 25
4200 + + — _ Н-4
4201 + — + — 28
4202 — — — _ н -а
4203 — + — — _ _ 27
4204 — _ _ 21
4205 — — + _ _ Н‘2
4207 + + + — + _ 6
4208 + — — + _ Н-1
4209 — + — — _ 27
4210 + + + — _ _ 1
4211 — _ _ _ Н-3
4213 — — — _ _ _ н -з
4214 + — — — _ _ 25
4215 + “Ь _ _ _ __ 8
4216 + — — + _ Н-1
5757 + + + — + _ 6
5758 + + + — + _ 6
5767 + + _ _ 8
5768 + + _ _ _ _ 8
5769 + + + — + + 16
5772 — — + — 5
5779 — — _ _ _ Н-З
5795 + + — — + _ 17
5798 + + + — + + 16
5874 + + + — + 27
5877 + + + — — 1
5979 + + + — + + 16
5980 + + + — + + 16

нам (табл. 36), так и по способности к их продукции [19]. Типовой 
штамм P. cepacia ИМВ 4137 соответствовал в наших опытах типу 
P 0/S 26. Ряд штаммов, как ризосферных, так и клинического проис­
хождения, соответствовал типам: P i2/S 27, Ps/S8, Po/S6, Po/S26, P 3/S 27, 
P 0/S 2 8 , Ро/S,. P 0/S 16 (2 штамма), P 0/S 26, а некоторые S- либо Р-ти- 
пам, описанным ранее. И наконец, 8 культур относились к новым 
группам как по чувствительности, так и по продукции к бактерио­
цинам (табл. 37). Из них только штамм P. cepacia 5779 был выде­
лен из ризосферы, остальные 7 штаммов имели клиническое про­
исхождение.

Бактериоциноподобные вещества, описанные до настоящего вре­
мени у P. cepacia, были трипсинрезистентны и напоминали по свое­
му строению пиоцины R-типа P. aeruginosa. Среди обнаруженных
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Т а б л и ц а  37. Характеристика штаммов Pseudomonas cepacia по способности
к продукции бактериоцинов

Номер
штамма

Влияние на стандартный набор индикаторных штаммов Тип об­
разуе­
мого 

бактери­
оцина (Р)

CS, CSv CS, CS, c s 8 cs„ CST c s R

3187 _ + чь + Новый
3189 — — — — — — 0
4013 — + + — — + — — Новый
4137 — — — — — — — — 0
4176
41QQ

— — — — — __ — — 0

4200 _ _ _ _ _ _ _ _ и
Новый

4201 — — — — — — — — 0
4202 Ч- — + + — — — — Новый
4203 — — — ч- 4 “ + + — 3
4204 ч- Ч~ — — + + + — Новый
4205 — — Ч- — — А
4207 — — + — — — — — А
4208 — — + — + — — — Новый
4209 ч- — — — + — — 12
4210 — — — + — — Новый
4211 _ — + — — — — А
4213 — — ч- — — ч~ — + Новый
4214 _ — ч- — — — А
4215 — — — — — — — 0
4216 — — — — — + — + 10
5757 — — — — — + В
5758 _ __ — — — — — 0
5767 — — ч- — — — + —' Новый
5768 — — — — — — — 0
5769 — — — — + + ■ + — Новый
5772 — __ т+ ч- + — »
5779 — — ч- — + — + — »
5795 — ч- — — — — »
5798 — — — — — — — — 0
5874 — — 4“ — — —. — — А
5877 — — — — — — — — 0
5979 — — — — — — — — 0
5980 — — — — —- — ч- — В

нами бактериоциноподобных веществ были чувствительные к трип­
сину и проназе (рис. 24, см. на вклейке). К их числу относится и 
антибиотик, образуемый штаммом P. cepacia 5779. Его продуцент 
принадлежит к новому, ранее не описанному бактериоцинотипу 
как по чувствительности к бактериоцинам, так и по их продукции. 
Все изложенное побудило нас более подробно исследовать сепа- 
циацин 5779.

Синтез активного вещества происходил на агаризованных и 
жидких средах в условиях аэрации, стимулировался УФ-лучами и 
митомицином С. Ультрацентрифугирование при 75 тыс. g  и после­
дующая гель-фильтрация на колонке с Sepharosa-бВ позволили 
очистить препарат бактериоцина в 8000 раз и повысить его актив­
ность до 1,26* 107 ед/мг белка.
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Очищенный препарат бактериоцина был термолабилен (пол­
ностью инактивировался при 60°С), имел Хщах 271 нм, содержал 
77 % белка и 23 % углеводов, что сближает его с сирингацинами 
А-4 и W-1.

Белковая часть его молекулы содержала аланин, гистидин, се­
рии и глютамин; в небольшом количестве встречались изолейиин, 
триптофан и орнитин. Активность сепациацина 5779 снималась до­
бавлением к нему липополисахаридов, выделенных из индикатор- 
лого штамма P. cepacia 3181. Аналогичный эффект был описан Го- 
ваном [202] для пиоцинов R-типа из P. aeruginosa. Последние не­
обратимо адсорбировались на липополисахаридах чувствительных 
штаммов, вследствие чего теряли свою биологическую активность.

Одновременное проявление термолабильности и чувствительнос­
ти к протеазам выделяет бактериоцин 5779 из ряда известных бак- 
териоциноподобных веществ и не позволяет отнести его к какой- 
либо из двух групп, охарактеризованных Бредли [122]. Возможно, 
он принадлежит к не описанному ранее типу бактериоциноподоб- 
ных веществ.

Полученные результаты свидетельствуют о крайнем разнообра­
зии бактериоциноподобных веществ, синтезируемых P. cepacia, и 
позволяют предположить, что они исследованы далеко не полно. 
Можно ожидать, что выделение и изучение новых штаммов этого 
вида из различных природных и клинических источников позволит 
расширить круг известных бактериоциноподобных веществ, допол­
нить схемы бактериоцинотипирования бактерий, выяснить мало 
изученные вопросы экологии P. cepacia и пути его распростране­
ния в природе.



ГЛАВА ю

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АНТИБИОТИЧЕСКИХ 
СВОЙСТВ
БАКТЕРИЙ РОДА PSEUDOMONAS 
ДЛЯ БОРЬБЫ С ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 
СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ РАСТЕНИЙ

При поиске новых антибиотиков изучение антаго­
нистических свойств бактерий является первым этапом исследова­
ний, тем фундаментом, на котором получены важнейшие применяе­
мые в клинике антибиотические вещества. Однако антагонистиче­
ские свойства бактерий обусловлены не только синтезом антибио­
тиков, но представляют собой сложный комплекс, включающий 
образование антибиотических веществ, белковых соединений и пеп­
тидов группы бактериоцинов и микроцинов, литических и некото­
рых других ферментов, сидерофоров и других биологически актив­
ных соединений. Далеко не все слагаемые этого сложного явления 
к настоящему времени расшифрованы. Исследование антагонизма 
бактерий может оказаться полезным для решения проблем их эко­
логии и систематики, а также для их использования в .качестве 
средства биологической борьбы с вредителями сельскохозяйствен­
ных растений. Последнее, казалось бы чисто прикладное направ­
ление, может успешно развиваться, лишь опираясь на фундамен­
тальные теоретические данные. Согласно Куку [149], биологиче­
ский контроль представляет собой науку, синтезирующую данные 
экологии, таксономии, почвенной микробиологии, генетики расте­
ний и микроорганизмов, молекулярной биологии и цитологии, био­
химии и физиологии растений.

В настоящей главе мы рассмотрим некоторые аспекты исполь­
зования антагонистических свойств бактерий рода Pseudomonas, 
сосредоточив основное внимание на их антифунгальной актив­
ности.

Антагонистическая активность бактерий рода Pseudomonas при­
влекала внимание бактериологов еще на начальных этапах разви­
тия микробиологии. Начиная с 80-х годов прошлого столетия пред­
ставители флюоресцирующей группы рода Pseudomonas, и прежде 
всего P. aeruginosa и P. fluorescens, неоднократно описывались 
как антагонисты патогенных микроорганизмов.

Обширная литература посвящена антифунгальным свойствам 
бактерий рода Pseudomonas. Литическое действие псевдомонад на 
почвенные грибы описано Я. П. Худяковым в 1935 г. Микроорга­
низмы, вызывающие это явление, названы миколитическими. Было 
показано, что P. aeruginosa и P. fluorescens — одни из наиболее 
активных видов в группе миколитических бактерий. Одновременно
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была предпринята попытка использовать явление антагонизма для 
борьбы с грибными болезнями полезных растений. Культуры бак­
терий, лизирующих Fusarium  gram inearum  и Fusarium  lini, вноси­
ли в почву для борьбы с фузариозом пшеницы и льна. Позже для 
обозначения метода обработки семян миколитическими бактерия­
ми, защищающими растение от патогенных грибов, был предложен 
термин «бактеризация» [67, 91]. Испытания миколитических бак­
терий, в первую очередь Р. aeruginosa и Р. fluorescens, в борьбе 
с фузариозом различных сельскохозяйственных растений в лабо­
раторных и вегетативных опытах дали положительные резуль­
таты.

Как антибактериальные, так и антифунгальные свойства дру­
гих флюоресцирующих видов рода Pseudomonas значительно менее 
изучены. Высокая антагонистическая активность и широкий спектр 
антимикробного действия установлены отечественными авторами у 
Р. aurantiaca [15, 65]. В опытах М. И. Нахимовской штаммы 
Р. aurantiaca препятствовали прорастанию спор головни (Ustilago 
avenae, Ustilago nuda, Ustilago zeae и др.). В настоящее время мы 
можем с достаточной уверенностью связать этот эффект с образо­
ванием антибиотиков — производных флороглюцина, выделенных 
нами из штаммов этого вида.

Несмотря на более чем полувековую историю, использование 
живых культур бактерий-антагонистов для борьбы с грибными за­
болеваниями растений не получило широкого рспространения в 
связи с непостоянством наблюдаемого защитного эффекта. Причи­
ны этого кроются в сложности взаимоотношений между микроор­
ганизмами ризосферы и растениями, а также в недостаточности 
наших знаний о ключевых факторах, контролирующих эти процес­
сы. В последние годы рассматриваемое направление переживает 
новый этап развития. После продолжительного перерыва внимание 
исследователей вновь привлечено к использованию живых культур 
бактерий рода Pseudomonas в качестве средства борьбы с грибны­
ми заболеваниями растений. Установлено, что важную роль в за ­
щите растений от инфекции играют такие свойства псевдомонад, 
как способность к активной колонизации корневой системы и син­
тез разнообразных антифунгальных соединений.

Микроорганизмы, активно размножающиеся на корнях и полу­
чившие название ризобактерий, состоят из нескольких групп. Это 
«нейтральные» бактерии, не оказывающие влияния на растение; 
вредные (их от 8 до 15 % ); угнетающие прорастание семян; умень­
шающие длину корней, вызывающие на них некрозы и усиливающие 
инфекцию корней грибами и бактерии; стимулирующие рост расте­
ний (их всего 2—5 %) [442]. Например, было показано» что вред­
ная микрофлора сахарной свеклы представлена родами Enterobac- 
ter, Klebsiella, Pseudomonas, снижающими урожай на 21—49%.  
Бактерии, стимулирующие рост растений, вытесняли эту вредную 
микрофлору с поверхности корней и уменьшали на 21—72 % коли­
чество грибов родов Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Cladospo- 
rium  и др. [292, 474].
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При обработке ризобактериями семян сахарной свеклы их ко* 
личество достигало 105 КОЕ (колониеобразующих единиц) на 1 см 
корней. В не обработанных бактериями контролях эти цифры со­
ставляли 90—600 КОЕ/см. Сходные данные были получены на кар­
тофеле, пшенице и многих других сельскохозяйственных культурах.

Использование ростстимулирующих ризобактерий позволило 
повысить урожаи картофеля на 5—33 % [131, 148, 530, 531], сахар­
ной свеклы — на 15 (при этом выход сахара повышался на 955— 
1227 кг/га) [474], пшеницы — на 26—29 [507, 508, 509], риса — на
3— 160 % [341, 429] и т. д.

Было установлено, что наиболее активные ризобактерии при­
надлежат к видам Р. putida и Р. fluorescens. При этом, по данным 
одних авторов, они гетерогенны по свойствам и не соответствуют 
биоварам, описанным у Р. fluorescens [442]; по данным других 
[531] — они чаще всего принадлежат к биоварам III и V Р. fluo­
rescens. Этот вывод подтверждается и нашими исследованиями.

Значительные успехи достигнуты в расшифровке механизма сти­
мулирующего действия ризобактерий. Показано, что это действие 
связано с подавлением грибов и фитопатогенных бактерий антибио­
тиками и другими биологически активными метаболитами ризобак­
терий-антагонистов. Иллюстрацией может служить работа Хоуэлла 
и Степановича [241, 242], которые использовали для защиты хлоп­
ка штамм Р. fluorescens Pf-5. Последний синтезировал два анти­
биотика — пирролнитрин, угнетающий рост фитопатогенного гриба 
Rhizoctonia solani, и пиолютеорин, ингибирующий рост Pythium ul­
timum — важного патогена сеянцев хлопка. Обработка семян 
штаммом-антагонистом либо образуемыми им антйбиотиками уве­
личивала выживаемость растений на 28—71 %.

Штамм Pseudomonas sp. 19 (идентифицированный затем как 
Р. fluorescens)— продуцент феназин-1-карбоновой кислоты — был 
с успехом использован А. Д. Гарагулей для защиты пшеницы от 
корневой гнили, вызванной Fusarium  oxysporum [15]. Позднее То­
м атов и Уэллер сообщили о выделении из ризосферы пшеницы 
штамма Р. fluorescens 2-79, эффективного в качестве средства 
борьбы с заболеваниями ячменя и пшеницы, вызванными грибом 
Gaeumannomyces gram inis var. tritici. Антифунгальный эффект 
был обусловлен синтезом феназин-1-карбоновой кислоты; мутанты, 
не образующие феназиновый пигмент, не обеспечивали защитного 
действия [484].

Цитированные работы — немногие, где антифунгальные свойст­
ва ризобактерий связывают с образованием антибиотических ве­
ществ. Подавляющее большинство исследований в этой области 
посвящено сидерофорам, синтезируемым бактериями рода Pseudo­
monas и играющим важную роль в ограничении численности пато­
генов.

Сидерофоры — соединения, осуществляющие транспорт железа, 
широко распространены у различных групп аэробных микроорга­
низмов. Многие из них обладают антибиотической активностью 
[376] либо являются факторами роста для некоторых бактерий.
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Сидерофоры гидроксаматного типа выделены из грибов, дрожжей 
и бактерий, фенолятного типа — преимущественно из бактерий. 
Отличительной особенностью этих биологически активных соеди­
нений является их способность к образованию стабильных комп­
лексов с трехвалентным железом [375].

К сидерофорам принадлежит и псевдобактин (пиовердин) — 
желто-зеленый флюоресцирующий пигмент бактерий рода Pseudo­
monas. Химическая природа этого соединения на протяжении мно­
гих десятков лет была предметом исследований и выяснена лишь 
в последние годы. К настоящему времени установлена роль псев- 
добактина в транспорте железа у Р. fluorescens и других флюорес­
цирующих видов [342, 344]; установлено химическое строение пиг­
мента и близких ему нефлюоресцирующих соединений [403, 483] „

Молекулярная масса псевдобактинов, полученных из различных 
видов псевдомонад, составляет в среднем 1500 Д. Ниже представ­
лен один из них, синтезируемый штаммом Р. fluorescens В 10.

Псевдобактин из штамма Р. fluorescens В 10.

Главные компоненты молекулы — хинолиновый хромофор и 
6-членная пептидная цепь, содержащая, в частности, необычной 
М5-оксиорнитин. Одновременно с псевдобактином Р. fluorescens 
синтезирует нефлюоресцирующий сидерофор псевдобактин А, по- 
видимому, являющийся его предшественником и отличающийся не­
которыми деталями строения хинолинового ядра.

Родственные псевдобактину сидерофоры из различных видов 
Pseudomonas отличаются числом и конфигурацией аминокислот пеп­
тидной цепи. Так, сидерофор из Р. aeruginosa PAOl содержит ок­
тапептид [512]. Установлено строение сидерофоров из Р. putida, 
Р. syringae [488] и других фитопатогенных псевдомонад [132]. 
Обладая высоким (К = Ю 32) сродством к железу и образуя с ним 
стабильные комплексы, псевдобактин успешно конкурирует за этот 
элемент с сидерофорами фитопатогенных грибов, которые облада­
ют более низкой константой связывания железа. Таким образом, 
его фунгистатическое действие связано с созданием дефицита ж е­
леза для фитопатогенных грибов [149, 150, 290].

Препараты флюоресцирующих пигментов из сапрофитных и фи­
топатогенных бактерий рода Pseudomonas тормозили рост грибов

СН2
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Rhizoctonia colani, Sclerotinia sclerotiorum, Phytophtora megasper- 
ша и др. Ингибирующий эффект снимался добавлением в среду со­
лей железа. Антифунгальное действие наблюдалось не только при 
внесении в почву пигмента бактерий, но и при обработке семян 
растений живыми культурами микроорганизмов, синтезирующих 
этот пигмент. Связывание железа сидерофорами, образуемыми 
флюоресцирующими бактериями рода Pseudomonas, приводило 
также к угнетению ряда других вредных обитателей ризосферы, 
например Erwinia carotovora и др. Дефицит железа, создаваемый 
синтезом или внесением сидерофоров, ограничивал численность 
этих организмов, стимулируя тем самым рост сельскохозяйствен­
ных растений [348, 471, 492].

Бактерии — продуценты сидерофоров — были с успехом исполь­
зованы при защите пшеницы, ячменя и райграсса от поражения 
грибом Gaeumannomyces gram inis [150, 527]. Штамм Р. syrin­
gae — продуцент сидерофоров и антибиотиков (по некоторым со­
общениям сирингомицин также является сидерофором [2 i2 ]) — за ­
щищал вяз от заболевания, вызываемого грибом Ceratocystis ulmi. 
Предохраняющее действие достигалось инъекцией 5* 10й клеток 
антагониста в корни деревьев и наблюдалось затем в течение двух 
лет [472].

У мутантов, лишенных антибиотической активности либо спо­
собности синтезировать сидерофоры, отсутствовала и способность 
стимулировать рост растений; эффект стимуляции не наблюдался 
также в стерильных почвах, т. е. в отсутствие патогенов [291].

Приведенные выше данные касаются антифунгальных свойств 
ризобактерий, в большинстве относящихся к видам Р. fluorescens 
и Р. putida и синтезирующих железотранспортирующие соединения 
группы псевдобактина.' Как упоминалось выше, антифунгальные 
свойства других видов Pseudomonas изучены значительно слабее. 
Немногочисленны и сведения о иных сидерофорах, образуемых бак­
териями рода Pseudomonas. К их числу принадлежат нокардамин 
из Р. stutzeri [343], пиримин, образуемый неидентифицированным 
до вида штаммом Pseudomonas [448], а также пиохелин — заме­
щенный салициловой кислотой цистеинил-пептид из штаммов 
Р. aeruginosa, Р. fluorescens и P. cepacia [153, 466].

Пиохелин — сидерофор из 
P. cepacia, P. aeruginosa, 
P. fluorescens.

Нокардамин обладает слабой антибиотической активностью в 
отношении микобактерий; антимикробная активность двух других 
сидерофоров не была охарактеризована.
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Т а б л и ц а  38. Антагонистическая активность флюоресцирующих видов бактерий
рода Pseudomonas в отношении фитопатогенных грибов

Вид бактерий
Количе­
ство ис­

следован­
ных 

штаммов

Штаммы, активные в отношении

Fusarium
oxyspo­

rum
Trichothe­
cium ro­

seum
Verticil­
lium da­

hliae
Drechsle­
ra grami­

nea
Mucor

plumbeum

P. aeruginosa 58 + + + + + + + + + + + + + + + + H—M —h
Р. Uuorescens

биовар I 72 — + + — H—h + +
биовар II 37 — + + + 4—h + +
биовар III 8 8 — + + + + + + + + + +
биовар V 365 — + — 4—b +

Р. aureofaciens 8 + + + + + + + + + + + + H—1—1—h +H —h +
P. chlororaphis 3 + + + + + + H—h + +
Р. aurantiaca 38 + _i—j—j—1_ _|— + + + + +"i—1“+
«Р. lemonnieri» 14 + + + + H—1—1—b H—h
«Р. fluoro-violaceus» 19 + + + + + + + + + + +
Р. putida

биовар А 199 — + — + +
биовар В 8 6 — + — + +

P. taetrolens 1 — — — — —
Р. syringae 19

- ~

П р и м е ч а н и е .  (—) — активные антагонисты, среди- штаммов данного вида состав 
ляют 0—10 %. ( +  ) — Ю -30. ( +  +  ) — 30—50, ( + + + + )  — 50-100  %.

Исходя из изложенного, мы поставили перед собой цель иссле­
довать в опытах in vitro действие различных видов бактерий рода 
Pseudomonas на фитопатогенные грибы, изучить влияние железа 
на их антибиотическое действие, провести отбор продуцентов анти- 
фунгально активных сидерофоров.

Объектом исследования служили 1225 штаммов 30 видов бакте­
рий рода Pseudomonas. Их антагонистическую активность in vitro 
изучали на агаризованной среде Кинг В методом перекрестных 
штрихов в отношении грибов Fusarium  oxysporum, Mucor plumbe­
um, Verticillium dahliae, Drechslera gram inea и Trichothecium ro­
seum. У наиболее активных штаммов псевдомонад исследовали ан- 
тифунгалыюе действие в присутствии 100 мкг/мл FeCls (в контро­
л е — без него). У штаммов, антифунгальное действие которых сни­
жалось в присутствии железа, что могло быть обусловлено синте­
зом веществ-сидерофоров, изучали устойчивость к синтетическим 
соединениям-комплексонам: оксиэтилендифосфоновой и диэтилеп- 
диаминпентауксусной кислотам. Суспензии суточных культур бак­
терий, выращенных на МПА, высевали репликатором на чашки 
Петри с синтетической средой Козера с глюкозой, содержащей от 
250 до 5000 мкг/мл комплексонов. Контролем служила среда без 
добавления этих веществ. Рост бактерий в присутствии высоких кон­
центраций комплексонов свидетельствовал об образовании ими си­
дерофоров с достаточно высокой константой связывания железа, 
обеспечивающих конкуренцию за этот элемент с синтетическим ли­
гандом, содержащимся в среде.
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Т а б л и ц а  39. Антагонистическая активность нефлюоресцирующих видов рода
Pseudomonas в отношении фитопатогенных грибов *

Количе­ Штаммы, активные в отношении

Вид бактерий
ство ис­

следован­
ных 

штаммов
Fusarium
oxyspo-

nim
Trichothe- 
cium ro­

seum
Verticil­
li um dah- 

liae
Drechsle- 
ra grami­

nea
Mucor

plumbeum

P. stutzeri 9 +
P. mendocina 7 — + — + 4 “ +
P. alcaligenes 4 — — — +
P. pseudoalcaligenes 25 — — — —
«Р. denitrificans» 
Comamonas acidovo­

1 — — — — —■

rans 19 — + + + + + + _j—j- _|—1_ + +
С. testosteroni 1 2 — — — + +
P. saccharophila 1 — — — —
P. cepacia 29 + + + H - + + +  + + + + + + +
P. pickettii 1 — — —
P. diminuta 2 — — — — —
P. vezicularis 
Xanthomonas malto­

2 — — — — —

philia 77 — л_
1 4- _l—j_ +

P. mesophilica 1 — — — — —
P. paucimobilis 1 — — — — —
«P. putrefaciens» 1 — — — — —

P. pictorum 1 — — — — —
P. glathei 1 — — — — —
P. fragi 15 — — — — —
P. species 9 + +

* Условные обозначения те ж е, что и в табл. 38.

Проведенные эксперименты показали, что способность к синтезу 
антифунгальных соединений широко распространена среди бакте­
рий рода Pseudomonas.

Как видно из табл. 38, наиболее активные в отношении грибов 
виды обнаруживаются среди микроорганизмов флюоресцирующей 
группы рода Pseudomonas. Это прежде всего P. aeruginosa, штам­
мы которого угнетают все испытанные грибные тест-культуры, 
P. aureofaciens и близкий ему P. chlororaphis, P. aurantiaca. Сла­
бее действуют на грибы штаммы Р. putida: биовары А и В, входя­
щие в состав этого вида, не отличались по своей антифунгальной 
активности.

Иная картина наблюдалась у Р. fluorescens. Его различные 
биовары (около 600 штаммов) различались по спектру и интенсив­
ности антифунгального действия. Высокоактивными были штаммы 
биовара III, среди которых 20 % культур угнетали не только микро­
скопические грибы, но и дрожжи рода Candida. Штаммы этого же 
биовара были наиболее активными в опытах Key и Гросса [531] 
в отношении возбудителя гнили картофеля Erwinia carotovora.

Объектом наших исследований были и значительно слабее изу­
ченные нефлюоресцирующие виды рода Pseudomonas (табл. 39). 
Здесь также обнаружены активные продуценты антифунгальных
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Т а б л и ц а  40. Влияние железа на антифунгальную активность некоторых видов
бактерий рода Pseudomonas

Вид бактерий
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Вид бактерий
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P. fluorescens P. mendocina 3 0 , 0

биовар I 2 2 18,2 Comamonas acido­
биовар II 14 14,3 vorans 8 50,0
биовар III 27 6 6 , 6 С. testosteroni 1 0 , 0

биовар V 63 23,8 P. cepacia 29 36,6
Р. putida 17 23,5 Xanthomonas mal­
Р. aurantiaca 7 28,6 tophilia 13 0 , 0

Р. aureofaciens 9 44,4 Pseudomonas spe­
Р. chlororaphis 2 0 , 0 cies 2 0 , 0

«Р. lemonnieri» 6 33,3
«Р. fluore-viola-
ceus» 7 0 , 0

веществ, в том числе С. acidovorans, P. cepacia — антагонист ши­
рокого спектра действия — и X. maltophilia.

Антифунгальная активность названных видов по сути не изуче­
на. Нам удалось найти лишь несколько работ, посвященных защи­
те лука, гороха и огурцов от поражения фитопатогенными гриба­
ми с помощью штамма P. cepacia [281, 322].

Для обнаружения штаммов — продуцентов сидерофоров — 
у 230 наиболее активных антагонистов была исследована анти­
фунгальная активность в присутствии солей трехвалентного желе­
за (табл. 40).

У большинства культур антифунгальная активность не изменя­
лась в присутствии железа, и, по-видимому, не была связана с син­
тезом железотранспортирующих систем. В то же время у 33 % 
штаммов в этих условиях снижалось антифунгальное действие. Это 

. микроорганизмы флюоресцирующей группы: Р. putida, Р. auran tia­
ca и Р. aureofaciens, Р. fluorescens, в особенности штаммы III био­
вара этого вида. Железозависимыми оказались и антифунгальные 
свойства 36—50 % штаммов С. acidovorans и P. cepacia.

Полученные результаты позволили предположить, что исследуе­
мые штаммы бактерий рода Pseudomonas синтезируют антифун- 
гально активные сидерофоры. На следующем этапе исследований 
изучалась их устойчивость к синтетическим комплексонам, что бы­
ло необходимо для отбора продуцентов сидерофоров с более высо­
кой, чем у этих соединений, константой связывания железа.

Результаты изучения устойчивости бактерий рода Pseudomonas 
к комплексонам представлены на рис. 25. Подавляющее большин-
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Рис. 25. Устойчивость бактерий рода Pseudomonas к оксиэтилендифосфоновой 
(а)  и к диэтилендиаминпентауксусной (б) кислотам

ство штаммов было резистентно к 5000 мкг/мл оксиэтилендифосфо­
новой кислоты — вещества с умеренным (1021,6) сродством к желе­
зу. В то же время устойчивость бактерий к диэтилендиаминпента­
уксусной кислоте — соединению с более ВЫСОКОЙ (1027’5) констан­
той связывания железа — была различной. Высокорезистентными к 
этому соединению оказались единичные штаммы P. fluorescens,

Рис. 26. Спектры поглощения куль­
туральных жидкостей штаммов P. fluo­
rescens 5406 (/)  и 6012 (2 ), вы­
ращенных на среде без железа (а) 
и в присутствии 100 мкг/мл FeCb (б)

Р. putida, Р. aurantiaca, Р. aureo­
faciens, С. acidovorans, a также 
все испытанные штаммы P. cepa­
cia. У устойчивых к комплексо- 
нам культур микроорганизмов 
была изучена способность к син­
тезу сидерофоров на средах, со­
держащих железо, и без него.

В условиях аэрации рост зна­
чительной части штаммов сопро­
вождался интенсивной желто-зе­
леной флюоресценцией. Внесение 
в среду железа подавляло син­
тез пигментов. Спектры поглоще­
ния культуральных жидкостей 
этих продуцентов (рис. 26) свиде-
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Т а б л и ц а  41. Некоторые антифунгальные вещества, образуемые бактериями
рода Pseudomonas

тельствуют о том, что все они синтезируют сидерофоры группы 
псевдобактина.

Штаммы P. aureofaciens и P. aurantiaca наряду с флюоресци­
рующим пигментом выделяли в среду свойственные этим видам 
антибиотические вещества — феназиновые пигменты и производ­
ные флороглюцина, высокоактивные в отношении фитопатогенных 
грибов (табл. 41). Некоторые из этих соединений, в частности 2-ок- 
сифеназин-1-карбоновая кислота из P. aureofaciens и 2,4-диацетил­
флороглюцин из P. aurantiaca, содержащие оксигруппы при гете­
роциклическом или ароматическом ядре, образуют окрашенные 
комплексы с железом. Их образование можно наблюдать на чаш­
ках со средой Кинг В, где в присутствии железа изменялся как 
внешний вид колоний бактерий, так и цвет образуемых ими пиг­
ментов. К антибиотикам ароматической структуры, образующим 
комплексы с железом, относится и полученный нами из антифун- 
гально активного штамма Р. putida антибиотик 4099, угнетающий 
рост Fusarium oxysporum в концентрации 20 мкг/мл [70].

Перечисленные выше вещества, а также некоторые другие ан­
тибиотики, образуемые бактериями рода Pseudomonas, были полу­
чены из культуральных жидкостей продуцентов, очищены методами 
препаративной колоночной и тонкослойной хроматографии, у них 
исследовали антифунгальную активность в присутствии железа и 
без него (табл. 42). Изучали также их действие на Staphylococcus 
aureus 209.

Перечисленные выше ароматические вещества, а также пигмен­
ты феназинового ряда не изменяли в присутствии железа антифун­
гальную и антимикробную активность. Их синтез бактериями не

143



Г ,i fi л и ц а 42. Влияние железа на антифунгальную активность некоторых 
шмибиотических веществ, выделенных из бактерий рода Pseudomonas, мкг/мл

Активность в отношении *

Название вещества Fusarium
oxyspo-

rum

Drechsle- 
ra grami­

nea
Alterna- 
ria sp.

Bot ry tis 
cynerea

Staphylo­
coccus
aureus

Пиоцианин 400 400 400 10
400 400 400 10

Гемипиоцианин 100 100 50 50 50
100 100 50 50 50

Оксихлорорафин 200 200 400 400 400
200 200 400 400 400

Феназин-1-карбоновая кислота 400 50 50 50 50
400 50 50 50 50

2-Оксифеназин-1 -карбоновая 200 20 100 20 20
кислота 200 20 100 20 20
2,4-Диацетилфлороглюцин 10 50 100 20 1

10 50 100 20 1
Антибиотик-сырец из Р. putida 200 100

200 100
Антибиотик-сырец из P. cepacia 100 100 100 50 10
5798 400 400 400 200 50

* Над чертой — антифунгальная активность соединений на среде без железа, под чер* 
той — активность на той ж£ среде с добавлением 100 мкг/мл FeCl3.

стимулировался при дефиците в среде железа и не угнетался до­
бавлением этого элемента. Таким образом, исследуемые вещества 
не обладают свойствами сидерофоров и, по-видимому, не участву­
ют в транспорте железа у бактерий рода Pseudomonas.

Выше мы упоминали пиохелин — сидерофор, выделенный из 
Р. aeruginosa, P. fluorescens и P. cepacia [466]. Обладая высоким

Т а б л и ц а  43. Влияние железа на антимикробную активность желтого пигмен­
та-сырца из Pseudomonas cepacia 5798

Тест-микроор ганизм

Минимальная ингибирующая рост концентрация, 
мкг/мл

В отсутствие железа В присутствии 
100 мкг/мл FeCla

Staphylococcus aureus 4 40
Micrococcus luteus 4 20
Bacillus subtilis 50 200
Escherichia coli 1С0 400
Pseudomonas aeruginosa 200 400
Candida albicans 50 400
Fusarium oxysporum 100 400
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Рис. 27. УФ-спектры метанольных растворов препаратов из штаммов P. cepacia 
5798 (желтого — а) ,  4203 (фиолетового — б)  и 5779 (красного — в) ,  выращен­
ных на среде Гаузе № 6 без железа (1) и с добавлением 100 мкг/мл FeCb (2)

сродством к железу и извлекая этот элемент из железосодержащих 
белков микроорганизмов, пиохелин способствует размножению бак­
терий п сыворотке крови больных, являясь фактором патогенности 
клинических штаммов бактерий. Нами были предприняты попытки 
обнаружить пиохелин в культуральных жидкостях антифунгально 
активных продуцентов. Однако в этилацетатных экстрактах куль­
туральных жидкостей бактерий мы не смогли обнаружить вещест­
ва, сходные с пиохелином по физико-химическим свойствам (хро­
матографической подвижности, свечению в ультрафиолете, окра­
шиванию с 1;еС1з).

В отличие от большинства изученных соединений антибиотиче­
ская активность желтого пигмента-сырца из штамма P. cepacia 
снижалась и присутствии железа в несколько раз (см. табл. 42, 
43), что побудило нас исследовать влияние железа на биосинтез 
этого соединения.

Внесение в ферментационную среду 100 мкг/мл FeCb тормози­
ло биосинтез желтого пигмента штаммом P. cepacia 5798. Выход 
суммарного хлороформенного экстракта культуральной жидкости 
бактерий снижался с 32,8 до 11,0 мг/л, а спектрофотометрпя его 
метанольного раствора не показала характерных для желтого пиг­
мента максимумов поглощения (рис. 27). Изучаемый экстракт не 
обладал и антибиотической активностью. Угнетение железом био­
синтеза желтого пигмента, способность к образованию окрашенных 
комплексов с железом позволили предположить его принадлеж­
ность к сидерофорам. В связи с этим нами было изучено влияние
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Рис. 28. Влияние комп­
лекса препарата 5798 с 
железом на рост штам-’ 
ма-продуцента в железо­
дефицитных условиях:
1 — рост на среде без желе­
за, 2 — в присутствии 1 
мкг/мл, 3 — 10 мкг/мл ком­
плекса препарата с ж еле­
зом

желтого пигмента и его комплекса с желе­
зом на рост некоторых штаммов P. cepacia* 
выращенных в условиях дефицита железа.

Свободный от железа пигмент не обла­
дал ростстимулирующей активностью, но 
его комплекс с железом в концентрации 
1 мкг/мл усиливал рост штамма-продуцен- 
та и еще одного из пяти исследованных 
штаммов P. cepacia, выращенных в железо­
дефицитных условиях (рис. 28).

Полученные данные подтверждают пред­
положение о роли желтого пигмента в 
транспорте железа у P. cepacia. По-видимо­
му, и антимикробное действие этого соеди­
нения обусловлено конкуренцией за железо* 
необходимое для ингибируемых бактерий и 
грибов.

Судя по устойчивости штаммов P. cepa­
cia к синтетическим лигандам, их сидеро­
форы обладают достаточно высокой кон­
стантой связывания железа, что дает им 
преимущества в конкуренции за этот эле­
мент с сидерофорами других микроорганиз­

мов. У близко родственных P. cepacia фитопатогенных видов 
P. caryophylii и P. gladioli также имеются пигменты, синтез ко­
торых усиливается в железодефицитных условиях [171]. Таким, 
образом, рассматриваемые соединения, по-видимому, принадлежа­
щие к особой группе сидерофоров, достаточно широко распростра­
нены у видов II РНК-группы рода Pseudomonas.

Наряду с антифунгальными свойствами одной из важнейших 
характеристик штаммов, перспективных для защиты растений, 
является их колонизирующая способность. Активное размножение 
на корнях отличает псевдомонады от многих представителей ми­
кробного мира, дает им преимущества в той сложной экосистеме, 
какой является ризосфера растений.

Различные аспекты микробной колонизации корневой системы 
исследованы достаточно подробно [120, 243]. Использование гене­
тически маркированных штаммов позволило проследить судьбу 
бактерий-колонизаторов на протяжении различных периодов веге­
тации растений [507, 530]. При этом объектами исследования, 
как правило, служили единичные штаммы флюоресцирующих бак­
терий, предназначенные для защиты растений от грибных заболе­
ваний.

Нами из 50 штаммов 15 видов бактерий рода Pseudomonas, 
проявляющих в опытах in vitro антифунгальную активность, были 
получены рифампицинустойчивые мутанты и исследована их спо­
собность к колонизации корней озимой пшеницы [16]. Д ля под­
счета бактерий на семенах и корнях пшеницы сорта Киянка ис­
пользовали модификацию метода, предложенного для изучения
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колонизации бактериями корней кукурузы [439]. Колонизирующи­
ми свойствами (от 5-Ю 3 до 1,2-105 КОЕ на 1 г корней) обладало 
большинство штаммов флюоресцирующих видов псевдомонад 
(биовары Р. fluorescens и Р. putida, Р. aurantiaca, P. aureofaciens, 
P. chlororaphis), а также отдельные штаммы X. maltophilia и 
С. acidovorans (у двух последних видов колонизирующие свойства 
выявлены нами впервые). Способность активно размножаться на 
корнях растений была штаммоспецифичной и зависела от источ­
ника выделения бактерий. Наилучшие показатели колонизации 
имели штаммы, выделенные из ризосферы пшеницы либо других 
растений той же почвенно-климатической зоны. Так, различные 
штаммы X. maltophilia из ризосферы пшеницы сортов Полесская 
и Киянка обнаруживались на корнях пшеницы через 7 сут в коли­
честве 2,8* 103— 1,2• 105 КОЕ на 1 г корней. В то же время типовой 
штамм X. maltophilia, выделенный из клинического материала, во­
обще не обладал колонизирующими свойствами. Исследованные 
штаммы Р. mendocina, P. cepacia и Р. fragi не были найдены на 
корнях пшеницы после 7 сут инкубации при 26 °С.

Приведенные выше значения несколько ниже показателей ко­
лонизации, полученных для наиболее активных штаммов другими 
авторами. Так, в опытах Уэллера и Кука [506] растения пшеницы 
после бактеризации содержали около 107 КОЕ на 1 г корней. Сле­
дует, однако, отметить, что эти авторы работали при более низких 
температурах, обеспечивающих более высокие уровни колонизации, 
и использовали суспензии бактерий в метилцеллюлозе, что увели­
чивало степень их прикрепления к семенам. Подобные средства, 
улучшающие «прилипание» бактерий (метилцеллюлоза, гуммиара­
бик, ксантан, альгинаты и др.)> применяются весьма широко. Одна­
ко значительно перспективнее использование бактерий в виде су­
хих порошков, и, по мнению специалистов, от положительного 
результата таких разработок зависит успех биологического конт­
роля над патогенами в будущем.

Таким образом, нами широко охарактеризована антифунгаль- 
пая активность различных видов рода Pseudomonas, изучены 
антибиотические вещества, обусловливающие действие бактерий 
на фитопатогенные грибы, проанализировано влияние железа на 
антифунгальные свойства бактерий. На основании изучения устой­
чивости псевдомонад к некоторым синтетическим лигандам выяв­
лены штаммы, синтезирующие сидерофоры с высоким сродством 
к железу, охарактеризована колонизирующая способность 
антифунгально активных штаммов различных видов рода Pseu­
domonas.

Штаммы, обладающие максимальной устойчивостью к синтети­
ческим комплексонам и наиболее высокой колонизирующей спо­
собностью, оказались наиболее эффективными в вегетационных 
опытах в качестве средства защиты озимой пшеницы сортов По­
лесская и Киянка от корневой гнили, вызванной Fusarium  оху- 
sporum.
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Т а б л и ц а  44. Влияние бактерий рода Pseudomonas на некоторые фитогельи
Реакция нематод

Количест­ Ditylenchus

Вид бактерий во испы­
танных 

штаммов отталкива­
ние

индиффе­
рентное

отношение

слабое
привлече­

ние

среднее
привлече­

ние

P. aeruginosa 
P. fluorescens

5 5 0 0 0

биовар I 6 0 1 4 0
биовар II 5 1 1

1
3 0

биовар III 6 1 5 0
«Р. lemonnieri» 5 1 4 0 0
P. aurantiaca 5 1 4 0 0
«Р. fluoro-violaceus» 5 2 0 3 0
Р. aureofaciens 4 4 0 0 0
P. chlororaphis 2 0 2 0 0
Р. putida 12 2 2 8 0
Р. syringae 15 0 1 13 1

* Цифрами обозначено количество штаммов, вызывающих ту или иную реакцию фито* 
бактерий; индифферентное отношение — равномерное распределение по поверхности среды; 
200 нематод в зоне вокруг бактериального газона.

По изучаемым показателям (энергия прорастания и всхожесть 
семян, длина корней, масса растений) некоторые из штаммов 
были более эффективны, чем применяемый фунгицид ТМТД (те- 
траметилтиурамдисульфид). Наиболее часто защиту пшеницы от 
фузариоза и вытекающий отсюда ростстимулирующий эффект 
обеспечивали флюоресцирующие штаммы бактерий рода Pseudo­
m onas— продуценты псевдобактина. В мелкоделяночных полевых 
опытах бактерии-антагонисты способствовали повышению полевой 
всхожести семян, снижали в 2—5 раз поражаемость пшеницы 
гнилью на всех стадиях.развития растений, увеличивали продук­
тивность растений на 11,5—15,6 %.

Несмотря на достигнутые успехи, разработка методов биоло­
гического контроля над патогенами растений находится на на­
чальном этапе развития. Не считая возможным рассмотреть все 
направления этой проблемы, кратко отметим лишь некоторые 
из них.

Актуальны поиски активных штаммов ризобактерий не только 
в почве и на поверхности корней, но и среди эндофитных, насе­
ляющих ткани растения бактерий. Такие бактерии обнаружены и 
среди микроорганизмов рода Pseudomonas [261].

Перспективным направлением является получение авирулент- 
ных мутантов бактерий, которые активно колонизируют корни 
растений. Такие мутанты могут быть устойчивы к бактериофагу, 
в то время как дикие вирулентные обитающие в почве штаммы к 
нему чувствительны, они могут синтезировать бактериоцины [142, 
496]. Широкие возможности для перенесения полезных признаков 
(антифунгальной, энтомопатогенной и других активностей) микро-
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инты
на бактерии *

destructor Aphelenchoides asterocaudatus

сильное накопле­ отталки­ индиффе­ слабое среднее сильное и акопле-
привлече­ ние вание рентное привлече­ привлече­ привлече­ ние

ние отношение ние ние ние

0 0 5 0 0 0 0 0

0 0 0 2 3 0 0 0
0 0 1 2 2 0 0 0
0 0 1 2 4 0 0 0
0 0 1 4 0 0 0 0
0 0 0 5 0 0 0 0
0 0 2 0 3 0 0 0
0 0 4 0 0 0 0 0
0 0 0 2 0 0 0 0
0 0 2 1 9 0 0 0
0 0 0 10 4 1 0 0

гельминтов: .'отталкиванием — отсутствие нематод в зоне диаметром 2 см вокруг газона 
слабое привлечение — 50—100, среднее — 100—150, сильное — 150—200 и накопление — свыше

организмам-колонизаторам открываются перед генной инжене­
рией.

Особый, мало изученный раздел экологии бактерий рода Pseu­
domonas составляют взаимоотношения этих микроорганизмов с 
фитонематодами, широко населяющими почву и вызывающими 
значительные (до 7 0 %)  потери урожая сельскохозяйственных 
растений. Исследованиями Кацнельсона и Хендерсона [278, 279] 
проанализировано влияние культур актиномицетов, бактерий и гри­
бов на нематоды Rhabditis охусегса (в одной серии опытов) и 
Aphelenchoides parietinus (в другой). Показано, что штаммы акти­
номицетов и 50 % испытанных штаммов грибов благоприятствуют 
накоплению нематод вблизи и внутри их колоний на агаризован- 
ной среде, т. е. нематоды, согласно принятой авторами термино­
логии, «привлекались» этими микроорганизмами. Остальные 
штаммы грибов не вызывали видимой реакции со стороны фито­
гельминтов. Фильтраты их культуральных жидкостей не обладали 
нематоцидными свойствами.

Культуры 60 неидентифицированных штаммов бактерий в 85 % 
случаев «отталкивали» нематод, т. е. вызывали их движение в 
направлении, обратном от колоний. Таким образом, почвенные 
бактерии оказывали антагонистическое действие на фитогельмии- 
ты, в противоположность актиномицетам и грибам, влияние кото­
рых на фитопематоды было благоприятным.

Интересное исследование нематоцидных свойств 267 штаммов 
бактерий было выполнено Иицука и соавт. [248]. Наряду с 88 ви­
дами бактерий ими было изучено И видов дрожжей, 19 видов гри­
бов и 14 видов актиномицетов. Тест-объектом служила сапробио-

149



тичсская нематода Rhabditis terricola. Позднее наблюдаемые за ­
кономерности были подтверждены на фитогельминтах Panagrellus 
и Meloidogyna. Наиболее сильными продуцентами нематоцидов 
оказались сапрофитные бактерии рода Pseudomonas. В то же 
время фитопатогенные бактерии родов Pseudomonas, Xanthomonas 
и Erwinia не угнетали фитогельминты. Более того, наблюдался 
синергизм в повреждающем действии на растения эндопаразити- 
ческих нематод и фитопатогенных бактерий P. viridiflava, P. mar- 
ginalis и P. corrugata [119].

Объектом наших исследований служили патогенно-неспецифич- 
ный фитогельминт Aphelenchoides asterocaudatus и патогенно-спе­
цифичный — стеблевая нематода картофеля — Ditylenchus de­
structor. Изучены отношения названных фитогельминтов с 
69 штаммами 9 видов антибиотически наиболее активной флюо­
ресцирующей группы рода Pseudomonas, в том числе 8 сапрофит­
ными видами и одним фитопатогенным [56]. Исследования прово­
дили по методу Кацнельсона и Гендерсона в разработанной 
О. Н. Корнюшенко модификации [55].

Результаты исследований представлены в табл. 44, где приве­
дены средние данные определения числа нематод в течение 3 сут 
в зоне диаметром 2 см вокруг газона с культурой бактерий.

Из таблицы видно, что влияние, оказываемое псевдомонадами 
на нематоды, было различным в зависимости от вида, а иногда и 
штамма. Среди испытанных бактерий рода Pseudomonas можно 
выделить виды, не оказывающие на нематод заметного действия, 
виды — антагонисты нематод — и виды, их привлекающие.

Из 55 изученных сапрофитных культур и псевдомонад 17 
(30 %) «отталкивали» Ditylenchus destructor и 16 (29 %) — Aphe- 

lenchoides asterocaudatus. При этом через 48—72 ч инкубации 
нематоды удалялись от колонии антагониста к противоположному 
краю чашки Петри и у газона оставалось лишь несколько нема­
тод, находящихся в крайне угнетенном состоянии. По-видимому, 
выделение микроорганизмами в среду каких-то веществ создавало 
барьер, непреодолимый для фитогельминтов. Наиболее активными 
антагонистами нематод были Р. aeruginosa и Р. aureofaciens. Инте­
ресно, что такие активные антагонисты, как штаммы Р. aurantiaca, 
оказались значительно менее эффективными в отношении испы­
танных фитогельминтов.

«Отталкивали» нематод и единичные штаммы некоторых биова- 
ров Р. fluorescens и Р. putida. Другие штаммы этих видов слабо 
привлекали нематод: в зоне, окружающей бактериальный газон, 
обнаруживалось от 50 до 100 нематод из 500—700, внесенных на 
чашку. Это привлечение достигало максимума на первые-вторые 
сутки опыта. Более интенсивного привлечения, а тем более накоп­
ления нематод в зоне вокруг газона испытанные штаммы Psedo- 
monas не вызывали никогда.

Наконец, в 23 % случаев при испытании Ditylenchus destructor 
и в 40 % — Aphelenchoides asterocaudatus нематоды относились к 
бактериям рода Pseudomonas индифферентно, что выражалось в
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равномерном или беспорядочном распространении их по всей чаш­
ке, независимо от локализации колоний микроорганизмов.

Таким образом, штаммы Р. aeruginosa и Р. aureofaciens ока­
зывали антагонистическое действие на фитогельминты, P. fluores­
cens и Р. putida иногда вызывали слабое привлечение нематод, 
Р . aurantiaca и «Р. lemonnieri» в большинстве случаев не оказы­
вали на них влияния. В то же время фитопатогенные бактерии 
Р. syringae вызывали в основном слабое привлечение (Ditylenchus 
destructor) либо проявляли индифферентное отношение (Aphelen­
choides asterocaudatus). Было показано, что антибиотические 
вещества, синтезируемые исследованными видами бактерий,— пио­
цианин, оксихлорорафин, феназин-1-карбоновая кислота, произ­
водные флюороглюцина — не обладают нематоцидными свойства­
ми. Можно предполагать, что нематоцидный эффект обусловлен 
какими-то другими биологически активными метаболитами бакте­
рий, угнетающими нематод в условиях эксперимента. Выделение 
таких веществ, изучение механизма их действия на фитогельмин­
ты представляет несомненный интерес.



гллв^ 11
ТАКСОНОМИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА 
И ИДЕНТИФИКАЦИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ФЛЮОРЕСЦИРУЮЩЕЙ ГРУППЫ 
РОДА PSEUDOMONAS

РАЗЖИЖАЮЩИЕ ЖЕЛАТИН САПРОФИТНЫЕ ВИДЫ

В предыдущих главах мы уделили значительное 
внимание эволюционным подходам к систематике бактерий рода 
Pseudomonas, их важнейшим биологическим особенностям, 
антибиотической активности и некоторым аспектам ее применения. 
Данные геносистематики и сравнительной энзимологии, представ- 
ленные выше сведения о физиологии и биохимии псевдомонад 
свидетельствуют о значительной гетерогенности рода Pseudomo­
nas и необходимости его ревизии. В процессе этой ревизии, не­
которые начальные этапы которой уже осуществлены, в составе 
рода должны сохраниться его «истинные» представители — флюо­
ресцирующие и родственные им нефлюоресцирующие бактерии 
I секции с типовым видом Р. aeruginosa. В своих исследованиях 
мы сосредоточили внимание именно на этой группе микроорганиз­
мов. Нас прежде всего интересовали бактерии, синтезирующие 
желто-зеленый флюоресцирующий пигмент. Последние широко 
распространены в природе и легкодоступны для исследователя, не 
требуют специальных методов обогащения и легко выделяются на 
общеупотребимых средах. Несмотря на значительную изученность, 
состояние систематики и диагностики этой группы микроорганиз­
мов остается пока не завершенным, чем и объясняются попытки ее 
пересмотра то в сторону расширения видового состава, то в сторону 
укрепления видов.

В настоящей главе представлены результаты фенотипического 
изучения более 400 штаммов флюоресцирующих бактерий рода 
Pseudomonas, а также исследования их генетической близости ме­
тодом молекулярной гибридизации Д Н К  — ДНК. Анализируются 
таксономический ранг рассматриваемых групп бактерий, проблемы 
их классификации и идентификации.

Ряд особенностей общий для всех сапрофитных видов флюо­
ресцирующей группы (табл. 45). Среди 409 изученных штаммов 
388 образовывали характерный желто-зеленый флюоресцирующий 
пигмент, 21 штамм идентифицирован как ахромогенные варианты 
Р. aeruginosa, Р. fluorescens и Р. putida.

Бактерии флюоресцирующей группы не образовывали включе­
ний поли-р-оксимасляной кислоты, окисляли глюкозу в аэробных 
условиях, были оксидазоположительны по Ковачу. В спектрах по­
глощения их интактных клеток имелись максимумы, характерные
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Т а б л и ц а  45. Некоторые общие биологические особенности, присущие сапро­
фитным микроорганизмам флюоресцирующей группы рода Pseudomonas

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма» *

абс. %

Образование зеленого флюорес­
388 95 +цирующего пигмента

Наличие включений поли-Р-ок-
0 0симасляной кислоты —

Наличие
аргининдигидролаз 405 99 +
оксидаз 40Э 1 0 0 +

Усвоение в качестве источника 
углерода

глюкозы 409 1 0 0 +
глюконовой кислоты 403 99 +
фруктозы 399 97 +
фукозы 0 0 —
целлобиозы 0 0 —
лактозы 0 0 —
крахмала 0 0 —
уксусной кислоты 403 98 +
пропионовой кислоты 391 95 +
капроновой кислоты 376 92 +■
пеларгоновой кислоты 406 99 +
янтарной кислоты 404 99 -ь
малеиновой кислоты 3 0 —
фумаровой кислоты 409 1 0 0 +
глютаровой кислоты 408 1 0 0 +
молочной кислоты 403 98 +■
гликолевой кислоты 4 0 —
лимонной кислоты 408 1 0 0 +
пиро'виноградной кислоты 409 1 0 0 +
а-кетоглютаровой кислоты 406 99 +
глицерина 405 99 +
хиниой кислоты 402 98 +
я-оксибензойной кислоты 388 95 +
а-аланина 409 1 0 0 +
(3-аланина 409 1 0 0

лейцина 404 99 +
валина 402 98 +
аспарагиновой кислоты 409 1 0 0 4"
глютаминовой кислоты 409 1 0 0 +
лизина 397 97 +
аргинина 409 1 0 0 +
гистидина 384 94 +
пролина 390 95 +
бетаина 400 98 +
саркозина 408 1 0 0 +

* Здесь и далее под «средним организмом» подразумевается типичный представитель 
вида или подгруппы [317].
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для цитохромов с и b. Подавляющее большинство (405 из 409) 
штаммов анаэробно расщепляли аргинин, ни один не обладал ли- 
зин- и орнитиндекарбоксилазой, амилазой, способностью к гидро­
лизу эскулина. Все они, за исключением 10 штаммов, усваивали 
хинную кислоту, окисляя ее до протокатеховой.

Обращает на себя внимание высокая антибиотическая актив­
ность флюоресцирующей группы рода Pseudomonas в целом. Око­
ло 30 % штаммов были антагонистами широкого спектра действия, 
угнетающими многие из испытанных тест-микроорганизмов. Как 
упоминалось выше, сапрофитные флюоресцирующие бактерии ро­
да Pseudomonas оказывали выраженное антагонистическое дейст­
вие не только на бактерии и грибы, но и на фитонематоды.

Из 105 соединений различного химического строения 40 были 
универсальными источниками углеродного питания и использо­
вались всеми или подавляющим большинством штаммов 
(см. табл. 45). Это глюкоза, близкая ей глюконовая кислота 
и фруктоза, жирные кислоты от капроновой до пеларгоновой, ме­
таболиты цикла Кребса и некоторые другие органические кис­
лоты.

Среди полиспиртов и гликолей универсальным субстратом 
служил глицерин и несколько худшим — маннит, недоступный для 
части штаммов P. aeruginosa и Р. putida, хорошо усваивались 
также алициклическая хинная и ароматическая я-оксибензойная 
кислоты. Широко доступными были для флюоресцирующих псев­
домонад большинство аминокислот и азотистые соединения — бе­
таин и саркозин.

Таким образом, целый ряд особенностей метаболизма присущ 
флюоресцирующей группе рода Pseudomonas в целом. В то же 
время некоторые другие признаки (способность к синтезу ряда 
пигментов и антибиотиков, рост при 42 °С, синтез левана из саха­
розы, использование нитрата в качестве акцептора электронов, 
наличие некоторых экзоферментов, наконец, ассимиляция опреде­
ленных соединений в качестве источников углерода) свойственны 
отдельным флюоресцирующим видам и используются для их 
дифференциации.

Pseudomonas aeruginosa 
(Schroeter 1872)
Migula 1900 — типовой вид 
рода Pseudomonas

P. aeruginosa — наиболее изученный вид рода. Его 
свойства исследуются более 10 лет, однако интерес к нему в 
настоящее время не только не снижается, но возрастает, что свя­
зано с его широким распространением в клинике как возбудителя 
госпитальных инфекций. Описанию свойств P. aeruginosa, методов 
его выделения, идентификации, серодиагностики, фаго- и бакте- 
риоцинотипирования, антибиотикорезистентности, механизмов па­
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тогенности и многих других аспектов биологии этого опасного воз­
будителя посвящена обширная литература [24, 223, 267, 340, 377, 
539].

Литературные данные свидетельствуют о значительной фено­
типической однородности Р. aeruginosa. Физиолого-биохимические 
свойства синегнойных бактерий не связаны с их серотипами и фа- 
готипами и стабильны при хранении, таким образом, идентифика­
ция типичных представителей этого вида не представляет затруд­
нений. Иначе обстоит дело с безжгутиковыми, апиоци- 
аниногенными, меланиногенными, беспигментными культурами 
синегнойных палочек. По мнению некоторых авторов, идентифика­
ция беспигментных штаммов Р. aeruginosa практически невоз­
можна.

Клетки синегнойных бактерий содержат один жгутик. К числу 
характерных для Р. aeruginosa культуральных особенностей от­
носятся специфический запах и металлический блеск колоний. 
Большинство изученных нами штаммов выделяли в среду пиоциа­
нин, часть штаммов синтезировала и другие пигменты фенази- 
нового ряда — гемипиоциании, оксихлорорафин, аэругинозины. 
Различия в наборе и количестве названных пигментов определяли 
степень антибиотической активности бактерий. Многие из них ока­
зывали значительное угнетающее действие на штаммы своего 
вида, что свидетельствует об их способности к синтезу бактериоци­
нов. Перечень важнейших фенотипических особенностей, позво­
ляющих отличать Р. aeruginosa от других видов флюоресцирую­
щей группы, приведен в табл. 46.

Общеизвестна способность синегнойных бактерий к синтезу 
экстрацеллюлярных желатиназ. У 8 штаммов этого вида мы об­
наружили способность к гидролизу эфиров холестерина.

Весьма важны для целей идентификации рост штаммов Р. aeru­
ginosa при 42 °С и активная денитрификация. К числу дифферен­
цирующих признаков этого вида относятся неспособность к асси­
миляции многих углеводов и полиспиртов, активное потребление 
жирных кислот от уксусной до пеларгоновой, высших дикарбоно- 
вых кислот — адипиновой и пимелиновой, а также алифатических 
спиртов от этанола до бутанола.

Из ароматических соединений, сравнительно мало доступных 
для других видов, штаммы Р. aeruginosa хорошо усваивали мин­
дальную и бензойную кислоты, из азотсодержащих соединений — 
триптофан, антранилат, ацетамид.

Интересной видовой особенностью Р. aeruginosa является его 
отношение к углеводородам нефти. Ни один из испытанных нами 
штаммов не усваивал легких я-алканов с длиной углеродной цепи 
от С6 до Сю, но многие хорошо росли на грозненском парафине 
(Си—С22), причем рост часто сопровождался обильным синтезом 
пиоцианина.

Штаммы Р. aeruginosa высокорезистентны к антибиотическим 
веществам и красителям. Из последних на них действовал только
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Т а 6 л и ц а 46. Важнейшие особенности 58 штаммов Pseudomonas aeruginosa

Количество штаммов, положитель­
Признак ных по данному признаку Свойства «сред­

него орг анизма»
абс. %

Наличие одного жгутика 58 100 +
Образование пиоцианина 48 83 +
Гидролиз

желатина 58 100 +
лецитина 56 97 +

Левансахараза 0 0 —
Рост при 42 РС 58 100 —
Окисление глюконата до 2-ке*
тоглюконата 58 100 +
Денитрификация 58 100 +
Усвоение в качестве источника
углерода

0 0ксилозы
сахарозы 0 0 —
арабинозы 0 0 —
маннозы 0 0 —
галактозы 0 0 —
трегалозы 5 8

жирных кислот от уксусной
58 100

-—
до пеларгоиовой +
адипиновой кислоты 58 100 +
пимелиновой кислоты 53 91 +
сорбита 0 0 —■
инозита 7 12 +
адонита 0 0 —■
этанола 58 100 +
пропанола 58 100 +

+бутанола 58 100
миндальной кислоты 32 55 в
бензойной кислоты 58 100 +
фенилуксусной кислоты 0 0 —
антраниловой кислоты 58 100 +
ацетамида 58 100 +
углеводородов нефти См—
С2 2 30 52 в

метил-виолет, из антибиотиков — аминогликозиды (гентамицин, 
неомицин, стрептомицин).

Исследованные нами 58 штаммов P. aeruginosa были в боль­
шинстве своем клинического происхождения; 30 из них выделены 
при вспышке энтероколита в детских учреждениях, 6 — из мочи и 
гнойных ран, 13 штаммов — из активного ила и 3 — из почв, 
пропитанных нефтью. Ни разу нам не удавалось выделить штаммы 
синегнойных бактерий из ризосферы растений.

Между тем известна способность штаммов P. aeruginosa вызы­
вать заболевания сельскохозяйственных культур. Так, «Р. poly- 
color», описанный как возбудитель заболеваний табака, оказался 
впоследствии тождественным Р. aeruginosa. Мы полагаем, что эко-
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логически этот вид, входящий в состав нормальной микрофлоры 
человеческого тела, тесно связан с местами обитания человека, 
и его попадание в почву и сточные воды связано с поступлением 
туда продуктов жизнедеятельности человека и животных.

Другие разжижающие желатин 
флюоресцирующие 
бактерии рода Pseudomonas

Сложная внутренняя структура P. fluorescens — 
этого крупнейшего вида флюоресцирующей группы — отражена в 
9-м издании определителя Берги, согласно которому многочислен­
ные разжижающие желатин флюоресцирующие сапрофиты входят 
в состав P. fluorescens в качестве пяти его биоваров 1. Эти отдель­
ные биовары характеризуются, в свою очередь, значительной гене­
тической и фенотипической неоднородностью. Так, Чемпион 
с соавт. [139] наблюдали у P. fluorescens 14 феногрупп, в том 
числе две внутри биотипа А, три внутри биотипа В, пять внутри 
биотипа С.

Многообразие выделяемых из природы и описанных в литера­
туре флюоресцирующих микроорганизмов рода Pseudomonas не 
исчерпывается приведенными в определителе Берги характеристи­
ками биоваров, что порождает трудности в их идентификации. 
С такими не поддающимися идентификации штаммами P. fluores­
cens нам неоднократно приходилось иметь дело при выделении 
псевдомонад из различных природных источников. Описаны они в 
литературе [442].

В «Одобренные списки видовых названий» [455] включены та­
кие разжижающие желатин флюоресцирующие виды, как Р. Ьо- 
reopolis и Р. geniculata, однако их свойства не исследованы, 
а филогенетические отношения с Р. fluorescens не изучены. В меж­
дународных коллекциях имеются штаммы «reptilivora», «Р. тухо- 
genes», «Р. schuylkilliensis», однако неясно, представляют они со­
бой самостоятельные виды или идентичны уже известным биова­
рам Р. fluorescens. В равной мере это касается «Р. effusa», 
«Р. fairmontensis», «Р. septica» и других описанных ранее и край­
не фрагментарно охарактеризованных видов рода Pseudomonas. 
Кроме того, не решен окончательно вопрос о таксономическом 
ранге самих биоваров Р. fluorescens. Возможно, некоторые из них 
соответствуют рангу вида подобно Р. aureofaciens и P. chlororap- 
his, включенных ранее в состав Р. fluorescens, однако получивших 
в 8-м издании определителя Берги видовую самостоятельность.

Таким образом, таксономическая структура разжижающих же­
латин флюоресцирующих видов нуждается в дальнейшем изуче­
нии и упорядочении.

1 Ранее их обозначали как биотипы А, В, С, D, Е, F.
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Рис. 29. Дендрограмма, образованная при нумерической классификации 124 
штаммов флюоресцирующих бактерий:
1р, 2р  — подгруппы, образованные внутри P. putida; If—6f — подгруппы, образованные внутри 
P. fluorescens, К — процент сходства, R  — число отличий между штаммами

Нами изучено более 300 штаммов разжижающих желатин са­
профитных флюоресцирующих бактерий рода Pseudomonas. Все 
они — лофотрихи, не растущие при 42 °С, усваивающие трегалозу 
и инозит, не ассимилирующие ацетамид, глицин, гиппуровую кис­
лоту. Следовательно, им свойственны некоторые общие физиоло- 
го-биохимические особенности.

Методами нумерической таксономии были изучены 106 штам­
мов. В ходе этих исследований они были распределены по ше­
сти подгруппам, объединяемым на уровне сходства 95,8 % 
(рис. 29, 30).

Рис. 30. Схема общей группировки флюоресцирующих бактерий рода Pseudo­
monas.
R  — число отличий м еж ду соседними штаммами. Обозначения те ж е, что и на рис, 29
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1-я подгруппа — 25 штаммов, идентифицированных ранее как 
Р. aurantiaca;

2-я подгруппа — 5 штаммов «Р. lemonnieri» (согласно 9-му из­
данию определителя Берги биовар IV Р. fluorescens);

3-я подгруппа— И штаммов биовара V. Р. fluorescens;
4-я подгруппа — 5 штаммов «Р. fluoro-violaceus» — описанного 

нами сапрофитного флюоресцирующего вида, образующего фио­
летовый пигмент гетероциклической природы;

5-ю подгруппу образовали 10 штаммов бактерий, синтезирую­
щих значительные количества феназин-1-карбоновой кислоты и 
обозначенных нами ранее как биотип і (биовар VI) Р. fluores­
cens.

Наконец, на уровне сходства 92,5 % к описанным микроорга­
низмам присоединилась подгруппа из 7 штаммов P. aureofaciens^

Нам не удалось выявить нумерическими методами подгруппы, 
соответствующие описанным в литературе биоварам I, II и III 
P. fluorescens. Штаммы, идентифицированные как представители 
этих биоваров, занимали промежуточное положение между на­
званными выше подгруппами или примыкали к ним. В числе «при­
мыкающих» оказался и типовой штамм P. fluorescens ИМВ 4125 
(АТСС 13525).

Таким образом, изучаемый фенон слагался из субъединиц, 
в большинстве эквивалентных описанным ранее самостоятельным 
видам рода Pseudomonas. Средние расстояния между ними коле­
бались от 10,01 до 15,67, т. е. были равны, а иногда и превышали 
межгрупповые расстояния, рассчитанные нами для других видов 
рода Pseudomonas К Исключение составляли фенотипически близ­
кие P. aurantiaca и «Р. lemonnieri», среднее расстояние между 
которыми было равно 5,76.

С помощью нумерических методов отобраны признаки, важные 
для дифференциации отдельных подгрупп (табл. 47). Ниже мы 
кратко охарактеризуем важнейшие фенотипические особенности 
этих групп и некоторых других флюоресцирующих видов, а так­
же степень их геномного родства, изученную методом молекуляр­
ной гибридизации Д Н К  — ДНК.

Pseudomonas aurantiaca Nakhimovskaya, 1948. Отличительным 
признаком этого вида является образование наряду с желто-зе­
леным флюоресцирующим пигментом красно-оранжевого, диффун­
дирующего в среду, растворимого в воде и спиртах. Проведенные 
М. И. Нахимовской серологические исследования показали от­
сутствие родственной связи между P. aurantiaca и другими флюо­
ресцирующими видами рода Pseudomonas. Однако никаких (кроме 
пигментообразования) отличительных особенностей этого вида ей 
обнаружить не удалось. Было сделано заключение, что утрата спо­
собности к синтезу оранжевого пигмента в условиях лаборатор­
ного культивирования «ведет к возникновению вариантов, не от-

1 Показателями межгрупповых расстояний служили расстояния между цент­
ральными штаммами отдельных групп.
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Т а б л и ц а  47. Признаки, ценные для дифференциации некоторых подгрупп 
разжижающих желатин флюоресцирующих бактерий, образованных при их 
нумерической классификации

Номера подгрупп и их видовой состав

Признак

1. 
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ia
ca

II
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ri
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II
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V
I

V
II

. 
P.
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re
of

a­
ci

en
s

Оранжевый пигмент — комплекс 
феназинов
Антибиотики — производные 
флороглюцина и оранжевый 
пигмент ароматической природы +
Синий внутриклеточный пиг­
мент — производное азабензо- 
хинона +
Фиолетовый пигмент гетеро­
циклической природы _ _ _ + _ _
Желтый пигмент — феназин-1 - 
карбоновая кислота _ _ _ _„ + +
Денитрификация + + — -f* + —
Левансахараза + + — + + 4"
Гидролиз лецитина — — -f + + +
Усвоение в качестве источника 
углерода 

ксилозы + + B + +
галактозы + + в — — +
масляной кислоты + — — — — -t-
итаконовой кислоты — — — + + +
бутанола + + — + —
о-оксибензойной кислоты — — — — + —
фенилаланина + + + — + +

личимых от Р. fluorescens» [57, 66]. Нами выявлены дифферен­
цирующие признаки Р. aurantiaca и установлено положение этого 
вида среди других бактерий флюоресцирующей группы (табл. 48).

Все исследованные штаммы Р. aurantiaca представляли собой 
подвижные грамотрицательные палочки, лофотрихи, имеющие от 
двух до пяти жгутиков.

Наряду с желто-зеленым флюоресцирующим бактерии образо­
вывали красно-оранжевый, диффундирующий в среду пигмент 
ароматической природы (А, ґ̂а° н =280 и 510 нм). В среде вокруг 
колоний часто выпадали бесцветные кристаллы. В условиях лабо­
раторного культивирования бактерий мы неизменно наблюдали 
пигментообразование при высеве культур на среду Кинг, жидкую 
либо агаризованную.

Все исследованные штаммы Р. aurantiaca проявили высокую 
антибиотическую активность; последняя связана с синтезом комп­
лекса антибиотических веществ — производных флороглюцина.
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Т а б л и ц а  48. Важнейшие биологические особенности штаммов Pseudomonas
aurantiaca и биовара II Pseudomonas fluorescens

Признак

P. auran­
tiaca 

(33 штам­
мов)

P. fluores­
cens 

(29 штам­
мов)

Штаммы, 
положи­

тельные по 
данному 
признаку, 

%

Свойства 
«среднего 
ор ганизма»

Оранжевый пигмент ароматической 
природы, извлекаемый водой и

55спиртами 36 0 В
Комплекс антибиотиков — произ­

36 29 100водных флюроглюцина +
Денитрификация 36 24 92 +
Синтез левана из сахарозы 36 29 100 +
Окисление глюконата 0 19 29 в
Гидролиз лецитина 0 24 37 в
Использование в качестве источни­
ка углерода

28 98 +ксилозы 36
галактозы 36 29 100 +
сахарозы 36 26 95 +
масляной кислоты 36 23 91 +
валериановой кислоты 36 29 100 +
адипиновой кислоты 0 2

1

3
1

—
пимелиновой кислоты 0 —
итаконовой кислоты 0 8 12 —
этанола 36 29 100 +
пропанола 34 29 100 +
сорбита 36 29 100
инозита 36 29 100

1
+

адонита 0 1 —
бутиленгликоля 36 24 92 +
бензойной кислоты 32 6 58 в
о-оксибензойной кислоты 0 1 1 —
фенилуксусной кислоты 0 2 3 —
треонина 17 28 69 в
цитруллина 0 24 37 в
метионина 0 1 1 —
фенилаланина 36 24 92 +
триптофана 0 22 34 в
антраниловой кислоты 0 2 3 в
легких и-алканов Сб—Сю 15 1 25 в

Штаммы P. aurantiaca разжижали желатин, восстанавливали 
нитраты до свободного азота, образовывали леван на средах с 
сахарозой, использовали в качестве источника углерода более 
50 органических соединений. Их отличительная особенность — 
усвоение жирных кислот (масляной, валериановой), низших спир­
тов, полиспиртов и гликолей (этанола, пропанола, бутанола, бу- 
тиленгликоля, сорбита). В то же время они не усваивали адонит, 
фенилацетат, итаконовую кислоту, триптофан, цитруллин. Своеоб­
разная черта углеродного питания P. aurantiaca — его отношение 
к короткоцепочечным я-алканам. Из 36 штаммов 15 росли на син­
тетической среде в атмосфере разнообъемной смеси углеводородов.
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Рост сопровождался синтезом специфических для Р. aurantiaca 
оранжевого пигмента и комплекса антибиотических веществ.

Штаммы Р. aurantiaca характеризовались высокой однород­
ностью фенотипических свойств, что подтверждено и при их нуме­
рической классификации: различия между штаммами находились 
в пределах 1—2, редко 4 признаков, т. е. степень сходства между 
ними была не менее 96,6 %.

Среди других разжижающих желатин флюоресцирующих бак­
терий штаммам Р. aurantiaca наиболее близки по свойствам штам­
мы биовара II Р. fluorescens. Их сближает способность к дени­
трификации, синтезу левана, ассимиляция масляной кислоты, низ­
ших спиртов, сорбита и инозита.

В отличие от Р. aurantiaca многие штаммы биовара II 
окисляли глюконат до 2-кетоглюконата, ассимилировали цитрул­
лин и триптофан, обладали лецитиназной активностью. Опреде­
ленные отличия обнаруживались и в их способности к пигменто- 
и антибиотикообразованию, на чем мы остановимся ниже.

Нуклеотидный состав ДН К штаммов Р. aurantiaca колебался 
в пределах 61,7—62,9 % ГЦ, степень их геномного сходства была 
высокой — 81—96 %:

Вид. биовар, штамм ГЦ, % * Вид, биовар, штамм ГЦ, % 1

P. fluorescens P. aureofaciens
биовар 2116 64,5

і 4125 62,3 4133 64,0
II 1602 62,1 4180 64,а
III 2125 63,2 Р. aurantiaca
V 1488 63,2 387 62,9
VI 1931 61,5 2041 61,7
VI 2303 61,2 2450 61,9

«Р. lemonnieri» 2680 62,0
2401 61,8 «Р. fluoro-violaceus»
2856 61,8 3 63,2

881 64,0
2698 61,8

•  Результат представляет собой среднее из трех повторных определений.

В то же время значения гомологии ДН К штаммов Р. auran tia­
ca с другими флюоресцирующими видами и биоварами Р. fluores­
cens составляли 0—49 %, т. е. находились, согласно современным 
представлениям, на уровне межвидовых (табл. 49). Исключение 
составляли штаммы биовара II Р. fluorescens, проявляющие вы­
сокую (90— 100 %) степень генетического родства со штаммами 
Р. aurantiaca.

Выше мы уже упоминали о значительном фенотипическом 
сходстве между штаммами Р. aurantiaca и биовара II Р. fluores­
cens. Данные геносистематики побудили нас изучить более подроб­
но способность штаммов биовара II к пигменто- и антибиотико­
образованию — этой важнейшей отличительной особенности 
Р. aurantiaca. При выращивании 26 штаммов биовара II на агари- 
зованной среде Кинг в течение 5 сут и ее последующей экстракции
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Т а б л и ц а  49. Степень геномного родства штаммов некоторых флюоресцирую­
щих видов и биоваров Pseudomonas fluorescens, определенная методом молеку­
лярной гибридизации ДНК — ДНК

Сопоставляемые штаммы

P. iluorescens, биовары сз 
2 s  
— Л
cu'S

P . auran­
tiaca

«P. fluo­
ro-viola­

ceus»

P.
 

au
re

oi
ac

i-
 

en
s 

41
80

I 4125
и

1602
ш
2125

V
1488

VI
2303 387 2041 381 3

Биовар
I 4125 21 31 49 * 0 4 60 45 *
II 1602 100 90 46
III 2125 29
V 1488 31 49 48
VI 1931 26 *
VI 2303 29 47 51

«P- lemonnieri» 2856 31
«Р. fluoro-violaceus» 2698 103
Р. aureofaciens 2116 24 *

4133 82
4180 19 27

Р. aurantiaca 387 0 100 49 27
2041 4 90 47 86 19
2450 0 96
2680 23 36 23 81 81 12 46

П р и м е ч а н и я .  Цифры в таблице обозначают процент реассоциации ДН К, у боль­
шинства штаммов гибридизация проведена спектрофотометрическим методом [61]; (*) — гиб* 
ридизация проведена изотопным методом.

серным эфиром мы наблюдали небольшие (однако определяемые 
методом тонкослойной хроматографии) количества 2,4-диацетил- 
флороглюцина и флорацетофенона. На жидкой среде в условиях 
аэрации антибиотики не синтезировались. Штаммы биовара II не 
образовывали и красно-оранжевый пигмент. Последний является 
окисленной хиноидной формой производных флороглюцина, его 
предшественником служат бесцветные, антибиотически активные 
компоненты, а их содержание в среде в данном случае было низ­
ким и не обеспечивало пигментообразования.

Мы считаем, что штаммы биовара II можно рассматривать как 
штаммы P. aurantiaca с ослабленной способностью к синтезу ха­
рактерных для этого вида антибиотиков и пигментов.

Как упоминалось выше, P. aurantiaca был включен в списки 
одобренных видовых названий с указанием типового штамма 
P. aurantiaca NCIB 10068 (ВКМ В-876).

Нами подробно изучены свойства штамма ИМВ 4180 и показа­
но, что он является типичным представителем P. aureofaciens. Д о­
статочно сказать, что при высокой степени гомологии ДНК (82 %) 
со штаммами P. aureofaciens он проявил весьма низкие уровни 
геномного родства со штаммами P. aurantiaca (см. табл. 49). Син­
тезируемый им оранжевый пигмент (вопреки описанию вида у 
М. И. Нахимовской) хорошо извлекался из среды хлорофор­
мом и представлял собой смесь феназинкарбоновых кислот.
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Т а б л и ц а  50. Важнейшие биологические особенности штаммов Pseudomonas 
aurantiaca, Pseudomonas aureofaciens и предлагаемого неотипового штамма 
Pseudomonas aurantiaca

Биологические свойства
P. aureofaciens 

АТСС 13 985 
(ИМВ 4133) типо­

вой

Р. aurantiaca 
BKM В — 876 

(ИМВ 4180) ти­
повой

P. aurantiaca 
АТСС 49 054 

BKM В — 1524 
(ИМВ 387) пред­
лагаемый неотип

Нуклеотидный состав ДНК
62,9(ГЦ, %) 64,5 64,0

Оранжевый пигмент, комплекс
+ +производных феназина —

Оранжевый пигмент аромати­
ческой природы — ---
Комплекс антибиотиков —  про­

+изводных флороглюцина — ---
Денитрификацил — --- +
Синтез левана т  сахарозы + + -t-
Окисление глюконата нг + —

Гидролиз
+ +лецитина —

твина-80 + —
РНК + + —

Усвоение в качестве источника 
углерода

4-ксилозы — --
масляной кислоты — --- +
итакоиовой кислоты + —
этанола — -- +
пропанола — -- +
сорбита — -- +
фенилуксусной кислоты + —
триптофана + + —
антраниловой кислоты + +

Штамм 4180 обладал также характерным для Р. aureofaciens 
спектром углеродного питания.

Таким образом, представленный в настоящее время в между­
народных коллекциях типовой штамм Р. aurantiaca реклассифици­
рован нами как Р. aureofaciens.

Под видовым названием Р. aurantiaca мы предлагаем объеди­
нить описанные нами оранжево пигментные микроорганизмы, ге­
нетически и фенотипически близкие им штаммы биовара II 
Р. fluorescens. В качестве неотипового штамма нами предложен 
штамм Р. aurantiaca ИМВ 387 (ВКМ-1524-АТСС 49054). Отличи­
тельными особенностями этого вида и его типового штамма 
(табл. 50) являются: наличие комплекса антибиотиков группы 
флороглюцина, характерный оранжевый пигмент ароматической 
природы (у части штаммов), синтез левана, активная денитрифи­
кация, способность к ассимиляции ксилозы, сахарозы, галактозы, 
сорбита и инозита, масляной кислоты и низших спиртов.

Штаммы Р. aurantiaca — одни из наиболее чувствительных к 
антибиотикам и красителям среди микроорганизмов флюоресци­
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рующей группы. По своей экологии это типичные почвенные ми­
кроорганизмы. Около половины штаммов выделено нами из ризо­
сферы пшеницы, ржи, конопли, льна и других растений, 43 % — из 
почв, свободных от растений, в том числе нефтеносных. Три штам­
ма выделено из воды минеральных источников, пять получено из 
других коллекций.

Pseudomonas aaureofaciens Kluyver, 1956. Представители этого 
вида характеризуются наряду с желто-зеленой флюоресценцией 
ярко-оранжевым диффундирующим в среду пигментом, извлекае­
мым хлороформом и представляющим* собой смесь близких по 
строению феназинкарбоновых кислот.

Штаммы P. aureofaciens выделены нами из нефтеносных почв 
и ризосферы растений. Исследовано 9 штаммов этого вида, в том 
числе типовой ИМВ 4133 (АТСС 13985).

Культуральные свойства P. aureofaciens весьма своеобразны. 
На многих средах колонии ярко-оранжевые в центре, коричневые 
по краю. Оранжевый пигмент диффундирует в среду, выпадая 
вокруг колоний в виде красно-бурых кристаллов. В состав пиг­
ментного комплекса P. aureofaciens входит феназин-1-карбоновая 
кислота — желтый антибиотически активный пигмент, широко рас­
пространенный у различных видов псевдомонад и ошибочно при­
нимаемый за основной, характерный пигмент P. aureofaciens.

Между тем видоспецифичными для P. aureofaciens являются 
красные 2-оксифеназиновые пигменты, обусловливающие высокую 
антагонистическую активность этого вида и не найденные у дру­
гих видов рода Pseudomonas.

Штаммы P. aureofaciens обильно синтезируют леван и явля­
ются наиболее активными продуцентамй лецитиназ и липаз среди 
изученных видов рода Pseudomonas (табл. 51). Они характери- 
зуются высокой однородностью свойств, что подтверждено нумери- 
ческим анализом: не усваивают ксилозу, сорбит, этанол и пропа- 
нол, хорошо растут на пропионовой, масляной, валериановой и 
(что типично для данного вида) фенилуксусной кислоте. Исполь­
зуют также триптофан и антранилат, не ассимилируют углеводо­
роды нефти.

Полученные нами данные о нуклеотидном составе ДН К Р. au- 
reoifaciens близки результатам других авторов (см. с. 162). Обла­
дая высокой степенью геномного родства между штаммами 
своего вида, представители P. aureofaciens имеют от 19 до 51 % 
сходных нуклеотидных последовательностей Д Н К с P. aurantiaca 
и некоторыми биоварами P. fluorescens.

P. aureofaciens — наиболее устойчивый к химиотерапевтичес­
ким агентам вид флюоресцирующей группы, превосходящий в этом 
отношении даже P. aeruginosa. Он резистентен ко всем испытан­
ным красителям. Из антибиотиков на него действовал только по- 
лимиксин и некоторые аминогликозиды (гентамицин, мономиции, 
неомицин). В целом P. aureofaciens — один из наиболее легко 
идентифицируемых, однородных по свойствам, обособленных фе­
нотипически и генетически видов флюоресцирующей группы.

165



Т а б л и ц а  51. Важнейшие биологические особенности 9 штаммов Pseudomonas
aureofaciens

Количество штаммов, положитель­
Признак

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

Оранжевый пигмент — комплекс
9феназинов 100 +

Денитрификация 1 11 —
Синтез левана из сахарозы 9 100 ч~
Окисление глюконата 9 100 +
Гидролиз

100 +лецитина 9
ДНК 0 0 —
РНК —
твина-80 9 100 +

Использование в качестве ис­
точника углерода

0ксилозы 0 —
галактозы 9 100 +
сахарозы 9 100 +
масляной кислоты 8 88 +
валериановой кислоты 9 100 +
адипиновой кислоты 0 0 —

итаконовой кислоты 9 100 +
этанола 0 0 —'
пропанола I 11 —
бутанола 4 44 в
сорбита 0 0 —,
инозита 9 100 +
адонита 0 0 —
бутиленгликоля 8 88 +
бензойной кислоты 8 88 +
о-оксибензойной кислоты 0 0 —
фенилуксусной кислоты 9 100 +
треонина 5 55 в
цитруллина 5 55 в
метионина 0 0 —
триптофана 9 100 +
антраниловой кислоты 8 88 +
никотиновой кислоты 0 0 —

легких «-алканов Сб—Сю 0 0 0
среднецепочечных С м —С 22 0 0

Pseudomonas chlororaphis (Guignard and Sauvegeau, 1894), Ber- 
gey, Harrison, Breed, Hammer and Huntoon, 1930. Микроорганизмы 
этого вида выделялись различными авторами из разлагающихся 
остатков, воды, рыб, насекомых. Их отличительной особенностью 
является образование в центре колоний, а также в толще среды 
изумрудно-зеленых кристаллов феназинового пигмента хлорора- 
фина.

Нами исследованы типовой штамм P. chlororaphis ИМВ 4139 
(АТСС 9446), а также ИМВ 5409, выделенный из ризосферы ба­
нана и идентифицированный на основании химических свойств об­
разуемого им пигмента (оксихлорорафина). Типовой штамм
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Т а б л и ц а  52. Важнейшие биологические особенности штаммов Pseudomonas 
chlororaphis

Штаммы
Признак

Штаммы
Признак

4139 ;>4094139 5409

Зеленый феназиновый пропанола — —

пигмент —  хлорорафин — сорбита
+ +или его амид оксихлоро­

+
инозита

рафин — адонита —

Денитрификация + + бутиленгликоля + +
Синтез левана из сахаро­

+ +
бензойной кислоты + +

зы о-оксибензойной кис­
Окисление глюконата + + лоты — —
Гидролиз лецитина + + фенилуксусной кис­

+ +Использование в качест­ лоты
ве источника углерода треонина — —

ксилозы —
+

цитруллина + —
галактозы + метионина — —
сахарозы + — фенилаланина + +
масляной кислоты + — триптофана + +
валериановой кисло­

+ +
никотиновой кислоты — —

ты легких калканов
адипиновой кислоты — — С6—Сю — , —
пимелииовой кислоты — — грозненского пара­
итаконовой кислоты + — фина См—С22 — —

этанола

P. chlororaphis не синтезировал хлорорафин даже на средах, опти­
мальных для его образования.

Результаты изучения этих микроорганизмов (табл. 52), а так­
же характеристика P. chlororaphis, приведенная в литературе, 
свидетельствуют, что дифференцирующими признаками этого вида 
являются: образование хлорорафина или его амида, синтез лева­
на, денитрификация, высокая лецитиназная активность, ассимиля­
ция фенилацетата и триптофана, неспособность к усвоению кси­
лозы, сорбита, низших спиртов.

Обращает на себя внимание значительное сходство между 
штаммами P. chlororaphis и P. aureofaciens. Различия между эти­
ми двумя видами касаются лишь химической природы образуемых 
пигментов и способности к денитрификации, близки они и гене­
тически.

«Pseudomonas lemonnieri» (Lasseur) Breed, 1948. Штаммы 
«P. lemonnieri» включены Стейниером с соавторами в состав 
Р. fluorescens в качестве биотипа F (он же биовар IV согласно 
9-му изданию определителя Берги). Описание этого биотипа было 
основано на результатах изучения двух штаммов «Р. lemonnieri».

В нашем распоряжении было 15 штаммов этого вида. При росте 
на общепринятых средах они не синтезировали иных пигментов, 
кроме зеленого флюоресцирующего, однако на капустной среде 
14 штаммов образовали темно-синий, не диффундирующей в среду 
и прочно связанный с клетками пигмент (производное азабензохи- 
нона), обладающий слабой антибиотической активностью.

167



Т а б л и ц а  53. Важнейшие биологические особенности 15 штаммов «Pseudomo­
nas lemonnieri»

При злак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

’ абс. %

Синий внутриклеточный пиг­
мент— производное азабензо-

14 93хинона 4 -
Денитрификация 12 80 +
Синтез левана из сахарозы 15 100 +
Окисление глюконата 0 0 —

Гидролиз лецитина
Усвоение в качестве источника
углерода

12 80 +ксилозы
галактозы 13 93 +
сахарозы 14 93 4 -
масляной кислоты 0 0 ,—
валериановой кислоты 4 27 в
адипиновой кислоты 0 0 —

итаконовой кислоты 0 0 —

этанола И 73 в
пропанола 11 73 в
сорбита 14 93 4~
инозита 14 93 +
адонита 2 13 —
бутиленгликоля 12 80 +
бензойной кислоты 2 13 —
о-оксибензойной кислоты 2 13 —
фенилуксусной кислоты 0 0 —

треонина 7 47 в
цитруллина 3

0
20 —

метионина 0 —-
триптофана 3 20 —
антраниловой кислоты 0 0 —
никотиновой кислоты 0 0 —
легких я-алканов Се—Сю 1 6 —
среднецепочечных См—С22 0 0

Все штаммы «Р. lemonnieri» были активными денитрификато- 
рами (табл. 53), синтезировали леван, лецитиназная активность 
была слабой или отсутствовала. В отличие от большинства флюо­
ресцирующих бактерий ни один из штаммов «Р. lemonnieri» не 
окислял глюконат. Эта особенность сближает их со штаммами 
Р. aurantiaca.

Спектры углеродного питания «Р. lemonnieri» были пестрыми: 
подавляющее большинство штаммов использовало ксилозу, саха­
розу, галактозу, инозит, бутиленгликоль; некоторым штаммам бы­
ли доступны валериановая кислота, этанол, пропанол.

Штаммы «Р. lemonnieri» выделены из ризосферы различных 
растений, почвы, свободной от растений, ила и воды минеральных 
источников, личинок комаров.
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«P. lemonnieri» — один из наиболее чувствительных к действию» 
красителей и антибиотиков видов флюоресцирующей группы. Рост 
большинства штаммов угнетался красителями группы парафукси­
н а — кристалл-, метил-, генцианвиолетом и метиловым зеленым; 
части штаммов — хинолиновым синим, малахитовым и бриллиан­
товым зеленым. Из антибиотиков на них действовали левомице- 
тин, тетрациклин, полимиксин, все испытанные аминогликозиды, 
ампициллин. Рост некоторых штаммов ингибировался эритромици­
ном, как правило, эффективным лишь в отношении грамположи- 
тельной флоры.

Штаммы «Р. lemonnieri» плохо сохранялись в условиях лабо­
ратории, быстрее других флюоресцирующих видов теряли способ­
ность к пересевам.

Количество ГЦ-пар в Д Н К штаммов «Р. lemonnieri» составляло 
61,8—61,9% . Результаты молёкулярной гибридизации Д Н К — 
Д Н К  штаммов этого вида с другими видами Pseudomonas 
(см. табл. 49) не превышали 49 %, т. е. находились па уровне 
межвидовых.

Биовары I, III, V, Pseudomonas fluorescens. Биовары I—V (био­
типы А, В, С, G, созданные Стейниером с соавторами при ревизии 
Р. fluorescens) отличаются наличием левансахараз, способностью 
к денитрификации, спектрами углеродного питания. Штаммы био­
варов не способны к синтезу иных пигментов, кроме желто-зелено­
го флюоресцирующего. В нашем распоряжении было 202 таких 
штамма. Из них 29, отнесенные к биовару II, оказались генети­
чески и фенотипически близкими штаммами Р. aurantiaca и рас­
смотрены нами выше. Остальные 173 штамма принадлежали к 
биоварам I, III и V.

Биовар I (30 штаммов). Антагонистическая активность слабая 
или умеренная, антибиотические вещества не обнаружены. Все 
штаммы образовывали леван на средах с сахарозой, не были спо­
собны к денитрификации, активность лецитиназ варьировала. 
Среди представителей биовара А найдены продуценты бактерио­
цинов.

Отличительная особенность штаммов биовара I — неспособ­
ность к ассимиляции масляной кислоты и алифатических спиртов 
от этанола до бутанола (табл. 54). Значительная часть культур 
(83% ) усваивала адонит — субстрат, малопригодный для роста 
большинства флюоресцирующих видов.

Два фенотипически сходных с биоваром А штамма были ли­
шены левансахараз. Подобные «примыкающие» штаммы обнару­
жены нами и при других биоварах (см. данные нумерической так­
сономии) и рассматриваются как переходные между биоварами. 
Штаммы биовара А выделены из почвы и ризосферы растений, во­
ды минеральных источников, личинок комаров.

Содержание ГЦ в Д Н К  типового штамма ИМВ 4125 
(АТСС 13525) составляло 62,3 %. Этот штамм проявил умеренное 
генетическое родство с представителями других биоваров P. Яио- 
rescens (см. табл. 49).
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Т а б л и ц а  54. Важнейшие биологические особенности штаммов биоваров I и III
Pseudomonas fluorescens

Биовар I (30 штаммов) Биовар III (73 штамма)

Признак

Количество 
штаммов, поло­
жительных по 
данному при­

знаку

Свойства 
«средне­
го орга­
низма»

Количество 
штаммов, поло­
жительных по 
данному при­

знаку

Свойства 
«средне­
го орга­

низма»
абс. % абс. %

Флюоресцирующий пигмент 27 90 + 64 88 +
Денитрификация 0 0

+
73 100 +

Синтез левана из сахарозы 30 100 0 0 —
Окисление глюконата 23 27 В 60 82 +
Гидролиз

18 60 19 26лецитина в В

ДНК 0 0 — 0 0 —
РНК 2 6 — 0 0

Использование в качестве 
источника углерода

25 83 43 59ксилозы + В
галактозы 20 67 в 50 68 в
сахарозы 20 67 в 40 55 в
масляной кислоты 0 0 — 46 63 в
валериановой кислоты 13 43 в 59 81 +
адипиновой кислоты 0 0 — И 15 —
итаконовой кислоты 12 40 в 13 18 —
этанола 0 0 — 65 89 +
пропанола 0 0 — 65 89 +
сорбита 27 90 + 45 62 в
инозита 29 97 + 45 62 в
адонита 25 83 + 15 20 —
бутиленгликоля 10 33 в 53 73 в
бензойной кислоты 8 27 в 58 79 в
о-оксибензойной кисло­
ты 0 0 — 0 0 —
фенилуксусной кислоты 3 10 — 13 18 —
треонина 6 20 — 40 55 в
цитруллина 6 20 — 25 34 в
метионина 0 0 — 2 3 —
триптофана 29 97 + 11 15 —
антраниловой кислоты 4 13 — 3 4 —
никотиновой кислоты 2 7 — 0 0 —
легких «-алканов Се—Сю 0 0 8 11 __

Биовар III (биотип С согласно Стейниеру) — один из самых 
многочисленных и наиболее гетерогенных по составу биоваров 
P. fluorescens. Основными критериями для отнесения к нему бак­
терий являются способность к денитрификации и отсутствие леван- 
сахараз. Среди штаммов, обладающих этими свойствами, Чемпион 
и соавторы выделили несколько феногрупп, в том числе новые био- 
вары К и ї  [139].

У исследованных нами штаммов биовара III также обнару­
жена значительная пестрота в спектрах углеродного питания. По­
давляющая часть штаммов биовара III усваивала этанол, пропа- 
иол и инозит (см. табл. 54). Хорошим субстратом для роста
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большинства штаммов служили также валериановая и бензойная 
кислоты.

Восемь штаммов биовара III хорошо росли на минеральной 
среде в атмосфере легких я-алканов. Рост сопровождался обильной 
желто-зеленой флюоресценцией и синтезом антибиотических ве­
ществ неустановленной химической природы.

Штаммы биовара III Р. fluorescens выделены из ризосферы 
растений, нефтеносных и других почв, воды минеральных источ­
ников, нефтеносных скважин. Среди них имеются высокоактив­
ные антагонисты, угнетающие рост грамположительных бактерий, 
Candida albicans и грибов.

Содержание ГЦ-пар в Д Н К  штамма биовара III P. fluorescens 
составляло 63,2 %, а значения гомологии Д Н К с представителями 
некоторых других биоваров колебались в пределах 29—36 % 
(см. табл. 49).

К биовару V отнесены 70 штаммов Р. fluorescens. В опытах 
Стейниера с соавторами этот биовар (биотип G) объединял все 
штаммы, не укладывающиеся в биотипы А, В, С, и характеризо­
вался крайней фенотипической гетерогенностью, в связи с чем 
получил название «сборной группы штаммов». Сколько-нибудь 
приемлемые диагностические признаки для его идентификации не 
были предложены.

Штаммы биовара V лишены ферментов денитрификации и ле­
вансахараз. Эти флюоресцирующие микроорганизмы широко рас­
пространены в природе. К биовару V были отнесены 65 % флюо­
ресцирующих бактерий рода Pseudomonas, выделенных Сэндсом 
и Ровира [432] из почв Южной Австралии. Штаммы биовара V 
составляли 76 % среди флюоресцирующих бактерий, населяющих 
почвы Арктики, 66 % микрофлоры пустынь и полупустынь, 
35 % микроорганизмов, выделенных из почв субтропиков [8].

Изученные нами штаммы биовара V, в отличие от данных 
Стейниера, были высокооднородны по свойствам (табл. 55). Био­
химически наименее активные среди всех представителей Р. fluo­
rescens; штаммы этого биовара использовали лишь субстраты, 
универсальные для всей флюоресцирующей группы рода Pseudo­
monas, а часть штаммов — также некоторые углеводы и валериа­
новую кислоту. Однако им были недоступны спирты, полиспирты, 
многие аминокислоты и другие соединения, избирательно потреб- 

. ляемые биоварами I, II, III Р. fluorescens и отдельными флюорес­
цирующими видами.

Штаммы биовара V были преимущественно ризосферного 
(47 штаммов), почвенного (7) и водного (16) происхождения. Со­
держание ГЦ в ДН К штамма 1488 составляло 63,2 %, а его ге­
номное сходство с некоторыми представителями флюоресцирую­
щей группы колебалось в пределах 31—49 % (см. табл. 49).

Выше мы упоминали о проведенной Барретт и соавт. [110] 
нумерической классификации 72 штаммов биовара V Р. fluores­
cens. Последние были разделены на 7 кластеров, различающихся 
по спектрам углеродного питания. Изученные нами 70 штаммов
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Т а б л и ц а  55. Важнейшие биологические особенности 70 штаммов биовара V
Pseudomonas fluorescens

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

Флюоресцирующий пигмент 69 98 +
Денитрификация 0 0 —

Синтез левана из сахарозы 0 0 —

Окисление глюконата 70 100 +
Гидролиз

28лецитина 40 в
ДНК 0 0 —
РНК 0 0 —

Использование в качестве ис­
точника углерода

10 14ксилозы —

галактозы 28 40 в
сахарозы 28 40 в
масляной кислоты 0 0 —

валериановой кислоты 24 34 в
адипиновой кислоты 0 0 —-
итаконовой кислоты 0 0 —
этанола 0 0 —

пропанола 0 0 —

сорбита 5 7 — ,

инозита 5 7 —

адонита 0 0 —

бутиленгликоля 0 0 — .

бензойной кислоты 7 10 —

о-оксибензойной кислоты 0 0 —

фенилуксусной кислоты 0 0 —
треонина 0 0 —

цитруллина 4 6 —

метионина 0 0 —

триптофана 0 0
антраниловой кислоты 0 0 —

никотиновой кислоты 0 0 —

легких я-алканов С6—Сю 0 0

флюоресцирующих бактерий не были сходны ни с одним из опи­
санных кластеров и, по-видимому, представляют собой еще одну 
подгруппу среди многочисленных и гетерогенных по свойствам 
представителей биовара V P. fluorescens.

Биовар VI Pseudomonas fluorescens. 28 штаммов флюоресцирую­
щих бактерий не поддавались идентификации согласно существую­
щим определителям. Кроме признаков, общих для всех микроорга­
низмов флюоресцирующей группы, им были присущи высокая 
желатиназная и лецитиназная активности. Лишь один из иссле­
дованных штаммов синтезировал леван из сахарозы; 22 из 28 окис­
ляли глюконат (табл. 56).

Специфична способность микроорганизмов исследуемой груп­
пы усваивать адонит — субстрат, доступный лишь для штаммов 
биовара I P. fluorescens. Галактоза, сахароза, масляная кислота*
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Т а б л и ц а  56. Важнейшие биологические особенности 28 штаммов биовара VI
Pseudomonas fluorescens

Количество штаммов, положитель­
Свойства «сред­

Признак
ных по данному признаку

него организма»
абс. %

Денитрификация 13
I

46
1

В
Синтез желтого пигмента — фе­

13
1

46назин-1-карбоновой кислоты в
Синтез левана из сахарозы 3 —

Окисление глюконата 22 78 в
Гидролиз

лецитина 27 96 +
РНК
ДНК

Использование в качестве ис­
точника углерода

27 96 +ксилозы
галактозы 2 7 —

сахарозы 5 18 —

масляной кислоты 0 0 —
валериановой кислоты 22 78 в
адипиновой кислоты 3 11 —

итаконовой кислоты 26 93 +
этанола 10 36 в
пропанола 12 43 в
сорбита 26 93 +
инозита 28 100 +
адонита 25 89 +
бутиленгликоля 20 71 —
бензойной кислоты 7 25 в
о-оксибензойной кислоты 15 53 в
фенилуксусной кислоты 0 0 —
треонина 21 75 в
цитруллина 18 64 в
метионина 7 25 в
триптофана 27 96 +
антраниловой кислоты 23 82 +
никотиновой кислоты 27 96 +
легких я-алканов Се—Сю 0 0 —

среднецепочечных Си—С22 0 0

углеводороды нефти не потреблялись ни одним штаммом. Однако 
наиболее характерной чертой этой группы микроорганизмов явля­
лась одновременная ассимиляция никотиновой кислоты, триптофа­
на и антранилата.

Несмотря на значительную однородность свойств, описываемые 
штаммы распадались на две группы по способности к синтезу 
пигментов. 13 штаммов выделяли в среду значительные количест­
ва феназин-1-карбоновой кислоты, с чем была связана высокая 
антагонистическая активность этой группы. Все 13 культур исполь­
зовали нитрат в качестве акцептора электронов. 15 остальных 
штаммов не синтезировали феназиновых пигментов и обладали 
значительно меньшей антагонистической активностью; они были 
не способны к денитрификации.
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Т а б л и ц а  57. Важнейшие биологические особенности 13 штаммов «Pseudo­
monas fluoro-violaceus»

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

Денитрификация 13 100 +
Образование фиолетового пиг­
мента, диффундирующего в сре­
ду и извлекаемого хлорофор­

13 100мом +
Синтез левана из сахарозы 13 100 +
Окисление глюконата 13 100 +
Гидролиз

13 100лецитина +
ДНК 0 0
РНК 0 0 —

Использование в качестве ис­
точника углерода

13 100ксилозы +
галактозы 4 31 В
сахарозы 7 54 В
масляной кислоты 0 0 —
валериановой кислоты 10 77 в
адипиновой кислоты 0 0 —■
итаконовой кислоты 13 100
этанола 13 100 +
пропанола 13 100 +
сорбита 13 100 +
адонита 2 15 —

бутиленгликоля 13 100 +
бензойной кислоты 1 8 —

о-оксибензойной кислоты 0 0 —
фенилуксусной кислоты 0 0 —
треонина 0 0 —
цитруллина 10 77 в
метионина 12 92 +
триптофана 13 100 +
антраниловой кислоты 2 15 —

никотиновой кислоты 1 8 —
легких я-алканов Сб—Сю 0 0 —
среднецепочечных См—С22 0 0

По своим биологическим особенностям эта группа штаммов 
была несколько сходна с биоваром III Р. fluorescens и рассматри­
валась нами как новая феногруппа в рамках этого гетерогенного 
биовара. Однако ее представитель штамм 2303 обладал лишь
29 % геномного родства со штаммом 2125 биовара III. Достаточно 
отдалены от него генетически и штаммы Р. aureofaciens — вида, 
также синтезирующего феназин-1-карбоновую кислоту (см. 
табл. 49). Вопрос о таксономическом статусе рассматриваемой 
группы бактерий требует дополнительных исследований; пока мы 
обозначаем ее как Р. fluorescens, биовар VI.

Штаммы биовара VI выделены из ризосферы, нефтеносных 
почв, воды минеральных источников. Их нуклеотидный состав

174



Д Н К  составлял 61,2—61,5 %, т. е. был типичным для микроорга­
низмов флюоресцирующей группы рода Pseudomonas.

«Pseudomonas fluoro-violaceus» Kiprianova, Boiko 1972. Группа 
своеобразных по свойствам микроорганизмов была отнесена нами 
к новому виду «Pseudomonas fluoro-violaceus».

Видовое название было дано исходя из принадлежности бак­
терий к флюоресцирующей группе и из их способности синтезиро­
вать экстрацеллюлярный фиолетовый пигмент. В табл. 57 приведе­
ны свойства, которые дают возможность отличить описываемые 
микроорганизмы от бактерий других флюоресцирующих видов.

Штаммы «Р. fluoro-violaceus» были лофотрихами, активными 
денитрификаторами, синтезировали леван из сахарозы и обладали 
значительной желатиназной и лецитиназной активностью. В каче­
стве единственного источника углерода представители этого вида 
усваивали ксилозу, итаконовую кислоту, алифатические спирты, 
бутиленгликоль, сорбит, инозит, метионин, триптофан.

По физиологии «Р. fluoro-violaceus» наиболее близок к дени­
трифицирующим и левансинтезирующим видам Р. aurantiaca и 
«Р. lemonnieri». Однако он отличается от них характером образуе­
мых пигментов, наличием лецитиназ, способностью усваивать 
итаконовую кислоту и триптофан. Кроме того, в противополож­
ность «Р. lemonnieri» штаммы «Р. fluoro-violaceus» усваивали ме­
тионин; в отличие от Р. aurantiaca не ассимилировали масляную* 
кислоту.

Штаммы «Р. fluoro-violaceus» выделены из ризосферы раз­
личных растений. Все они обладали умеренной антагонистической 
активностью в отношении грамположительных бактерий и грибов, 
что обусловлено синтезом фиолетового антибиотически активного 
пигмента.

ГЦ-содержание Д Н К  «Р. fluoro-violaceus» составляло 61,8— 
64,0% (см. с. 162). Значения гомологии Д Н К  между штаммами 
внутри группы были высокими, родство с представителями других 
флюоресцирующих видов составляло от 12 до 60 %. Типовой 
штамм — «Р. fluoro-violaceus» ИМВ 881.

По некоторым биологическим свойствам штаммы «Р. fluoro- 
violaceus» сходны (а может быть и идентичны) с «Р. fluorescens 
var. pseudo-iodinum» — разновидностью, синтезирующей фиолето­
вый пигмент псевдоиодинин [299]. Краткое описание свойств это­
го продуцента свидетельствует, что подобно «Р. fluoro-violaceus» 
он принадлежит к флюоресцирующей группе рода Pseudomonas, 
обладает пучком жгутиков, разжижает желатин, восстанавливает 
нитраты. По-видимому, сходны и образуемые этими микроорганиз­
мами гетероциклические пигменты. Для окончательного решения 
вопроса о таксономическом статусе, родстве и наименовании обеих 
групп микроорганизмов необходимо их сравнительное изучение, 
включающее гибридизацию Д Н К — ДНК.
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НЕ РАЗЖИЖАЮЩИЕ ЖЕЛАТИН ФЛЮОРЕСЦИРУЮЩИЕ 
САПРОФИТНЫЕ ВИДЫ

Pseudomonas putida (Trevisan, 1889) Migula, 1895. 
Не разжижающие желатин сапрофирные флюоресцирующие бак­
терии рода Pseudomonas описаны под видовыми названиями 
«Р. striata», «Р. ovalis», «Р. incognita», «Р. rugosa», «Р. convexa», 
«Р. eisenbergii», «Р. mildenbergii», «Р. nonliquefaciens», «Р. syn- 
суапеа» и др. Их объединение было существенным шагом вперед, 
однако гетерогенность «укрупненного» вида Р. putida была очевид­
ной уже в момент его создания. Эта гетерогенность нашла отра­
жение в структуре Р. putida; в состав вида входят биовары А и В; 
в последние годы описан третий биовар — С [110].

Имевшиеся в нашем распоряжении 46 штаммов Р. putida были 
отнесены к этому виду прежде всего на основании их неспособ­
ности к гидролизу желатина.

Помимо признаков, свойственных флюоресцирующей группе 
рода Pseudomonas в целом, эти штаммы характеризовались рядом 
общих особенностей (табл. 58): гидролитические ферменты отсут­
ствовали; антагонистическая активность была умеренной или сла­
бой; при этом многие из них оказывали угнетающее влияние на 
штаммы своего вида, что, по-видимому, связано с явлением бакте­
риоциногении. На средах с тирозином 65 % культур синтезировали 
темноокрашенные пигменты группы меланинов.

Спектры углеродного питания позволяют выявить ряд субстра­
тов, используемых значительным большинством штаммов Р. puti­
da. Помимо универсальных источников углерода хорошо усваива­
лись масляная и валериановая кислоты, низшие спирты, бутилен- 
гликоль, орнитин; 41%  культур ассимилировали тартрат— 
соединение, редко используемое другими видами псевдомонад, 
и 4 5 % — глицин; большинство штаммов усваивали фенилацетат, 
креатин и гиппуровую кислоту. Способность к ассимиляции трех 
последних источников углерода является дифференциальным при­
знаком Р. putida.

В целом диагностика вида основывается не на положительных, 
а на отрицательных свойствах (отсутствие желатиназ, левансаха­
раз, ферментов денитрификации и др.).

По набору ферментных систем и спектрам углеродного питания 
штаммы Р. putida проявляют значительное сходство' с представи­
телями биовара V Р. fluorescens. Однако их сравнительный анализ 
(табл. 59) показывает, что по ряду признаков (ассимиляция тре- 
галозы, масляной кислоты, низших спиртов и др.) микроорганиз­
мы этих таксонов четко дифференцируются.

Штаммы Р. putida крайне гетерогенны в отношении источников 
углеродного питания, ассимилируя от 32 до 84 различных субстра­
тов, Высокая неоднородность их свойств была подтверджена и 
при нумерическом анализе, с помощью которого у Р. putida выяв­
лены две подгруппы (рис. 31). Впоследствии по этим подгруппам
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Т а б л и ц а  58. Важнейшие биологические особенности 46 штаммов Pseudomonas 
putida

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

Наличие пучка полярных жгу­
100тиков 46 +

Рост при 42 °С 0 0 —
Денитрификация 0 0 —

Окисление хинной кислоты до
протокатеховой 44 96 +

Синтез левана из сахарозы 0 0 —

Окисление глюконата 30 65 в
Гидролиз

желатина 0 0 —

лецитина 0 0 —

Усвоение в качестве источника 
углерода

ксилозы 18 39 В

арабинозы 17 37 в
маннозы 28 61 в
галактозы 15 33 в
сахарозы 6 13 —

трегалозы 3 6 —
мальтозы 15 33 в
масляной кислоты 43 93
валериановой кислоты 44 96 +
адипиновой кислоты 6 13 —
пимелиновой кислоты 4 8 —
итаконовой кислоты 8 17 —
винной кислоты 19 41 в
этанола 36 78 в
пропанола 34 74 в
бутиленгликоля 38 S3 +
маннита 16 35 в
сорбита 8 17 —
инозита 13 28 в
адонита 6 13 —
бензойной кислоты 28 61 в
о-оксибензойной кислоты 14 30 в
л«-оксибензойной кислоты 10 22 в
коричной кислоты 8 17 —
анисовой кислоты 10 22 в
миндальной кислоты 10 22 в
фенилуксусной кислоты 34 74 в
глицина 21 46 в
орнитина 35 76 в
цитруллина 18 39 в
триптофана 12 26 в
антраниловой кислоты 0 0 —
креатина 30 65 в
ацетамида 3 6 —

гиппуровой кислоты 31 67 в
никотиновой кислоты 13 28 в

13 9—4160 177



Т а б л и ц а  59. Некоторые фенотипические различий Между штаммами Pseudo­
monas putida и биоваром V Pseudomonas fluorescens

Р. putida (46 штаммов) Р. fluorescens, биовар V 
(70 штаммов)

Признак Количество 
штаммов, по­
ложительных 
по признаку, 

%

Свойства
«среднего
организма»

Количество 
штаммов, по­
ложительных 

по данному 
признаку, %

Свойства
«среднего
организма»

Гидролиз желатина 
Ассимиляция

0 — 100 +

трегалозы 6 — 83 +
масляной кислоты 93 + 0 —

винной кислоты 41 в 0 —

этанола 78 В 0 —

пропанола 74 В 0 —

бутиленгликоля 83 + 0 —

фенилуксусной кислоты 74 в 0 —

глицина 46 в 0 —

креатина 65 в 0 —

гиппуровой кислоты 67 в 1 —

были распределены остальные, не обработанные нумерическими
методами штаммы названного вида.

Важнейшие фенотипические
особенности образованных под­
групп приведены в табл. 60.

Представители подгруппы I 
(38 штаммов), в состав кото­
рой входит типовой штамм 
Р. putida, слабее ассимилиро­
вали полиспирты (сорбит и 
маннит), реже потребляли аро­
матические субстраты (фенол, 
оксибензойные кислоты, корич­
ную, анисовую, миндальную), 
в отличие от штаммов под­
группы II, потребляли никоти­
новую кислоту.

Рис. 31. Дендрограмма, полученная при 
нумерической классификации не разжи­
жающих желатин флюоресцирующих 
бактердй:
/ — «атипичные» Р. putida, / /  — «истинные» 
Р. putida; 4006T — типовой штамм P. taetro- 
lens, 4126Т — типовой штамм Р. putida

Представители II подгруппы (8 штаммов) чаще усваивали по­
лиспирты, ароматические субстраты, серосодержащие аминокисло­
ты. Фенилацетат, тартрат, гиппурат, креатин использовались 
штаммами обеих подгрупп приблизительно в равной степени.
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Критерии, предложенные в 9-м издании определителя Берги 
для дифференциации составляющих Р. putida биоваров А и В, 
основываются на более широком использовании штаммами биова­
ра В углеводов, в частности галактозы, а также потреблении ими 
антраниловой кислоты и триптофана. В наших опытах эти крите­
рии оказались непригодными для дифференциации. Изученные 
штаммы не соответствовали по своим свойствам и биовару С, опи­
санному у Р. putida позднее [110], Тем не менее штаммы I под­
группы мы считаем фенотипически более близкими биовару А, 
штаммы II подгруппы — близкими или идентичными биовару В. 
Эти отличия не являются абсолютными. Некоторые признаки об­
наруживаются у микроорганизмов обеих подгрупп, однако с раз­
личной степенью частоты. Таким образом, их дифференциация 
представляет определенные трудности.

В наших опытах у представителей различных подгрупп Р. pu­
tida обнаружено от 62,5 до 65,0 % ГЦ в ДНК. Ниже показана 
степень геномного родства штаммов Р. putida, Р. fluorescens и 
«Р. rathonis», определенная методом молекулярной гибридизации
Д Н К - Д Н К :

Сопоставляемые пары штамм©в

Р. putida биовар В 1178)
Р. putida биовар В 2200)
Р. putida биовар А 4126)
Р. putida биовар В 2200/
Р. putida биовар А 388 
Р. fluorescens биовар I 4125
Р. putida биовар В 1778 
Р. fluorescens биовар I 4125
Р. putida биовар В 2200 
Р. fluorescens биовар 1 4125
Р. putida биовар В 1890 
P. fluorescens биовар I 4125
Р. putida биовар А 41261 
«Р. rathonis» 2987 J

Отмечена высокая степень гомологии Д Н К у штаммов, принад­
лежащих к одному биовару, и значительно ниже между штамма­
ми различных биоваров. Еще более низкие значения реассоциации 
(0— 10% ) были получены при гибридизации ДН К — ДН К штам­
мов Р. putida и Р. fluorescens. Эти данные несколько ниже пока­
зателей, полученных Паллерони с соавторами. Однако в целом 
закономерность, обнаруженная этими авторами, подтверждается: 
штаммы биовара Р. putida генетически ближе Р. fluorescens, чем 
штаммы биовара А, а степень родства между этими двумя биова- 
рами находится па уровне межвидовой. В то же время, как было 
показано выше, оба они весьма сходны фенотипически.

Подобно всем представителям флюоресцирующей группы, 
штаммы Р. putida были устойчивы к препаратам нитрофуранового

Реассоциация, %

93

38

0

10

6

10

19
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Т а б л и ц а  60. Потребление некоторых источников углерода штаммами биова­
ров А и В Pseudomonas putida

Источник углерода

1 подгруппа (биовар А, 
38 штаммов)

II подгруппа (биовар В, 
8 штаммов)

Количество штам­
мов, положитель­
ных по данному 

признаку

Свойст­
ва

«средне­
го орга­
низма»

Количество 
штаммов, поло­
жительных по 

данному признаку

Свойст­
ва

«средне­
го орга­
низма»

абс. % абс. %

Сорбит 1 3 _ 7 87 1
Маннит 10 26 в 6 75 +
Галактоза 14 37 в 2 25 в
о-Оксибензойная кислота 10 26 в 4 50 в
«и-Оксибензойная кислота 3 7 — 7 87 +
Коричная кислота 1 3 — 7 87 +
Анисовая кислота 4 10 — 6 75 в
Миндальная кислота 4 10 — 6 75 в
Фенол 0 0 — 5 62 в
Антраниловая кислота 0 0 — 0 0 —
Никотиновая кислота 32 34 + 0 0 —
Триптофан 31 31 + 0 0 —
Метионин 0 0 — 8 100 +
Цистеин 0 0 — 7 87 +

ряда. Среди красителей на них действовали арилметановые соеди­
нения группы парафуксина, среди антибиотиков — ампициллин, 
полимиксин, аминогликозиды.

Штаммы Р. putida выделены из почвы, ризосферы, воды лима­
нов и минеральных источников.

Pseudomonas taetrolens Haynes 1957 и Pseudomonas lundensis 
Molin, Tornstrom and Ursing, 1986. Описание P. taetrolens опубли­
ковано в 7-м издании определителя Берги [124] с указанием его 
идентичности «Р. graveolens», ранее выделенному из яиц [312]. 
Серологически штаммы Р. taetrolens отличны от штаммов Р. fluo­
rescens, Р. putida и Р. aeruginosa [365]. Р. taetrolens включен в 
«Одобренные списки видовых названий» [455], однако свойства его 
до настоящего времени изучены неполно, а филогенетические свя­
зи с другими видами рода не установлены. В 9-м издании опреде­
лителя Берги Р. taetrolens помещен в V секцию, включающую ви­
ды неустановленного таксономического положения.

Нами был исследован типовой штамм Р. taetrolens ИМВ 4006 
(АТСС 4683). Его способность к синтезу желто-зеленого флюорес­
цирующего пигмента проявлялась лишь на оптимальных для пиг- 
ментообразования средах. В препаратах Р. taetrolens выявлялись 
грамотрицательные палочки, имеющие один полярный жгутик и 
не образующие включений резервного полимера поли-р-оксимасля- 
ной кислоты (табл. 61).

Р. taetrolens — строгий аэроб, образует в аэробных условиях 
кислоту из глюкозы и мальтозы, в спектре поглощения его ин­
тактных клеток имеются максимумы, характерные для цитохромов
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Т а б л и ц а  61. Биологические особенности штаммов Pseudomonas taetrolens
ИМВ 4006 и Pseudomonas lundensis ИМВ 4231

Признак P. taetrolens 4006 Р. lundensis 423J

ГЦ в ДНК, % 60,5 59,1
Наличие одного жгутика +
Флюоресцирующий пигмент + +
Оксидаза + +
Денитрификация — —
Наличие аргининдигидролазы + +
Образование кислоты из мальтозы +
Рост при 0°С — +
Гидролиз желатина — +
Усвоение в качестве источника углерода 

глюкозы, фруктозы, /-арабинозы, 
глюконовой, янтарной, фумаровой, 
глютаровой, молочной, лимонной, 
а-кетоглютаровой, пировиноградной 
кислоты, маннита, инозита, глицери­
на, а-аланина, (3-аланина, аспараги­
новой и глютаминовой кислоты, ли­
зина, аргинина, орнитина, гистидина, 
пролина, бетаина, гиппуровой кисло­
ты + +
фукозы, рамнозы, маннозы, сахаро­
зы, трегалозы, мальтозы, лактозы, 
целлобиозы, крахмала, инулина, са­
лицина, пропионовой, валериановой, 
капроновой, каприловой, пеларгоно- 
вой кислот, сорбита, адонита, эти- 
лен- и бутиленгликоля, этанола, про- 
панола, бутанола, бензойной, о-, м- 
и л-оксибензойной кислот, глицина, 
треонина, серина, цитруллина, трип­
тофана, креатина, саркозина, ацета- 
мида, антраниловой и никотиновой 
кислот
уксусной и масляной кислоты, ита- 
коновой кислоты, /-тирозина, фенила­
ланина + —

с- и Ь-типов. По ряду свойств, а также по чувствительности к ан­
тимикробным агентам Р. taetrolens сходен с другими видами 
флюоресцирующей группы.

Р. taetrolens — активный антагонист широкого спектра дейст­
вия. При испытании методом перекрестных штрихов он тормозит 
рост стафилококков, бацилл, Корине- и микобактерий, энтеробак­
терий, различных видов псевдомонад. Этот эффект обусловлен 
образованием иизкомолекулярных антимикробноактивных соедине­
ний, извлекаемых из подкисленной культуральной жидкости хлоро­
формом. Максимум поглощения хлороформенного экстракта в 
ультрафиолете — 285 нм. По-видимому, антибиотическую актив­
ность Р. taetrolens обусловливают также бактериоциноподобные 
вещества.
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Т а б л и ц а  62. Важнейшие фенотипические различия между Pseudomonas taetro­
lens, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens и Pseudomonas putida

Признак P. aeruginosa P fluorescens P . putida Р . taetrolens

Число жгутиков 1 > 1 > 1 1

Рост при 42 °С + — — —

Гидролиз желатина + + — —

Денитрификация + в — —

Образование иных пигмен­
тов кроме зеленого флюо­

+ресцирующего в —-
Ассимиляция в качестве ис­
точника углерода

+трегалозы — —* —

инозита — + — —
«-бутанола + в + —
пропионовой,капроновой,
пеларгоновой кислот + + + —
фенилуксусной кислоты — — + —

гиппуровой кислоты — — В +
бензиламина — в + —

ацетамида + — — —

(-лейцина + + + +

Усваивая в качестве единственного источника углерода 25 из 
95 испытанных соединений (см. табл. 61), Р. taetrolens потребляет 
многие (хотя далеко не все) универсальные для микроорганизмов 
флюоресцирующей группы субстраты: глюкозу, фруктозу, глюко­
пат, органические кислоты и метаболиты цикла Кребса, инозит, 
бетаин, хинную и гиппуровую кислоты, 9 различных аминокислот. 
Бактерии не способны к ассимиляции большинства испытанных 
углеводов, жирных кислот — от уксусной до пеларгоновой, низших 
спиртов — от метанола до бутанола, полиспиртов и гликолей, ни­
котиновой кислоты, бензиламина, креатина, ацетамида, углеводо­
родов нефти.

По своим свойствам Р. taetrolens существенно отличается от 
основных видов флюоресцирующей группы — Р. aeruginosa, Р. fluo­
rescens и Р. putida (табл. 62). В частности, от штаммов Р. putida, 
в том числе типового, Р. taetrolens отличается более чем по
30 признакам, что убедительно иллюстрируется дендрограммой 
(см. рис. 3). Эти данные хорошо согласуются с результатами гиб­
ридизации ДН К — ДН К: степень геномного родства Р. taetrolens 
с типовым штаммом Р. putida составляет всего 7 %.

Значения гомологии Д Н К  типового штамма Р. taetrolens 
ИМВ 4006 и остальных видов псевдомонад колеблются в пределах 
от 21 до 49 %.

„ д? - Реассоциация,Вид и штамм бактерий %

P. fluorescens ИМВ 4125 38
Р. putida ИМВ 4126 7
Р. aureofaciens ИМВ 4133 36
«P, lemonnieri» ИМВ 2401 21
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Р. aurantiaca ИМВ 387 24
Р. fragi ИМВ 4002 29
Р. putida ИМВ 2610, «ати­
пичный» 56
Р. putida ИМВ 2756, «ати­
пичный» 44
Р. lundensis ИМВ 4231 51

Все эти виды принадлежат к I секции (I РИК-группе) рода 
Pseudomonas. Таким образом, полученные результаты свидетель­
ствуют как о генетической и фенотипической обособленности 
P. taetrolens, так и об его принадлежности к I секции рода Pseu­
domonas.

Представленные данные касаются единственного имеющегося 
в международных коллекциях штамма P. taetrolens. Нами изучено 
более 1000 штаммов бактерий рода Pseudomonas, выделенных из 
различных природных источников — почвы, ризосферы растений, 
морской и пресной воды, активного ила, однако ни в одном из 
названных природных субстратов штаммы изучаемого вида обна­
ружить не удалось. В ходе исследований было выявлено несколько 
штаммов флюоресцирующих бактерий, которые не разжижали 
желатин и проявляли определенное фенотипическое сходство с 
P. taetrolens. Эти штаммы, условно обозначенные как «атипичные 
Р. putida», отличались узким спектром углеродного питания, не­
способностью к ассимиляции жирных кислот, низших спиртов, 
гликолей. Различия между Р. taetrolens и «атипичными штамма­
ми достигали 12 признаков (см. рис. 31), степень гомологии ДН К 
составляла 44—56 %.

Таксономический ранг рассматриваемой группы штаммов не­
ясен. Как по своим фенотипическим свойствам, так и по данным 
гибридизации ДН К — ДН К эти штаммы ближе к Р. taetrolens, 
чем «типичные» Р. putida. Существование у псевдомонад форм, 
промежуточных между некоторыми видами, описано в литерату­
ре [468]. Возможно, рассматриваемая группа бактерий является 
промежуточной между Р. putida и Р. taetrolens.

Полученные данные характеризуют биологические особенности 
Р. taetrolens и определяют его положение внутри рода Pseudomo­
nas. Особого внимания заслуживает вопрос об экологии этого 
вида.

Почва, вода, ризосфера растений, обильно населенные другими 
видами псевдомонад, по-видимому, не являются для него подхо­
дящей средой обитания. Как упоминалось выше, типовой штамм 
Р. taetrolens выделен из яиц. Возможно, экологической нишей для 
этого вида являются и другие пищевые продукты. Это предполо­
жение основывается на том, что по своим свойствам Р. taetrolens 
очень близок флюоресцирующему виду Р. lundensis, описанному 
в 1986 г. и широко распространенному в охлажденных мясных 
продуктах [352]. Нами проведено сравнительное исследование 
Р. taetrolens и типового штамма Р. lundensis ИМВ 4231 
{ССМ 3503).
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Т а б л и ц а  63. Биологические особенности флюоресцирующих фитопатогенных
видов рода Pseudomonas (по [391])

Признак
Р. syringae, 

патовары
P. v ir id iflava  
(Sands et al., 

1970)
Р. cichorii

Число жгутиков 1 1— 2 1
Образование зеленого флю­

+ +оресцирующего пигмента +
Образование феназинов — — —

Наличие оксид азы — — +
Образование левана из са­
харозы в . — —
Гидролиз желатина в + —
Денитрификация — — —
Наличие

лецитиназы в в +
липазы в в —
аргининдигидролазы — — —

Гидролиз крахмала 
Рост при 4 °С

— —

в —

Молярная доля ГЦ в ДНК, % 59—61 59

Для обоих видов характерны следующие признаки: наличие 
одного жгутика (табл. 61), положительная реакция на оксидазу 
и аргининдигидролазу, образование флюоресцирующего пигмента, 
неспособность к денитрификации и росту при 42 °С, образование 
кислоты из мальтозы и целлобиозы. Сходны они и по спектрам 
потребляемых источников углерода, отличаясь усвоением лишь 
нескольких субстратов. Близок их нуклеотидный состав ДНК: 
60,5 % у P. taetrolens, 59 ,1— у P. lundensis. К немногочисленным 
различиям между исследуемыми микроорганизмами относится 
способность P. lundensis к росту при 0 °С и гидролизу желатина 
(у P. taetrolens эти признаки отрицательны). Степень геномного 
родства между ними, определенная методом молекулярной гибри­
дизации Д Н К — ДНК, составила в наших опытах 51 %. При зна­
чительном фенотипическом сходстве эти данные можно рассмат­
ривать как доказательство принадлежности бактерий к одному 
виду [59]. Исходя из полученных данных, мы считаем целесооб­
разным рассматривать P. lundensis как разновидность P. taetro­
lens, присвоив ему в соответствии с приоритетом описания назва­
ние P. taetrolens var. lundensis.

Фитопатогенные флюоресцирующие бактерии рода Pseudomo­
nas. Наряду с флюореспирующими сапрофитами к I секции рода 
Pseudomonas принадлежат многочисленные фитопатогенные псев­
домонады, представленные тремя видами: оксидазоотрицательпы- 
ми P. viridiflava и Р. syringae (включающим 41 патовар) и окси- 
дазоположительным Р. cichorii (табл. 63). В задачу наших иссле­
дований не входил широкий таксономический анализ этой группы 
микроорганизмов. Однако мы предприняли попытку проанализиро­
вать некоторые отличия флюоресцирующих фитопатогенных бакте­
рий от сапрофитных псевдомонад [34]. Исследовано 9 штаммов
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фитопатогенных бактерий, полученных из других коллекций под 
названиями «Р. lachrymans», «Р. holci», «Р. pisi», «Р. vignae», 
«Р. maculicola», «Р. lupini» и объединяемых* в настоящее время 
единым видовым названием Pseudomonas syringae van Hall 1902. 
Все они, хотя и в различной степени, были способны к синтезу 
желто-зеленого флюоресцирующего пигмента, все усваивали амми­
ачную соль в качестве единственного источника азота (хотя энер­
гия их роста была значительно ниже, чем у сапрофитных штам­
мов).

Универсальными источниками углерода для сапрофитных 
флюоресцирующих бактерий служили около 40 соединений. Д иа­
пазон веществ, используемых фитопатогенными бактериями, зна­
чительно уже. Так, они были не способны усваивать многие жир­
ные кислоты и аминокислоты, им были недоступны спирты (эта­
нол, пропанол, бутанол), ароматические (кроме /г-оксибензойной 
кислоты) и гетероциклические соединения, избирательно исполь­
зуемые отдельными сапрофитными видами. Фитопатогенные бак­
терии были не способны к денитрификации, лишены аргининдиги- 
дролазы и оксидазы.

Спектрофотометрия интактных клеток Р. syringae показала у 
них максимумы при 530 и 560 нм, свойственные цитохрому Ь, при­
чем содержание последнего было в несколько раз ниже, чем у 
сапрофитных бактерий. Максимумы, характерные для цитохро­
ма с, у штаммов Р. syringae не были выявлены.

Таким образом, по изученным биохимическим свойствам фито- 
патогенные микроорганизмы повторяли характеристику флюорес­
цирующей группы в целом, однако набор их ферментов значитель­
но беднее, диапазон углеродного питания уже. Можно 
предположить, что эти особенности Р. syringae связаны с его па­
тогенностью для растений и утратой ряда ферментных систем в 
связи с паразитическими условиями существования.

ВНУТРЕННЕЕ ПОДРАЗДЕЛЕНИЕ И НОМЕНКЛАТУРА 
МИКРООРГАНИЗМОВ ФЛЮОРЕСЦИРУЮЩЕЙ ГРУППЫ

Итак, согласно существующим классификацион­
ным схемам, флюоресцирующие сапрофитные бактерии рода Pseu­
domonas (исключая Р. aeruginosa) представлены четырьмя вида­
ми: таксономически близкими феназинсинтезирующими Р. aureofa­
ciens и P. chlororaphis, а также обширными P. fluoresceens и Р. pu­
tida с образующими их биоварами. Таксономическая структура 
двух последних видов сложна, уровень гомологии ДН К между их 
представителями, по нашим данным, не превышает 10 %.

Определенная совокупность признаков отличает разжижаю­
щие желатин флюоресцирующие микроорганизмы от не разжи­
жающих. Обе эти группы включают, в свою очередь, ряд подгрупп

18S



то свойственными им пигментами, антибиотиками, экстрацеллю- 
лярными ферментами, спектрами потребляемых источников угле­
рода. Это Р. aurantiaca с генетически и фенотипически близким 
ему биоваром II Р. fluorescens, «Р. lemonnieri» и описанный нами 
«Р. fluoro-violaceus», наконец, биовары Р. fluorescens и Р. putida, 
а также Р. taetrolens (Р. lundensis). По-видимому, полученные 
фенотипические данные и результаты гибридизации Д Н К  — Д Н К 
свидетельствуют в пользу видовой самостоятельности рассматри­
ваемых подгрупп.

Согласно существующим представлениям [7, 59, 269], реассо­
циация Д Н К  более чем на 70 % свойственна штаммам одного 
!вида, от 50 до 20 % — отдельным видам внутри рода.

Показатели геномного родства между биоварами I, III и V 
Р . fluorescens, биоварами А и В Р. putida, штаммами Р. aurantiaca 
(с близкими ему биоваром II Р. fluorescens), штаммами «Р. le­
monnieri» и «Р. fluoro-violaceus» колебались в наших опытах от
0 до 60 %, составляя чаще всего около 30 %.

При этом сходные показатели геномного родства наблюдались 
как  между представителями отдельных биоваров Р. fluorescens и 
Р . putida, так и между самостоятельными видами рода Pseudomo­
nas.

Так, гомология ДН К у штаммов Р. fluorescens — Р. stutzeri 
составляла 35 %, у штаммов Р. putida — «Р. ra thon is»— 19, меж­
ду биоварами А и В Р. putida — 38, I и II Р. fluorescens — 21,
1 и III Р. fluorescens — 31 % и т. д. Эти данные свидетельствуют о 
видовой самостоятельности названных биоваров.

Исходя из изложенного, мы считаем целесообразным сохра­
нить видовое название Р. fluorescens лишь за биоваром I, вклю­
чающим типовой штамм данного вида, и признать самостоятель­
ность других биоваров Р. fluorescens и Р. putida, а также «Р. le­
monnieri» и Р. aurantiaca, введя в состав последнего близкий ему 
биовар II Р. fluorescens. Специального рассмотрения требует во­
прос о номенклатуре отдельных биоваров Р. fluorescens и 
Р. putida.

Согласно данным ряда авторов [267, 468], штаммы, получен­
ные ими под видовыми названиями Р. geniculata и «Р. schuylkilli- 
ensis», принадлежали к биовару V Р. fluorescens. По-видимому, 
для обозначения биовара V могут быть использованы эти либо 
некоторые другие видовые названия, не вошедшие в «Одобренные 
списки», не представленные типовыми штаммами и по сути являю­
щиеся «nomina nuda».

Так же обстоит дело и с биоваром III P. fluorescens, представ­
ляющим собой, по заключению Паллерони, «самостоятельную 
ветвь эволюции». Для его обозначения может быть использовано 
такое видовое название, как «Р. myxogenes». Штаммы этого вида, 
согласно 7-му изданию определителя Берги, образуют слизь, явля­
ются лофотрихами, восстанавливают нитраты до нитритов (пере­
численные свойства сближают их со штаммами биовара III). Со­
ответственно мы предлагаем сохранить видовое название Р. putida
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за биоваром А этого вида, обозначив биовар* В старым видовым 
названием «Р. convexa».

Предлагаемое нами разделение основывается не только на дан­
ных гибридизации Д Н К  — ДНК, по и на фенотипических отличиях 
одного вида от другого. Это же касается и нефлюоресцирующих 
микроорганизмов I секции рода Pseudomonas, список которых 
пополнен видами Р. fragi, «Р. denitrificans» и «Р. rathonis». Их 
таксономическому анализу посвящена следующая глава моно­
графии.



ГЛАВА 12
КЛАССИФИКАЦИЯ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ 
НЕФЛЮОРЕСЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ I 
СЕКЦИИ РОДА PSEUDOMONAS

Наряду с представителями флюоресцирующей 
группы членами I секции (I РНК-группы) рода Pseudomonas 
являются P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. stutzeri и P. men­
docina. В настоящей главе нами рассматриваются биологические 
особенности и дифференцирующие признаки этих микроорганиз­
мов, а также некоторых других видов и групп штаммов, относя­
щихся, по нашим данным, к членам рассматриваемой секции.

Pseudomonas alcaligenes Monias, 1928. К настоящему времени 
в международных коллекциях имеется три штамма P. alcaligenes. 
Нами изучено еще два, выделенных из природы, а также типовой 
штамм этого вида, что позволяет уточнить и дополнить биологи­
ческую характеристику P. alcaligenes.

Все штаммы представляют собой грамотрицательные палочки 
с одним полярным жгутиком. Колонии на общеупотребимых 
средах нежные, прозрачные. Антагонистически неактивны, пиг­
менты и антибиотики не обнаружены. Бактерии оксидазоположи- 
тельны и имеют сходный с микроорганизмами флюоресцирующей 
группы набор цитохромов. Диагностика представителей P. alcali­
genes строится в основном на отрицательных признаках (табл. 64). 
Спектры их углеродного питания очень узки и включают от 9 
(у типового штамма) до 15 источников углерода, преимуществен­
но органические кислоты и аминокислоты. Ни один штамм не 
потребляет углеводы, полиспирты и низшие спирты, ароматические 
и большинство азотсодержащих соединений.

Штаммы P. alcaligenes высокочувствительны к нитрофуран- 
тоину. Их рост угнетался также всеми исследованными антибио­
тиками, кроме пенициллина и линкомицина, и 26 разнообразными 
красителями. Таким образом, высокая чувствительность к антими­
кробным агентам — видовой признак P. alcaligenes. Нуклеотидный 
состав Д Н К  штаммов P. alcaligenes — 64—68 % ГЦ.

Pseudomonas pseudoalcaligenes Stanier, 1966. По морфологиче­
ским и многим биохимическим особенностям этот вид близок 
P. alcaligenes, однако отличается от него способностью образо­
вывать включения поли-р-оксимасляной кислоты при росте на де­
фицитных по азоту средах. Включения этого резервного полимера 
мы наблюдали у 7 из 22 штаммов, однако непостоянно и в незна­
чительных количествах.
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Т а б л и ц а  64. Важнейшие биологические особенности штаммов Pseudomonas
alcaligenes и Pseudomonas pseudoalcaligenes

P. alcalierenes (3 штамма) Р. pseudoalcaligenes
(22 штамма)

Количество Количество
Признак штаммов, по­

ложительных Свойства
штаммов, по­
ложит! льных Свойства

по данному «средне­ по данному «среднего
признаку го орга- 

низма» признаку ор ганиз­
ма»

абс. 1 % ябс. %

Наличие одного жгутика 3 100 + 22 100 +
Включения поли-р-оксимасляной

31,8кислоты 7 в
Образование кислоты из глюкозы

0 0 0 0на среде Хью и Лейвсона — —
Наличие оксидазы 3 100 + 22 100 +
Рост при 42 °С 3 100 + 14 64 в
Денитрификация 0 0 0 0 —
Наличие

Нг 22
0
0
0

100
0
0
0

аргининдигидролазы 3 100 +
лизиндекарбоксилазы 0

0
0
0левансахаразы

Окисление глюконата 0 0
Гидролиз

желатина 0 0 — 3 14 —
лецитина 0 0 — 4 18

0
0

—
крахмала 0 0 0
ДНК 0 0 — 0 —

РНК 0 0 — 0 0 —
эскулина 0 0 — 0

о
0Q —

холестеринолеата 0 0 У

Усвоение в качестве источника
углерода

глюкозы 0 0 — 6 27 в
маннозы 0 0 — 2 9

9
18

—
фруктозы
мальтозы

0
0

0
0 —

2
4 —

целлобиозы 0 0 — 0
2

0
9

—

глюконовой кислоты 0 0 — —

уксусной кислоты 3 100 + 7 32 в
масляной кислоты 0

1
0 — 2 9 —

каприловой кислоты 33 в 3 14
18

—
малоновой кислоты 0 0 — 4
янтарной кислоты 3 100 + 20 91 +
фумаровой кислоты 2 66 в 21 95 +
глютаровой кислоты 2 66 в 14 64 в
винной кислоты 0 0 — 7 . 32 в
молочной кислоты 1 33 в 8 36 в
гликолевой кислоты 0 0 — 2 9 —
лимонной кислоты 1 33 в 16 73 в
ос-кетоглютаровой

19 86 +кислоты 2 66 в
пировиноградной кислоты 3 100 + 20 91 +
аконитовой кислоты 1 33 в 4 18 —
щавелевоуксусной кислоты 2 66 в 22 100 +
итаконовой кислоты 0 0 — 10 45 в
яблочной кислоты 2 66 в 15 68 в
глицерина 0 0 — 2 9 —
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  64

Признак

P. alcaligenes (3 штамма) P. pseudoalcaligenes 
(22 штамма)

Количество 
штаммов, по­
ложительных 

по данному 
признаку

Свойства
«среднего
организ­

ма»

Количество 
штаммов, по­
ложительных 
по данному 

признану

Свойства
«среднего
организ­

ма»
абс. % абс. %

этанола 0 0 _ 1 4
пропанола 0 0 — 3 14 —
хинной кислоты 0 0 — 2 9 —
глицина 0 0 — 5 23 в
а-аланина 0 0 — 18 82 +
р-аланина 0 0 — 18 82
серина 0 0 — 0 0 —
лейцина 0 0 — 2 9 —  •
аспарагиновой кислоты 0 0 — 20 91 +
глютаминовой кислоты 3 100 + 22 100 +
аргинина 3 100 + 21 95 +
орнитина 0 0 — 3 14 —
цитруллина 1 33 в 0 0 —
•у-аминомасляной кислоты 1 33 в 19 86 +
гистидина 0 0 — 6 27 в
пролина 3 100 + 22 100 +
тирозина 1 33 в 10 45 в
фенилаланина 1 33 в 7 32 в
бетаина 0 0 — 8 36 в
саркозина 0 0 — 2 9 —
н-алканов С6— Сю 0 0 — 1 4 —
н -алканов Сн— С22 0 0 10 45 в

Все штаммы P. pseudoalcaligenes — монотрихи, пигменты и. 
антибиотики не синтезируют, 80 % культур обладают бактериоци- 
ногенной активностью. Все они оксидазоположительны и сходны с 
P. alcaligenes отсутствием ряда экзо- и эндоферментов 
(см. табл. 64).

Спектры углеродного питания P. pseudoalcaligenes шире, чем 
у P. alcaligenes. Всего штаммы P. pseudoalcaligenes ассимилиро­
вали от 8 до 32 (чаще 17—26) различных соединений. Различия 
между двумя видами наблюдались в потреблении а- и р-аланина, 
аспарагиновой кислоты, а также бетаина, гистидина, среднецепо­
чечных я-алканов, служащих источниками углерода для многих 
(хотя и не всех) штаммов P. pseudoalcaligenes, но недоступных 
для P. alcaligenes.

В последние годы предложено несколько дополнительных кри­
териев для дифференциации этих фенотипически гетерогенных 
видов. По данным Пикетта и Гринвуда [404], для этих целей 
может быть использована способность бактерий подкислять либо 
подщелачивать среду при росте на некоторых субстратах. Штаммы 
P. pseudoalcaligenes подкисляют среду с фруктозой и подщела­
чивают среду с р-аланином и аргинином; в отличие от них боль-
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Рис. 32. Дендрограмма, образованная при нумерической классификации, иь 
схема группировки 25 штаммов P. pseudoalcaligenes (/) и P. alcaligenes (11)

шинство штаммов P. alcaligenes подщелачивают среду с глюко- 
натом.

Значительная неоднородность свойств P. pseudoalcaligenes 
была показана при нумерической классификации штаммов этого 
вида (рис. 32). Штаммы подгрупп I и II, выделяемых нумеричес- 
кими методами, отличались по способности к ассимиляции тиро­
зина, бетаина, я-алканов (Си — С22), уксусной, глютаровой, вин­
ной, лимонной, молочной и итаконовой кислот.

В состав P. pseudoalcaligenes были включены при нумеричес­
кой классификации наряду со штаммами, не ассимилирующими 
глюкозу, шесть культур, способных к усвоению этого углевода и 
кислотообразованию на средах Хью и Лейвсона. Непостоянство 
этого признака у P. pseudoalcaligenes отмечали другие авторы 
[191]. По нуклеотидному составу и гомологии Д Н К штаммы, 
усваивающие глюкозу, близки микроорганизмам II подгруппы (63, 
6—63, 8 % ГЦ, 100 % гомологии), по спектрам углеродного пи­
тания они занимают промежуточное положение между обеими 
подгруппами. В то же время представители I и II подгрупп суще­
ственно различаются по нуклеотидному составу Д Н К (60,8— 
63,8 % ГЦ, соответственно).

Согласно литературным данным [410], содержание ГЦ ДН К 
у штаммов P. pseudoalcaligenes составляет 62—64 %, а степень 
родства между штаммами этого вида колеблется в пределах 57— 
82 %. Описанные в последние годы разновидности P. pseudoalcali­
genes еще значительнее различаются по свойствам и нуклеотид­
ному составу ДНК. Так, P. pseudoalcaligenes var. citrulli, патоген­
ный для арбуза, имеет 65—67 %, а P. pseudoalcaligenes var. 
konjac, вызывающий заболевание съедобного растения «konjac»,— ̂
66—68 % ГЦ в ДН К [200, 437].
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Все изложенное свидетельствует о значительной генетической 
и фенотипической гетерогенности P. pseudoalcaligenes, возможно, 
объединяющего под одним названием несколько самостоятельных 
видов рода Pseudomonas.

Штаммы P. pseudoalcaligenes сходны по антибиограммам с 
P. alcaligenes, однако отличаются от последнего вида резистент­
ностью к некоторым красителям (малахитовому и бриллианто­
вому зеленому, бенгальской розе, сафранину, бромкрезоловому зе­
леному, ализариновому красному).

Интересна экология видов «alcaligenes-группы». Все изученные 
еами штаммы, в том числе типовые, водного происхождения, вы­
делены из луж, ручьев, минеральных источников, активного ила. 
Д л я  их выделения наиболее пригоден высев проб воды на МПА.

Pseudomonas stutzeri (Lehmann and Neumann, 1896) Sijderius, 
1946. Вид P. stutzeri охарактеризован Ван Нилем и Алленом 
[493] и более полно описан Стейниером с соавт. Полученные ими 

данные легли в основу диагноза P. stutzeri, приведенного в 9-м 
издании определителя Берги.

P. stutzeri — активный денитрификатор, восстанавливающий в 
анаэробных условиях нитрат до свободного азота и N20 . Среди 
других видов псевдомонад штаммы P. stutzeri выделяются мор­
щинистой структурой колоний, часто утрачиваемой в процессе 
лабораторного культивирования, и амилолитической активностью. 
Несмотря на значительную генетическую и фенотипическую гете­
рогенность P. stutzeri, попытки разделить его на несколько само­
стоятельных видов пока были безуспешными.

В нашем распоряжении имелось два коллекционных штамма 
P. stutzeri, в том числе типовой, а также штамм ИМВ 1979, полу­
ченный под видовым названием «Р. caudatus» и проявивший спо­
собность к денитрификации после семи пассажей в полуаэробных 
условиях на средах с нитратом. Им близок по свойствам штамм 
ИМВ 3000, выделенный из почвы методом обогащения на синте­
тической среде с норлейцином и лишенный одной из отличитель­
ных особенностей Р. stutzeri — способности к денитрификации. 
Последняя не проявлялась при многократном пассировании бак­
терий на нитратсодержащих средах, не была выявлена и более 
чувствительным методом газовой хроматографии.

Все четыре названных выше штамма образовывали (особенно 
на средах с глицерином) желтый внутриклеточный пигмент не­
установленной химической структуры и росли в виде сухой, мор­
щинистой пленки, типичной для этого вида. Все они характери­
зовались слабой антагонистической активностью, угнетая лишь 
наиболее чувствительные грамположительные тест-микроорганиз­
мы. Среди представителей этого вида обнаружены продуценты 
бактериоцинов узкого спектра действия.

Электронная микроскопия показала у этих культур наличие 
одного полярного жгутика. Бактерии не образовывали включений 
поли-13-оксимасляной кислоты, были оксидазоположительны, бога­
ты цитохромом с, не окисляли глюконат, не гидролизовали жела-

192



Т а б л и ц а  65. Важнейшие биологические особенности штаммов Pseudomonas
stutzeri

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

Сухие морщинистые колонии,
желтый пигмент 4 100 +
Наличие одного жгутика 4 100 +
Включения поли-Р-оксимасля-
ной кислоты 0 0 _

Образование кислоты из глюко­
100зы на среде Хью и Лейвсона 4 +

Наличие оксидазы 4 100 4-
Рост при 42 °С 2 50 в
Денитрафикация 3 75 в
Наличие

0 0аргининдигидролазы —
лизиндекарбоксилазы 0 0 —

левансахаразы 0 0 —
Окисление глюконата 0 0 —

Гидролиз
0 0желатина —

лецитина 0 0 —

крахмала 4 100 +
ДНК 0 0 —

РНК 0 0 —

эскулина 0 0 —
холестеринолеата 0 0 —

освоение в качестве источника 
углерода

4 100глюкозы
ксилозы 0 0 +
маннозы 0 0 —
арабинозы 1 25 в
галактозы 0 — —
фруктозы 4 100
сахарозы 0 0 —
трегалозы 2 50 в
мальтозы 4 100 +
целлобиозы 0 0 —
крахмала 4 100 “Г
уксусной кислоты 3 75 в
пропионовой кислоты 2 50 в
масляной кислоты 2 50 в
каприловой кислоты 2 50 в
пеларгоновой кислоты 0 0 • —
молочной кислоты 4 100 +
гликолевой кислоты 4 100 +
итаконовой кислоты 2 50 в
маннита 4 100 “Г
сорбита 0 0
инозита 0 0 —
адонита 0 0 —

глицерина 2 50 в
бутиленгликоля 3 75 в
этанола 4 100 +
пропанола 3 75 в
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О к о н ч а н и е  т а б л .  65

Признак
Количество штам 

ных по данно

абс.

[MOB, положитель- 
іму признаку 

%

Свойства «сред­
него организма»

/1-оксибензойной кислоть 0 0 _
хинной кислоты 0 0 —
глицина 2 50 В
а-аланина 4 100 +
(3-аланина 0 0 —
аргинина 0 0 —
бетаина 0 0 —
саркозина 0 0 —
fi-алканов Ci4—С22 2 50 в

тин, лецитин, эскулин, твин-80, не метаболизировали хинную кис­
лоту до протокатеховой (табл. 65).

К числу общих особенностей всех штаммов, свойственных 
Р. stutzeri как виду, относятся наличие амилазы, способность к 
ассимиляции мальтозы, крахмала, гликолевой кислоты. Универ­
сальными субстратами служили также глюкоза, фруктоза, маннит, 
этанол, метаболиты цикла Кребса, некоторые аминокислоты. Эти- 
ленгликоль, в противоположность литературным данным, не усваи­
вался ни одним штаммом.

Обладая рядом характерных для Р. stutzeri особенностей, 
штамм ИМВ 3000 отличался по способности ассимилировать неко­
торые источники углерода. Разнообразным было и содержание ГЦ 
в ДН К исследованных штаммов (табл. 66).

ДН К штамма 3000 имела 43 % сходных нуклеотидных последо­
вательностей с ДН К типового штамма Р. stutzeri. Таким образом, 
генетические различия между ними находятся, согласно совре­
менным представлениям, на уровне межвидовых. Однако, учиты­
вая, что в нашем распоряжении был лишь один такой штамм и 
что по своим фенотипическим свойствам он весьма близок типо­
вому, мы сочли возможным рассматривать его пока как не способ­
ную к денитрификации разновидность Р. stutzeri.

Штаммы Р. stutzeri высокочувствительны к антимикробным 
веществам: антибиотикам (включая эритромицин, как правило, 
угнетающий лишь грамположительные виды), многим красите­
лям (в том числе риванолу, акридиновому оранжевому, хицолино- 
вому синему).

Широко распространены в почве и воде, выделяются из клини­
ческих источников.

Pseudomonas mendocina Palleroni, 1970. Исследовано шесть 
штаммов Р. mendocina, в том числе три коллекционных. В проти­
воположность Р. stutzeri, этот родственный ему денитрифицирую­
щий вид высокооднороден по свойствам (что соответствует лите­
ратурным данным и подтверждено нумерическими исследова­
ниями).
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Т а б л и ц а  66. Нуклеотидный состав ДНК и 
степень геномного родства некоторых штаммов 
Pseudomonas stutzeri

Сопоставляемые штаммы
Содержа­

ние ГЦ, %
Реассо- 

циация, %

P. stutzeri 1979 66,9 77Р. stutzeri 4136 67,4
Р. stutzeri 3000 62,8 43Р. stutzeri 4136 67,4
Р. stutzeri 1979 66,9 56Р. stutzeri 3000 62,8
Р. stutzeri 4136 67,4 35Р. fluorescens 4125 62,3
Р. stutzeri 1979 66,9 29Р. fluorescens 4125 62,3

Штаммы P. mendocina 
имеют один полярный 
жгутик, не образуют 
включений поли-р-окси­
масляной кислоты, пять 
штаммов синтезировали 
желтый внутриклеточный 
пигмент каротиноидной 
природы. Иные пигменты 
или антибиотики (за ис­
ключением бактериоцин- 
подобных веществ) не об­
наружены. Найдены вы­
сокоактивные холестерол- 
эстеразы (табл. 67).

Исследуемые штаммы сходны по числу и набору ассимилируе­
мых углеродных субстратов (22—31 источник углерода). Они сла­
бо усваивают углероды и полиспирты, в частности маннит, ассими­
лируют итаконовую и хинную кислоты, глицин, а- и р-аланин, бе­
таин и саркозин, w-алканы с длиной цепи от Си до С22-

Наличие аргининдигидролазы, способность к денитрификации, 
рост при 42 бС, спектры углеродного питания сближают штаммы 
P. mendocina с P. aeruginosa. Сходны и жирнокислотные спектры 
их клеточных гидролизатов. Однако названные виды легко диф­
ференцируются на основании характера пигментообразования, 
а также способности ассимилировать жирные кислоты, адипино- 
вую и пимелиновую кислоты, ароматические субстраты, низшие 
спирты, ацетамид (присущий синегнойным бактериям) и усвоения 
гликоллата (характерного для P. m endocina).

Штаммы P. mendocina умеренно чувствительны к антибиоти­
кам и красителям. Источниками их выделения были почва и ак­
тивный ил; наилучшие результаты получены при выделении на 
средах с тартратом и K N 03 при 42 °С.

Pseudomonas fragi (Eichholz, 1902) Gruber, 1905. P. fragi — 
психрофильный вид, обитающий в пищевых продуктах. Несмотря 
на то что штаммы Р. fragi неоднократно выделялись различными 
авторами из мяса, рыбы, молока, масла, сыра [208, 351, 446], так­
сономическая информация о нем до недавнего времени была огра­
ниченной, а степень родства с другими видами рода не установ­
лена. В 9-м издании определителя Берги Р. fragi помещен в V 
секцию рода Pceudomonas, включающую виды неустановленного 
таксономического положения.

Штаммы Р. fragi широко распространены в охлажденных мяс­
ных продуктах. Среди 200 штаммов аэробных психротрофных бак­
терий, выделенных из мяса, 112 были идентифицированы как 
Р. fragi и вошли в состав крупнейшего из 15 фенонов, образован­
ных при нумерическом анализе [351].
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Т а б л и ц а  67. Важнейшие биологические особенности штаммов Pseudomonas 
mendocina

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред* 
него организма»

абс. %

Желтый внутриклеточный пи­
гмент каротиноид 5 83,3 +
Включения ноли-р-оксимасля-
ной кислоты 0 0 —
Наличие одного жгутика 5 83,3 +
Образование кислоты из глюко­
зы на среде Хью и Лейвсона 6 100
Оксида за 6 100 +
Рост при 42 °С 5 83,3 +
Денитрификация 6 100 +
Наличие

100аргинин дигидролазы 6 +
лизиндекарбоксилазы 0 0 —
левансахаразы 0 0 —•

Окисление глюконата 0 0 —
Гидролиз

0желатина 0 —
лецитина 3 50 в
крахмала 0 0 —
ДНК 0 0 —

РНК 0 0 —
эскулина 0 0 —
желатина 0 0 —

холестеринолеата 6 100 +
Усвоение в качестве источника 
углерода

100глюкозы 6 +
ксилозы 0 0 —
арабинозы 0 0 —
маннозы 0 0 —
галактозы 0 0 —
фруктозы 0 0 —
сахарозы 0 0 —

мальтозы 0 0 —

трегалозы 0 0 —
крахмала 0 0 —

пропионовой кислоты 0 0 —
масляной кислоты 0 0 —

каприловой кислоты 6 100
пеларгоновой кислоты 4 66 в
молочной кислоты 6 100 +
гликолевой кислоты 6 100 +
итаконовой кислоты 6 100 +
сорбита 0 0
инозита 0 0 —

адонита 0 0 —

глицерина 1 16 —
бутиленгликоля 0 0 —

этанола 0 0 —
пропанола 0 0 —

гс-оксибензойной кислоты 1 16 —
хинной кислоты 6 100 +
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О к о н ч а н и е  т а б л .  67

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организмам

абс. %

глицина 3 50 В
а-аланина 6 100 1
Р-аланина 6 100 +
аргинина 6 100 +
бетаина 6 100 +
саркозина 6 100 +
w-алканов Си—С22 6 100 +

Объектом нашего исследования служили микроорганизмы рода 
Pseudomonas, выделенные из охлажденных мясных продуктов (го­
вядины, телятины, свинины, мясного фарша, замороженных кур 
и индеек). Выделение бактерий проводили прямым посевом проб 
на мясопептонный агар с последующей инкубацией чашек Петри 
при 5 °С до появления изолированных колоний. 14 штаммов, иден­
тифицированных как Р. fragi, а также типовой штамм этого вида 
ИМВ 4002 (АТСС 4973) были изучены по 120 фенотипическим 
признакам, проведена их нумерическая классификация.

Штаммы Р. fragi весьма однородны по фенотипическим свой­
ствам. Различия между ними, как видно из дендрограммы 
(рис. 33), лежат в пределах 2—7 признаков. Типовой штамм при­
соединялся к группе на уровне 91,7 % сходства.

При росте на большинстве сред штаммы Р. fragi беспигмент- 
ны, однако на средах с глицерином многие из них образуют ж ел­
тый внутриклеточный пигмент неустановленной химической при­
роды. Строгие аэробы, образуют кислоту из глюкозы и, что 
характерно для Р. fragi, из мальтозы и целлобиозы. Оксидазополо- 
жительны, в спектрах поглощения интактных клеток имеются 
максимумы, характерные для цитохромов с- и 6-типа. Психрофи- 
лы, хорошо растут при 5 °С.

Процент штаммов,
Свойства бактерий положительных по

данному признаку

Наличие одного жгутика 100
Включения поли-р-оксимас-
ЛЯНиИ кислоты 0
Наличие оксидазы 100
Образование в аэробных
условиях кислоты из

глюкозы 100
мальтозы 100
целлобиозы 100

Наличие
аргининдигидролазы 93
лизиндекарбоксилазы 0
левансахаразы 0

Денитрификация 0
Рост при 5 °С 100
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Рост при 42 °С 
Гидролиз 

желатина 
лецитина 
твина-80 
крахмала 
эскулина 
холестеринолеата 

Окисление глюконата 
Чувствительность к 

нитрофурантоину 
пенициллину 
стрептомицину 
мономицину 
левомицетину 
тетрациклину 
неомицину 
олеандомицину 
полимиксину 
метициллину 
ампициллину 
карбенициллину 
канамицину 
линкомицину 
ристомицину 
оксациллину 
гента ми ци ну

О
О
О
о
о
о

100

87
0

93
100
100
87

100
7

100
0
0
0

100
0
0

100
100

Из 105 испытанных соединений разнообразного химического 
строения 25 используются всеми или подавляющим большинством 
штаммов Р. fragi в качестве единственного источника углеродного 
питания. Это глюкоза, близкая ей глюконовая кислота, фруктоза, 
уксусная, каприловая и пеларгоновая кислоты, метаболиты цикла 
Кребса, бетаин, более 10 различных аминокислот. Среди поли­
спиртов и гликолей универсальным субстратом служил глицерин и 
несколько худшим — маннит.

В целом спектр углеродного питания Р. fragi достаточно узок: 
штаммы этого вида слабо ассимилируют низшие спирты, поли­
спирты, ароматические и некоторые азотсодержащие соединения.

Чувствительны к нитрофурантои­
ну и многим другим испытанным 
антимикробным агентам. Однако пе­
нициллин и его полусинтетические 
производные не ингибируют рост 
Р. fragi.

Отличительной особенностью 
штаммов Р. fragi является их высо­
кая антибиотическая активность. 
В опытах по1 антагонизму все они, 
независимо от источника выделения, 
тормозили рост стафилококков, 
бацилл, коринебактерий и энтеро­
бактерий, Р. aeruginosa, но не ока­
зывали влияния на фитопатогенные 
грибы и дрожжи рода Candida.

Рис. 33. Дендрограмма, образо­
ванная при нумерической класси­
фикации штаммов Р. fragi:
7 — типовой штамм, К — процент сход­
ства, R — число отличий меж ду штам­
мами
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Хлороформенные и бензольные экстракты культуральных жидко­
стей штаммов Р. fragi, выращенных на среде с глюкозой и дрож­
жевым экстрактом, обладали значительной антибиотической актив­
ностью в отношении грамположительных и более слабой — в от­
ношении грамотрицательных бактерий. Минимальная ингибирую­
щая доза бензольного экстракта культуральной жидкости Р. fragi 
ИМВ 4002 в отношении Staphylococcus aureus 209 составляла 
4 мкг/мл.

Японскими авторами из штамма Р. fragi был выделен антибио­
тик фрагин [366]. Возможно, наблюдаемые нами антибиотические 
свойства Р. fragi обусловлены синтезом этими бактериями фраги- 
на либо близких ему производных.

ГЦ-содержание Д Н К  типового штамма Р. fragi составляло 
60,9%, что близко литературным данным [7], у двух других 
штаммов — 59,6 и 61,1 %. Таким образом, рассматриваемый вид 
весьма однороден и по нуклеотидному составу ДНК. В опытах по 
молекулярной гибридизации Д Н К  — Д Н К У типового штамма 
Р. fragi ИМВ 4002 обнаружено 71—73 % гомологии с избранны­
ми представителями собственного вида:

Вид и штамм бакте­ Реассоциация,
рий %

P. fluorescens
ИМВ 4125 25
Р. fluorescens
ИМВ 1488 32
Р. aeruginosa
ИМВ 4000 20
Р. putida ИМВ 2610 24
Р. aurantiaca
ИМВ 387 27
Р. mendocina
ИМВ 4172 25
P. stutzeri
ИМВ 4136 25
P. taetrolens
ИМВ 4006 29
Р. fragi ИМВ 4181 71
Р. fragi ИМВ 4187 73

Степень генетического родства штаммов Р. fragi с представи­
телями других видов рода Pseudomonas составляла 20—32 %. 
В этих экспериментах были использованы флюоресцирующие и 
нефлюоресцирующие виды I секции рода Pseudomonas. Предполо­
жение о родстве Р. fragi с этими микроорганизмами было выска­
зано ранее Бингом с соавт. [134] на основании косвенных данных 
при изучении ферментов тирозииового обмена у различных видов 
псевдомонад.

Полученные нами данные гибридизации Д Н К — ДНК указы­
вают на близость Р. fragi видам I секции (I РНК-группы) рода 
Pseudomonas. Эти данные в целом сходны с результатами иссле­
дований Урсинг [491], согласно которым степень родства типо­
вого штамма Р. fragi со штаммами видов I секции составляла
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33—36 % и была несколько выше лишь для штаммов Р. aureofa­
ciens и P. chlororaphis — 52—59 %. В то же время с видами 
III секции (С. acidovorans и С. testosteroni) значення гомологии 
ДНК Р. fragi были весьма низкими — 9— 10 %.

Приведенные выше данные свидетельствуют о принадлежности 
Р. fragi к I секции рода Pseudomonas.

Интересна экология Р. fragi. Ни разу штаммы этого вида не 
были обнаружены нами в почве и ризосфере растений. В то же 
время многочисленные литературные и полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что этот вид широко населяет мясные 
продукты, молоко, рыбу. Из приведенной выше характеристики 
Р. fragi трудно заключить, какие биологические особенности обе­
спечивают избирательность его распространения в пищевых про­
дуктах. По-видимому, к их числу может быть отнесена способ­
ность к образованию гликокаликса — внеклеточного полимерного 
материала, обеспечивающего прикрепление бактерий к мясу и 
накопление ферментов, ответственных за его порчу [309]. Опре­
деленные селективные преимущества Р. fragi перед микроорганиз­
мами, вызывающими порчу пищевых продуктов, может давать и 
его антибиотическая активность, присущая, по нашим данным, 
всем штаммам этого вида и, очевидно, являющаяся таксономичес­
ки ценным признаком.

«Pseudomonas denitrificans» Bergey et al., 1923. Если филогене­
тические отношения многих видов V секции рода Pseudomonas 
пока не исследованы, то типовой штамм «Р. denitrificans» 
ИМВ 4007 (АТСС 19244) в этом отншении изучен достаточно по­
дробно. По данным Дудорова и соавт. [170], нуклеотидный состав 
его ДНК равен 62,8 % ГЦ. Обнаружена значительная гомология 
ДНК «Р. denitrificans» и еще более высокая — ДНК — рРНК с 
некоторыми видами «Р. fluorescens-комплекса». Подробное изуче­
ние фенотипических свойств «Р. denitrificans» ИМВ 4007 показало 
их своеобразие:

Наличие или 
отсутстр»"
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_ п аличие или
Ііризнзк ОТСуТСТР"''

Наличие одного жгутика +  
Включения поли-Р-оксимасляной
кислоты —
Образование пигментов — 
Образование кислоты из глюкозы
на среде Хью и Лейвсона —
Наличие оксидазы +

Рост при 42 °С +  (слабо]
Денитрификация +
Аргининдигидролаза —
Лизиндекарбоксилаза —
Левзнсахараза — 
Гидролиз

желатина —
лецитина +
крахмала —
твина-80 —
эскулина —
холестеринолеата —



Усвоение в качестве источника уг­
лерода уксусной, пропионовой, 
итаконовой кислоты, а- и (3-алани­
на, пролина, глюкозы и других уг­
леводов, полиспиртов и гликолей, 
низших спиртов, ароматических 
соединений, многих аминокислот, 
бетаина, саркозина, гиппуровой 
кислоты, легких и среднецепочеч­
ных н-алканов —

В частности, весьма узким был спектр ассимилируемых «Р. de- 
nitrificanc» источников углерода. Это всего несколько веществ, 
преимущественно органические кислоты и некоторые аминокис­
лоты.

Несмотря на то что Дудоров и соавторы были убеждены, что 
имеют дело с представителем нового вида, тем не менее они пред­
ложили упразднить видовое название «Р. denitrificans» до момен­
та, когда будут выделены из природы новые сходные по свойствам 
штаммы. Такое предложение представляется нам не вполне оправ­
данным. Многие видовые описания были сделаны в результате 
изучения одного штамма (Р. alcaligenes, P. saccharophila, Р. 1е- 
moignei и др.)- Поэтому вид «Р. denitrificans» мы считаем полно­
правным членом I секции рода Pseudomonas.

«Pseudomonas rathonis» Gray and Thornton, 1928. Эта группа 
микроорганизмов представлена восемью штаммами, выделенными 
из почв методом обогащения на антранилате при 40 °С. По-види­
мому, названный метод является наиболее подходящим для выде­
ления штаммов «Р. rathonis».

Все штаммы снабжены одним жгутиком (табл. 68), включений 
поли-р-оксимасляной кислоты не образуют. Колонии бактерий на 
агаризованных средах нежные и прозрачные. На средах с тирози­
ном синтезируются темные пигменты, другие пигменты либо ан­
тибиотики не обнаружены. Бактерии слабо усваивают углеводы и 
полиспирты, но хорошо растут на низших спиртах. Из ароматиче­
ских соединений они ассимилируют такой токсичный и редко 
усваиваемый псевдомонадами субстрат, как фенол. Активно по­
требляются также я-оксибензойная и гиппуровая кислоты, бетаин, 
саркозин, креатин.

По спектрам углеродного питания исследуемые штаммы сход­
ны с биоваром А Р. putida. Однако в отличие от последнего они 
не окисляют глюконат, не метаболизируют хинную кислоту, чув­
ствительны к нитрофурантоину, растут при 42 °С, имеют один жгу­
тик, не синтезируют желто-зеленый флюоресцирующий пигмент. 
Их отличают также некоторые особенности углеродного питания, 
в частности способность к усвоению фенола.

Свойства исследуемых штаммов соответствовали крайне фраг­
ментарной характеристике «Р. rathonis» Gray and Thornton, 1928, 
в связи с чем мы дали описываемой группе это видовое название.

В международных коллекциях не сохранилось аутеничных 
культур этого вида, обладающего, согласно описанию, следующи­
ми свойствами: мелкие палочки, грамотрицательные, подвижные с
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Т а б л и ц а  68. Важнейшие биологические особенности штаммов «Pseudomonas 
rathonis»

Призна
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

Наличие одного жгутика 8
1

100
1

+
Включения поли-р-оксимасля­

0 0ной кислоты —
Образование кислоты из глю­
козы на среде Хью и Лейвсона 8 100 +
Наличие оксидазы 6 100 4-
Рост при 42 °С 8 100 +
.Денитрификация 0 0 —
Наличие

87а р ги ни ндигидролазы 7 +
лизиндекарбоксилазы 0 0 —
левансахаразы 0 0 —

Окисление глюконата 0 0 —
Гидролиз

0 0желатина —
лецитина 0 0 —
крахмала 0 0 —
ДНК 0 0 —

РНК
0эскулина 0 —

холестеринолеата 0 0 —
Усвоение в качестве источника
углерода

8 100глюкозы +
ксилозы 8 0 —

арабинозы 0 0 —
маннозы 0 0 —
галактозы 0 0 —

фруктозы 0 0 —
сахарозы 0 0 —
трегалозы 0 0 —

мальтозы 0 0 —

целлобиозы 0 0 —

крахмала 0 0 —
пропионовой кислоты 0 0 —

масляной кислоты 2 25 в
валериановой кислоты 0 0 —
капроновой кислоты 2 25 в
пеларгоновой кислоты 0 0 —

малеиновой кислоты 0 0 — .

гликолевой кислоты 0 0 —

итаконовой кислоты 0 0 —

маннита 0 0 —

сорбита 0 0 —

инозита 0 0 —

адонита 0 0 —

глицерина 0 0 —

бутиленгликоля 8 100 +
этанола 8 100 +
пропанола 8 100 +
я-оксибензойной кислоты 6 75 в
фенилуксусной кислоты 4 50 в
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О к о н ч а н и е  т а б л .  68

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

хинной кислоты 0 0 _
фенола 7 87 +
глицина 0 0 —
а-аланина 8 100 +
0 -аланина 8 100 +
аргинина 8 100 +
бетаина 8 100 +
саркозина 8 100 +
креатина 6 75 в
гиппуровой кислоты 5 62 —
«-алканов

Се—Сю 0 0 —
С14—С22 0 0

помощью полярного жгутика; желатин не разжижают, могут вос­
станавливать нитраты до нитритов, образуют кислоту из глюкозы 
и глицерина, усваивают фенол и крезол, иногда нафталин, растут 
при 35 °С, место обитания — почва и навоз [124].

Нуклеотидный состав Д Н К  штаммов «Р. rathonis» колебался в 
пределах 66,0—67,7 % ГЦ. Нами не найдено сходных нуклеотид­
ных последовательностей в Д Н К  штаммов этого вида и типового 
штамма Р. fluorescens, однако степень геномного родства между 
«Р. rathonis» и Р. putida составляла 19 %. Таким образом, как фе­
нотипически, так и генетически штаммы «Р. rathonis» близки ви­
дам I секции рода Pseudomonas.

Итак, наряду с сапрофитными бактериями флюоресцирующей 
группы, вопросы таксономии которых рассмотрены нами в преды­
дущих главах, а также фитопатогенными Р. syringae, P. viridifla- 
va и Р. cichorii обширная I секция включает, по нашим данным, 
еще семь нефлюоресцирующих видов рода Pseudomonas (в том 
числе Р. fragi, «Р. denitrificans», «Р. rathonis»). Предлагаемая 
схема классификации микроорганизмов I секции отражена в клю­
че для их идентификации (заключительная глава монографии). 
Согласно полученным недавно результатам гибридизации Д Н К  — 
рРН К  [167], видам I секции родственны также «Pseudomonas 
caudata», P. mucidolens, P. oleovorans, «P. reptilivora», P. resinovo- 
rans, «P. septica», «P. synxantha» и ряд описанных ранее фитопа­
тогенных видов. Однако для включения в существующие класси­
фикационные схемы рода необходимо их подробное фенотипиче­
ское изучение и сравнение с более широко охарактеризованными 
видами I секции рода Pseudomonas.



ГЛАВА із
ВИДЫ ДРУГИХ СЕКЦИЙ 
РОДА PSEUDOMONAS

Анализируя в предыдущих главах различные аспек­
ты биологии и систематики бактерий рода Pseudomonas, мы очер­
тили перечень рассматриваемых микроорганизмов границами рода, 
принятыми в 9-м издании определителя Берги. Однако исследова­
ния последних лет сузили эти границы. Из состава рода были ис­
ключены виды некоторых секций, отнесенные к родам Xanthomonas 
и Comamonas. В настоящее время род Pseudomonas включает 
виды I секции, детально рассмотренной нами, а также генетически 
более отдаленной II секции. Таксономический статус водородокис- 
ляющих микроорганизмов III секции, а также многих слабо изучен­
ных видов V секции остается пока неясным. Несомненно, подлежат 
исключению из состава рода Р. diminuta и Р. vezicularis.

В настоящей главе мы рассмотрим биологические особенности 
некоторых изученных нами микроорганизмов, принадлежащих (или 
принадлежавших ранее) ко И, III и IV секциям рода Pseudomonas. 
Несмотря на низкие уровни генетического родства с псевдомонада­
ми, эти бактерии фенотипически во многом с ними сходны, как 
сходны занимаемые ими в природе экологические ниши, а также 
методы их идентификации.

PSEUDOMONAS CEPACIA (EX BURKHOLDER, 1950) 
PALLERONI AND HOLMES, 1981

Ко II секции (РНК-группе) принадлежат виды, патогенные для 
животных и растений. Это прежде всего возбудители особо опас­
ных инфекций: сапа — P. mallei и мелиоидоза — P. pseudomallei, 
P. pickettii, выделенный из клинических источников, и фитопатоген­
ные P. gladioli, P. caryophylli и P. solanacearum. Фитопатогенны 
также многие штаммы P. cepacia. Дифференцирующие признаки 
видов II секции приведены в табл. 69.

Не ставя перед собой задачу изучить все члены II РНК-группы, 
мы исследовали лишь один из них — P. cepacia. Впервые этот вид 
описан как возбудитель гнили лука [129]. В 1966 г. Стейниером на 
основании изучения 19 штаммов бактерий почвенного и клиниче­
ского происхождения был описан вид P. multivorans, а четырьмя 
годами позднее Джонсоном [268] — вид P. kingii, представленный 
штаммами, выделенными из патологического материала. Впослед-
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Т а б л и ц а  69. Дифференцирующие признаки видов II секции рода Pseudomo­
nas (по [391])

Признак
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P.
 

so
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Число жгутиков 0 1 1 1 1 1 1
Диффундирующие в среду пиг­

+  * +  * +  * В **менты — — —
Наличие аргининдигидролазы + + ~ь — — — —
Денитрификация + + + — — + +
Рост при 40 °С + + + + + + —
Гидролиз

+ +желатина 1 — В — —
крахмала В + — — — — —
поли-Р-оксибутирата В +

Источники углерода, использу­
емые для роста

d-ксилоза + — + в + + —
d-рибоза — + + + + — В

/-рамноза — — + в — — —
сахарат — — -1- + + + +
левулинат — — + + + + +
цитраконат — — — — + — —

мезаконат — — — — + — —
d -тартрат — —

+
— + — —

мезотартрат — — + + В
эритрит — + — — — — —
адонит — в — + + — —
2,3-бутиленгликоль — — + — — —
ж-оксибензоат — — — + — — —
триптамин — — — + — — —
а-амиламин + + +

* Штаммы P. cepacia могут образовывать нефлюоресцирующие пигменты различного 
цвета; штаммы P. gladioli и P. caryophylli могут синтезировать желто-зеленые нефлюоресци­
рующие пигменты.

** Некоторые штаммы образуют бурый диффундирующий пигмент.

ствии было показано, что все три названные выше вида сходны по 
культуральным и биохимическим свойствам, составу ДНК, жирно­
кислотным спектрам [454, 464]. Таким образом, была доказана 
идентичность этих видов, за которыми из соображений номенкла­
турного приоритета было сохранено название P. cepacia [395].

Литературные данные свидетельствуют о возрастающей роли 
P. cepacia в клинике в качестве оппортунистического патогена — 
возбудителя кистозного фиброза легких, эндокардита, раневых ин­
фекций и других заболеваний [500, 210, 427]. Способность этих вы­
сокорезистентных к антимикробным веществам бактерий размно­
жаться в растворах антисептиков представляет серьезную опас­
ность для больных. Однако если клиническим штаммам P. cepacia 
посвящено значительное число сообщений, то сапрофитные, насе­
ляющие почву представители этого вида изучены недостаточно.
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Т а б л и ц а  70. Сравнительная характеристика штаммов Pseudomonas cepacia, 
выделенных из ризосферы растений и из клинических источников

Признак

Количество штам­
мов, положитель­
ных по исследо­
ванным призна­

кам, %

Признак

Количество штам­
мов, положитель­
ных по исследо­
ванным призна­

кам, %
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Наличие пучка жгу­ Образование левана
тиков 100 100 из сахарозы 0 0
Включения поли-Р-ок- Гидролиз
симасляной кислоты 100 100 крахмала 0 0
Образование лецитина 100 84

желтого пигмента 32 16 твина-80 100 100
фиолетового пиг­ желатина 24 76
мента 0 8 эскулина 32 40
слизи 40 12 Гемолиз эритроцитов 36 56
кислоты из глюко­ Чувствительность к
зы на среде Хью антибиотикам

и Лейсона 96 88 пенициллину 0 0
Рост при 42 °С 16 44 стрептомицину 0 0
Денитрификация 0 0 эритромицину 10 16
Восстановление нитра­ мономицину 0 12
тов в нитриты 56 64 левомицетину 100 92
Оксидаза тетрациклину 32 32

отсутствует 56 68 неомицину 0 8
слабая 48 28 олеандомицину 0 0
умеренная 4 4 полимиксину 0 0

Наличие метициллину 0 0
аргининдигидро- карбенициллину 0 12
лазы 0 0 канамицину 21 28
лияиндекарбокси- ристомицину 0 0
лазы 100 84 гентамицину 0 12

Нами исследовано 24 штамма P. cepacia, выделенных из ризо­
сферы растений, типовой штамм ИМВ 4137 (АТСС 25416), а так­
же 25 штаммов клинического происхождения, полученных из ряда 
зарубежных коллекций [83].

Наиболее подходящими для выделения из природы штаммов 
P. cepacia оказались в наших опытах методы обогащения на син­
тетической среде Козера с гликоллатом в качестве единственного 
источника углерода (выделено 50 % штаммов), лі-оксибензоатом 
(25 % штаммов), антранилатом и целлобиозой (по одному штам­
му). Два штамма выделены путем прямого посева почвы на МПА. 
Нам не удалось выделить штаммы P. cepacia из других почвенно­
климатических зон СССР, кроме зоны влажных субтропиков. Без­
успешными были и попытки выделения представителей этого вида 
из пораженного гнилью лука. В то же время в почвах Батумско­
го ботсада штаммы P. cepacia были распространены очень широ­
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ко, выделялись в различные годы и обнаруживались в ризосфере 
почти всех исследованных растений (эвкалипта, бамбука, китай­
ского дуба, туи и др.). Напомним, что сапрофитные представители 
этого вида были выделены из почв Тринидада, Калифорнии, Мис­
сисипи, Южной Каролины, из ризосферы риса — растения, распро­
страненного в областях с теплым и влажным климатом [ЮЗ]. 
В доступной нам литературе мы не встречали сообщений о рас­
пространении P. cepacia в зонах умеренного климата (исключая* 
разумеется, штаммы клинического происхождения). Создается впе­
чатление, что природный ареал обитания этого вида очерчен тропи­
ческой и субтропической зонами.

Все исследованные штаммы P. cepacia — лофотрихи, образуют 
обильные включения резервного полимера поли-р-оксимаслячой 
кислоты; в их электронно-микроскопических препаратах обнаружи­
ваются перитрихиально расположенные фимбрии.

Весьма разнообразны штаммы P. cepacia по своим культураль­
ным особенностям (табл. 70). Некоторые из них образуют обиль­
ную слизь; продуценты экстрацеллюлярной слизи чаще встречают­
ся среди культур, выделенных из ризосферы. Штаммы раститель­
ного (32% ) и клинического (16% ) происхождения синтезируют 
лимонно-желтый, окрашивающий клетки и диффундирующий в 
среду пигмент; несколько культур образуют красно-бурый и фио­
летовый пигменты. Оптимальными для пигментообразования явля­
лись среды с глицерином.

Оксидазная активность бактерий отсутствовала или была сла­
бой; соответственно были понижены максимумы, характерные для 
цитохрома с (554 и 524 нм), в спектрах поглощения интактных 
клеток бактерий.

Исследованные штаммы не синтезировали леван, анаэробно не 
расщепляли аргинин (усваивая его как источник углерода), не 
были способны к денитрификации, обладали активными лизинде- 
карбоксилазами. Многие штаммы гидролизовали желатин и вызы­
вали гемолиз эритроцитов, причем оба эти свойства чаще встре­
чались у штаммов клинического происхождения. Последние ча­
ще росли при 42 °С, чем штаммы, выделенные из ризосферы рас­
тений.

Спектры углеродного питания различных штаммов P. cepacia 
были сходны независимо от источников их выделения (табл. 71). 
Все они усваивали более 60 различных соединений, в том числе 
мальтозу и салицин, жирные кислоты, адипиновую и пимелиновую 
кислоты, полиспирты, в том числе дульцит и адонит, разнообразные 
ароматические соединения, почти все исследованные аминокислоты. 
На низших спиртах от метанола до бутанола штаммы P. cepacia не 
росли. В целом штаммы, выделенные от больных, несколько слабее 
усваивали многие источники углерода, чем ризосферные культуры.

Как ризосферные, так и клинические штаммы этого вида были 
резистентны к большинству испытанных антибиотиков, за исклю­
чением левомицетина. Из красителей на них действовали только 
бриллиантовый зеленый и соединения группы парафуксина.
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Т а б л и ц а  71. Спектр источников углерода, потребляемых штаммами Pseudo- 
inonas cepacia

Источник углерода

Процент штам­
мов, усваивающих 
данный источник 

углерода
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Глюкоза 100 92 Валериановая кислота 64 24
Ксилоза 100 32 Капроновая кислота 64 24
/-Арабиноза 96 68 Каприловая кислота 68 24
/-Рамноза 4 8 Пеларгоновая кислота 96 76
d -Манноза 100 90
d-Галактоза 96 80
d-Фруктоза 100 92 Метанол 0 0
Сахароза 100 88 Этанол 8 0
Трегалоза 100 80 я-Пропанол 4 4
Мальтоза 80 24 «-Бутанол 22 32
Целлобиоза 92 56
Лактоза 0 8
Крахмал 0 0 Анисовая кислота 58 32
Инулин 0 0 Коричная кислота 5 20
Глюконовая кислота 96 80 Миндальная кислота 21 21
Салицин 100 80 Бензойная кислота 92 76

Салициловая кислота 68 40
.м-Оксибензойная кисло­
та 87 60

Уксусная кислота 96 80 я-Оксибензойная кисло*
та 100 84

Пропионовая кислота 100 84 Фталевая кислота 0 0
Масляная кислота 100 76 Фенилуксусная кислота 100 84
Фенол 9 4 Дульцит 96 92

Маннит 100 92
а-Аланин 100 88 Сорбит 100 80
|3-Аланин 100 92 Мезоинозит 100 88
Глицин 28 16 Адонит 92 72
Серин 76 76 Г лицерин 96 92
/-Треонин 61 36 Этиленгликоль 22 0
Лейцин 26 20 Бутиленгликоль 48 80
/-Изолейцин 42 36 /-Валин 100 52

/-Аспарагин 100 92
/-Глютаминовая кислота 100 80

Щавелевая кислота 0 0 Лизин 96 76
Малоновая кислота 100 84 Аргинин 100’ 100
Янтарная кислота 100 100 Орнитин 84 64
Малеиновая кислота 0 8 Цитруллин 92 60
Фумаровая кислота 100 96 Y-Аминомаслян’ая кисло­

та 9 0
Глютаровая кислота 92 44 Метионин 8 4
Адипиновая кислота 100 96 Г истидин 100 84
Винная кислота 72 84 Пролин 100 96
Молочная кислота 100 92 /-Тирозин 100 88
Гликолевая кислота 80 72 Фенилаланин 100 84
Лимонная кислота 100 84
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  71

Источник углерода

Процент штам­
мов, усваивающих 
данный источник 
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а-Кетоглютаровая /-Триптофан 92 76
кислота 92 80 Антраниловая кислота 68 64
Пировиноградная
кислота 100 88
Аконитовая кислота 78 76 п-Аминобензойная кисло­

та 0 0
Итаконовая кислота 44 52
Бензиламин 62 52 Гиппуровая кислота 100 100
Бетаин 100 76 Ацетамид 60 72
Саркозин 68 32 Никотиновая кислота 60 68
Креатин 8 0 Сб— Сю 0 0

С и—С22 70 32

Высокая резистентность штаммов P. cepacia к различным анти­
микробным соединениям побудила многих авторов к созданию се­
лективных сред для выделения представителей этого вида из при­
родных источников и патологического материала. Такова среда с 
азелаиновой кислотой и хлороталонилом [127], с лактозой, баци- 
трацином и полимиксином [505] и, наконец, с тетрациклином и 
трипановым синим [216]. Последняя была высокоселективной: 
среди вырастающих на ней бактерий 72 % принадлежали к виду 
P. cepacia.

Нам не удалось сгруппировать изученные штаммы по описан­
ным ранее биотипам А, В и С [174], отличающимся способностью 
к гидролизу желатина, росту при 42 °С, ассимиляции ацетамида, 
пролина, тестостерона. В то же время по способности к гидролизу 
эскулина, наличию нитратазы и расщеплению о-нитрофенилгалак- 
тозида (признаки, предложенные для отличия 8 биовариантов 
P. cepacia [419]), исследуемые культуры распределены по 6 груп­
пам. Как видно из табл. 72, наиболее многочисленными как среди 
клинических, так и среди ризосферных культур были представи­
тели биоварианта 6; 20 % штаммов, выделенных от пациентов, при­
надлежали к биоварианту О (весьма слабо представленному штам­
мами, выделенными из растений). Распределение по биовариантам 
не коррелировало с пигментацией и другими культуральными 
свойствами бактерий.

Штаммы P. cepacia быстро теряют способность к пересевам в 
условиях лабораторного хранения. На мясопептонном агаре при 
комнатной температуре изученные нами штаммы теряли жизнеспо­
собность на протяжении 14—30 дней, при 0°С — в течение 40—
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Т а б л и ц а  72. Распределение штаммов Pseudomonas cepacia по биовариантам
Характеристика биоварианта Число штаммов данного биоварианта

Биовари­ Проба с 
о-нитрофенил- 
галактозидом

среди микроор­
среди ризосфер­

ных культур
ант і идролиз 

эскулина Нитратаза ганизмов клини­
ческого проис­

хождения

0 5 1
1 + — — 0 0
2 + — 1 1
3 + + — 0 0
4 — + 2 5
5 + — + 2 5
6

t + 8 9
7 + -t- + 7 4

60 дней; при этом быстрее становились нежизнеспособными штам­
мы клинического происхождения.

Штаммы P. cepacia обладают высокой антагонистической ак­
тивностью в отношении стафилококков, бацилл, микобактерий, 
коринеформ, энтеробактерий, различных видов псевдомонад, оказы­
вают ингибирующее действие на многие виды сапрофитных и фи­
топатогенных грибов. Эта антибиотическая активность обусловле­
на низкомолекулярными антибиотическими веществами, в том чис­
ле пигментами, некоторые из них, по-видимому, участвуют в пере­
носе железа. Из рис. 34 видно, что антибактериальные, особенно 
антифунгальные свойства, более выражены у штаммов P. cepacia, 
выделенных из ризосферы растений, что, очевидно, связано со сре­
дой их обитания. Можно предположить, что синтез антибиотиче­
ских веществ широкого спектра действия дает преимущества этим 
штаммам-продуцентам в такой сложной микробной экосистеме, как 
ризосфера растений.

Наряду с низкомолекулярными антибиотиками штаммы P. ce­
pacia образуют высокомолекулярные бактериоциноподобные веще­
ства (см. гл. 9). Нами среди ризосферных штаммов P. cepacia на­
йдены продуценты высокомолекулярных термолабильных бактерио­
цинов, чувствительных к трипсину и проназе.

Способностью к синтезу бактериоцинов обладало подавляющее 
большинство (72,2 %) испытанных штаммов P. cepacia. Чаще эти 
продуценты встречались среди клинических штаммов (рис. 35), что, 
по-видимому, также обусловлено спецификой их экологии. Извест­
но, что, действуя на близкородственные штаммы бактерий, насе­
ляющие организм человека, бактериоцины могут играть важную 
роль в микробной сукцессии [319]. Таким образом, можно пред­
положить, что их синтез дает продуцентам селективные преиму­
щества в данной среде обитания.

Штаммы P. cepacia весьма однородны по нуклеотидному соста­
ву ДНК, однако степень их генетического родства колеблется в ши­
роких пределах: от 45 до 99 % (табл. 73). Выявить корреляцию
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Рис. 34. Антагонистическая активность штаммов Pseudomonas cepacia, выделен*- 
ных от больных и из ризосферы растений, в отношении фитопатогенных грибов:
/  — Fusarium  oxysporum; / /  — Verticillium  dahliae, / / / — Drechslera graminea; /  — штаммы 
ризосферного, 2 — клинического происхождения

Рис. 35. Антагонистическая активность штаммов Pseudomonas cepacia, выделен­
ных от больных и из ризосферы растений, в отношении различных тест-микро­
организмов, а также штаммов собственного вида:
/ — Staphylococcus aureus, / / — Escherichia coli, / / /- -M y co b a c ter iu m  B5, I V  — P seudom onas 
aeruginosa, V — штаммы собственного вида (образующие бактериоцины); 1 — штаммы ризо­
сферного. 2 — клинического происхождения

между характером пигментации, принадлежностью к определенным 
биоварам, степенью генетической близости бактерий нам не уда­
лось.

Таким образом, важнейшими видовыми особенностями P. cepa­
cia являются: образование включений поли-р-оксимасляной кисло* 
ты; наличие фимбрий; слабая оксидазная активность или отсутст­
вие оксидазы; наличие лизиндекарбоксилазы и отсутствие аргинин- 
дигидролазы; высокая лецитиназная и липолитическая активность; 
устойчивость к большинству антимикробных агентов (кроме лево- 
мицетина); ассимиляция многих углеводов, высших дикарбоновых 
кислот, полиспиртов и ароматических соединений; неспособность 
к усвоению низших спиртов. Подобно штаммам синегнойных бак­
терий P. cepacia характеризуется высокой антагонистической

Т а б л и ц а  73. Нуклеотидный состав и гомология ДНК штаммов Pseudomonas 
cepacia, определенные методом молекулярной гибридизации ДНК — ДНК

Сопоста в л яем ые 
штаммы

Реассоциация, % Содержание 
&ГЦ в ДН К, %3187 4137 4203 5779

3181 45 49 68,1
4137 68,3
4176 60 68,1
4203 45 85 99 68,7
5758 55 68,8
5779 68,9
5798 94 93 68,9
5779 54 67,2

15' 211



активностью в отношении различных групп микроорганизмов, что 
связано с синтезом ряда высоко- и 'низкомолекулярных антибиоти­
ческих веществ. Сложная серологическая структура [227, 373], на­
личие различных по свойствам бактериоциноподобных веществ так­
же позволяют провести аналогию между P. cepacia и P. aerugino­
sa. В отличие от последнего, хорошо изученного возбудителя, мно­
гие вопросы биологии P. cepacia еще не решены.

Результаты наших исследований свидетельствуют как об опре­
деленных закономерностях распространения штаммов P. cepacia 
в природе, так и об особенностях их физиологии в связи с усло­
виями обитания. Наряду с некоторыми ферментативными свойст­
вами к таким особенностям принадлежит способность бактерий к 
синтезу низко- и высокомолекулярных антибиотических веществ, 
дающих их продуцентам селективные преимущества в той или иной 
экосистеме.

МИКРООРГАНИЗМЫ III И IV СЕКЦИЙ 
РОДА PSEUDOMONAS

Виды III секции. Микроорганизмы III секции рода 
Pseudomonas до недавнего времени были представлены несколь­
кими водородокислящими видами, а также не растущими авто­
трофно в атмосфере водорода P. delafieldii, P. acidovorans и P. tes­
tosteroni. В последние годы таксономическое положение двух 
последних видов пересмотрено. Показано, что по данным секвениро- 
вания олигонуклеотидов 16S РНК, показателям Д Н К — рРНК-го- 
мологии, составу убихинонов и клеточных жирных кислот, а также 
другим хемотаксономическим критериям P. acidovorans и P. testo­
steroni близки к микроорганизму Comamonas terrigena. Вместе с 
ним они включены в состав рода Comamonas [166, 481].

К отличительным особенностям рода Comamonas относится спо­
собность накапливать поли-р-оксибутират, подвижность, осуществ­
ляемая с помощью полярных жгутиков, наличие оксидазы и ката- 
лазы. Основные клеточные жирные кислоты — 16 : 0, 16 : 1 и 18 : 1; 
всегда содержится ЗОН 10 :0 ; основной убихинон Qs‘, содержание 
ГЦ в Д Н К колеблется в пределах 61—67 %.

Типовой вид рода Comamonas нуждается в факторах роста и 
усваивает более узкий набор источников углерода, чем родствен­
ные ему С. acidovorans и С. testosteroni. Дифференцирующие при­
знаки этих трех видов представлены в табл. 74.

Исследованные нами штаммы С. acidovorans были получены из 
активного ила методом обогащения на ацетамиде, выделены из 
личинок комаров и ризосферы некоторых растений.

Все они лифотрихи, обильно образующие включения поли-р- 
оксимасляной кислоты на средах, дефицитных по азоту. У многих 
штаммов обнаружена антифунгальная активность, возможно, свя­
занная с синтезом сидерофоров. Бактерии не синтезируют пигмен­
тов, не растут при 42 °С, не обладают гидролитической актив-
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Т а б л и ц а  74. Дифференцирующие признаки видов рода Comamonas (по [481])

Признак С. terrigena  
(4 штамма)

С. acidovorans 
(15 штаммов)

С. testosteroni 
(17 штаммов)

Потребность в ростовых факто­
рах

Метионин,
никотинамид

— —

Усвоение
d-фруктозы — + _ _

d-маннита — + —
dZ-тартрата — + —
этиленгликоля — + —

пропиленгликоля — + —

dZ-p-оксибутирата тестосте­ — — +
рона — — +

Состав жирных кислот, %
1 4: 0 3 1 і
2 0 Н 1 6 : 0 1 I і

ГЦ,  % 65,1—65,3 66,2—67,1 61,0—62,1

ностью в отношении большинства испытанных субстратов 
(табл. 75).

Будучи не способными к ассимиляции глюкозы и других саха­
ров, за  исключением фруктозы, штаммы С. acidovorans ассимили­
ровали в качестве единственного источника углерода от 35 до 46 
соединений. Значительное количество культур усваивало масля­
ную, винную килоты и такой малодоступный для флюоресцирую­
щих бактерий субстрат, как малеиновую кислоту. Из алифатиче­
ских спиртов часто усваивался «-бутанол, из ароматических соеди­
нений— м- и n-оксибензойная кислота, потреблялись многие ами­
нокислоты. Хороший рост С. acidovorans наблюдался на ксантине, 
ацетамиде, гиппуровой и никотиновой кислотах.

С. acidovorans существенно отличается от С. testosteroni по 
нуклеотидному составу Д Н К  (табл. 74). Нами изученно 9 штам­
мов С. testosteroni, все они выделены из активного или и ризо­
сферы сельскохозяйственных растений обогащением на jh- о к с и - 

бензоате.
По многим биологическим свойствам штаммы С. testosteroni 

сходны с С. acidovorans (см. табл. 75). В отличие от последнего, 
они не гидролизовали желатин и не ассимилировали некоторые 
источники углерода. Обнаружена интересная особенность С. testo­
steroni: 6 штаммов этого вида росли на средах с фолиевой кисло­
той, при этом колонии их приобретали ярко-оранжевую окраску.

Таким образом, дифференциация С. testosteroni от С. acidovo­
rans на основании способности усваивать некоторые источники 
углерода не представляет трудностей, хотя перечень отобранных 
нами для этой цели субстратов несколько отличен от описанных 
в литературе. Это малеиновая, винная и никотиновая кислоты, бу- 
тиленгликоль и ацетамид, усваиваемые С. acidovorans, но недо­
ступные для С. testosteroni. Согласно литературным данным, 
штаммы С. testosteroni отличаются также наличием фосфоамидазы
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Т а б л и ц а  75. Важнейшие биологические особенности штаммов Comamonas
acidovorans и Comamonas testosteroni

С. acidovorans (10 штаммов) с. testosteroni (9 штаммов)

Признак

Количество 
штаммов, поло­
жительных по 

данному призна­
ку

Свойства
«среднего
организ­

ма»

Количество 
штаммов, поло­
жительных по 

данному призна­
ку

Свойства 
«средне­
го орга­
низма»

абс. % абс. %

Включения поли-Р-оксимас-
ляной кислоты 10 100 + 9 100 ”Ь
Наличе пучка жгутиков 10 100 + 9 100 +
Образование кислоты из

0 0 0глюкозы — 0 —
Наличие оксидазы 10 100 + 9 100
Рость при 42 °С 0 0 0 0
Денитрификация 0 0 — 0 0 —
Наличие

0 0аргининдигидролазы — 0 0 —
лизиндекарбоксилазы 0 0 — 0 0 —
левансахаразы 0 0 — 0 0 —

Окисление глюконата 0 0 — 0 0 —
Г идролиз

60 0желатина 6 в 0 —
лецитина 0 0 — 0 0 —
крахмала 0 0 — 0 0 —
ДНК 0 0 — 0 0 —
РНК 0 0 — 0 0 —
эскулина 0 0 — 0 0 —
холестеринолеата 0 0 — 0 0 —

Усвоение в качестве источ­
ника углерода

0 0 0глюкозы — 0 —
ксилозы 0 0 — 0 0 —
сахарозы 0 0 — 0 0 —
галактозы 0 0 — 0 0 —
фруктозы 7 70 в 2 22 в
мальтозы 0 0 — 0 0 в
целлобиозы 0 0 — 0 0 —
крахмала 0 0 — 0 0 —
глюконата 10 100 + 9 100 “Ь
уксусной кислоты 10 100 + 8 89 +
пропионовой кислоты 1 10 — 5 55 в
масляной кислоты 7 70 в 6 67 в
капроновой кислоты 0 0 — 1 11 —
пеларгоновой кислоты 0 0 — 0 0 —
малеиновой кислоты 9 90 + 0 0 . —
адипиновой киослоты 0 0 — 1 И —
пимелиновой кислоты 10 100 + 9 100 +
винной кислоты 8 80 + 1 И
гликолевой кислоты 10 100 + > 7 78 в
итаконовой кислоты 10 100 + 7 78 в
маннита 7 70 в 0 0 —
сорбита 0 0 — 0 0 —
инозита 5 50 в 0 0 —
глицерина 2 20 — 1 И —
этанола 0 0 — 0 0 —
пропанола 1 10 1 11
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  75
С. acidovorans (10 штаммоБ) С testosteroni (9 штаммов)

Признак

Количество 
штаммов, поло­
жительных по 

данному призна­
ку

Свойства
«среднего

организ­
ма»

Количество 
штаммов, поло­
жительных по 

данному призна­
ку

Свойства
«среднего
организ­

ма»
абс. % абс. %

бутиленгликоля 10 100 + 0 0 _
хинной кислоты 
/г-оксибензойной кисло­

7 70 в 0 0

ты 9 90 + 6 67 в
глицина 10 100 4 44 в
аргинина 0 0 — 0 0 —
гистидина 10 100 + 8 89 +
тирозина 9 90 + 5 55 в
фенилаланина 10 100 + 7 78 в
пролина 10 100 + 9 100 +
бетаина 0 0 — 0 0 —
саркозина 0 0 — 0 0 —
гиппуровой кислоты 10 100 + 3 33 в
ацетамида 10 100 + 0 0 —
никотиновой кислоты 10 100 + 0 0 —
фолиевой кислоты 
w-алканов

0 0 — 6 67 в

Сй—Сю 0 0 0 0 ы

[166]. Отличие в способности С. acidovorans ассимилировать ацета- 
мид позволяет рекомендовать этот источник углерода для выделе­
ния штаммов данного вида из природы.

Штаммы С. acidovorans и С. testosteroni существенно отлича­
лись и по чувствительности к химиотерапевтическим агентам. Так, 
первые были резистентны ко всем испытанным красителям, в то 
время как на С. testosteroni действовали красители группы пара­
фуксина, бриллиантовый зеленый и родомин 6ж. Последний вид 
был также чувствителен к мономицину, гентамицину и полимик- 
сину, неэффективным в отношении С. acidovorans.

Фенотипическая однородность обоих видов подтверждена ме­
тодами нумерического анализа. Распространены в воде, почве, ри­
зосфере растений. Штаммы С. acidovorans, по нашим данным, спо­
собны к колонизации корней пшеницы и ее защите от поражения 
грибами.

Наряду с не способным к хемолитотрофному росту в атмосфере 
водорода P. delafieldii в состав III секции входят водородокисляю- 
щие псевдомонады. Важнейшие свойства микроорганизмов этой 
группы приведены в табл. 76.

Виды IV секции. IV секцию составляют виды Р. diminuta и 
Р. vezicularis, временно сохраняемые в составе рода, но генетичес­
ки далекие от других псевдомонад [193, 167], а также Р. m alto­
philia, отнесенный в 1983 г. к роду Xanthomonas [476]. Фенотипи­
ческие свойства Р. diminuta и Р. vezicularis своеобразны, что выде-
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Т а б л и ц а  76. Биологические свойства видов III секции рода Pseudomonas
(по [391])

Признак

P.
 

d
el

af
ie

ld
ii

1 Р.
 

fa
ci

li
s

P.
 

sa
cc

ha
ro

- 
ph

il
a

 ̂
Р.

 
fl

av
a

P.
 

ps
eu

do
fl

a-
 

va P.
 

p
al

le
ro

n
ii

Число жгутиков
Ж елтые или оранжевые клеточ­

1 1 1 1 * 1 ** 1 *

ные пигменты — — — + + +
Аутотрофный рост с Н2 — + + + + +
Наличие оксидазы 
Накопление поли-Р-оксибутира- 
та
Накопление гликогена

+ + + +

+

+ +

Разжижение желатина — + + — — —
Гидролиз крахмала — — + — — г—
Наличие липазы — — — — + +
Гидролиз поли-Р-бутирата + + — — --
Рост при 41 °С — — — — + ---
Денитрификация — — — — + —
Наличие аргининдигидролазы — — — — — ---
Метаразрыв протокатехата + _i_i + + +
Молярное содержание ГЦ в 
ДНК, %

65—66 61,7 — 
63,8

68,9 67,3 66,5—
68

66,8

* С тенденцией к пучку жгутиков и их субполярному расположению. 
** Полярное или субполярное расположение.

ляет их среди других псевдомонад [108]. К числу таких особен­
ностей относится потребность обоих видов в факторах роста, край­
не ограниченный спектр используемых источников углерода, обра­
зование кислоты из этанола.

Нами были изучены типовой штамм Р. vezicularis и штамм 
ИМВ 2526, выделенный из минеральных вод Трускавецкого курор­
та. Типовой штамм этого вида выделен из пиявки, а второй, по­
дробно изученный штамм Р. vezicularis,— из воды ручья. Созда­
ется впечатление, что экология этого редко встречающегося вида 
связана с водоемами.

Оба штамма — монотрихи, образующие включения поли-р-окси­
масляной кислоты. Они синтезируют оранжевые каротиноидные 
пигменты, антагонистически неактивны. Растут медленно даже на 
сложных питательных средах. Оксидазоотрицательны. На среде 
Хью и Лейвсона с 5 % этанола образуют кислоту. Оба штамма 
требуют внесения в среду пантотената, биотина и витамина В 12. 
В присутствии 10 мкг/мл этих факторов роста они слабо ассими­
лируют глюкозу, целлобиозу, уксусную и пировиноградную кисло­
ты, этанол, пропанол, пролин, а типовый штамм — также янтар­
ную и глютаминовую кислоты.

Р. vezicularis — наиболее чувствительный к антимикробным ве­
ществам вид из всех изученных нами видов рода Pseudomonas.
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Рост обоих штаммов тормозили 32 из 49 испытанных красителей^ 
а также все испытанные антибиотики, кроме линкомицина.

Содержание ГЦ в Д Н К  P. vezicularis составляет 65,8 %, у близ­
кого ему Р. diminuta колеблется в пределах 66,3—67,3 %. Оба 
вида сходны по морфологии, физиолого-биохимическим свойствам, 
чувствительности к антимикробным агентам. В отличие от Р. vezi­
cularis штаммы Р. diminuta не образуют пигментов, оксидазополо- 
жительны, требуют для роста наряду с перечисленными выше ви­
таминами группы В присутствия в среде серосодержащих амино­
кислот — метионина или цистеина.

Xanthomonas maltophilia (Hugh, 1981) Swings, De Vos, Van den 
Mooter, De Ley, 1983 — член последнего, пятого, генетически обо­
собленного комплекса, созданного внутри рода Pseudomonas на ос­
нове данных гибридизации Д Н К  — рРНК. С другими представите­
лями рода Xanthomonas этот вид имеет наибольшую степень эволю­
ционного родства: от 4 до 37 % гомологии Д Н К  — Д Н К  [253,396].

X. maltophilia и другие виды рода Xanthomonas обладают сход­
ным (Qg) составом респираторных хинонов, близки по общему 
жирнокислотному составу клеток и набору жирных оксикислот 
липида А, химической природе пигментов. Близость между рас­
сматриваемыми группами микроорганизмов подтверждается и 
данными сравнительной энзимологии [476].

Одной из важнейших биологических особенностей бактерий ро­
да Xanthomonas является их патогенность для растений. У пред­
ставителей S. maltophilia это свойство до настоящего времени не 
было выявлено, однако имеются сообщения об идентичности 
X. maltophilia виду P. hibiscicola, вызывающему заболевания рас­
тений [391]. В то же время X. maltophilia — широко распростра­
ненный оппортунистический патоген теплокровных, второй после 
синегнойных бактерий представитель псевдомоиад по частоте вы­
деления из патологического материала (мокроты, мочи, гноя, кро­
ви, фекалий) [237, 500]. У ослабленных пациентов X. maltophilia 
вызывает пневмонию, менингит, инфекции мочевого тракта, бак­
териемию, эндокардиты. Из тканевых фильтратов пациентов с яз­
венным колитом (возбудитель которого до настоящего времени не­
известен) были выделены /-формы бактерий, ревертанты которых 
идентифицированы как X. maltophilia [206]. Штаммы X. m altophi­
lia избирательно обнаруживались в органах и тканях, пораженных 
опухолями [371].

При вспышке экссудативного дерматита овец, сопровождающе­
гося пигментной гнилью руна, были выделены в качестве этиоло­
гических агентов 286 штаммов X. maltophilia [325]. У возбудителей 
выявлены ферменты патогенности: хитиназа, коллагеназа, Д Н Каза, 
эластаза, гиалуронидаза, муциназа, фосфолипаза, хондроитинсуль- 
фатаза.

Таким образом, X. maltophilia — организм, потенциально пато­
генный для человека и животных. Штаммы этого рода были вы­
делены из ризосферы многих сельскохозяйственных растений — 
пшеницы, картофеля, люпина и др. Установлено широкое распрост-
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Г і Г> л и ц а 77. Важнейшие биологические особенности штаммов Xanthomonas 
maltophilia

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

'Бледно-желтый внутриклеточ­
ный пигмент 35 100 +
Включения поли-Р-оксимасля-

0 0ной кислоты —
Наличие жгутиков 35 100 +
Наличие оксидазы 0 0 —
Образование кислоты из

11 31глюкозы в
мальтозы 35 100 +

Рост при 42 °С 0 0
Денинтрификация 0 0 —
Наличие

0 0аргининдигидролазы —
лизиндекарбоксилазы 33 94 +
левансахаразы 0 0 —

Окисление глюконата 0 0 —
Г  идролиз

33 94желатина +
лецитина 28 80 +
крахмала 0 0 ■—
Д Н К 30 86 +
РН К 33 94 +
твина-80 23 66 в
эскулина 29 83 +
холестеринолеата 1 3 —

Усвоение в качестве источника 
углерода

30 86глюкозы +
ксилозы 0 0 —
арабинозы 0 0 —

мальтозы 35 100 +
целлоби03ы 32 91
крахмала 0 0 —
глюконата 0 0 —

салицина 12 34 в
пропионовой кислоты 3 8 —

масляной кислоты 0 0 . —
капроновой кислоты 0 0 —
пеларгоновой кислоты 0 0 —
гликолевой кислоты 0 0 —
пировиноградной кислоты 35 35 +
маннита 0 0 —
с-орбита 0 0 —
инозита 0 0 —
адонита 0 0 —
глицерина 0 0 —
этанола 9 26 в
пропанола 12 34 в
бензойной кислоты 0 0 —
я-оксибензойной кислоты 0 0 —
фенилуксусной кислоты 0 0 —
хинной кислоты 5 14

ш



П р о д о л ж е н и е  т а б л .  77

Признак
Количество штаммов, положитель­

ных по данному признаку Свойства «сред­
него организма»

абс. %

а-аланина 33 94 _
(5-аланина 0 0 —
лизина 0 0 —
аргинина 0 0 —
пролина 22 63 В
бетаина 0 0 —
саркозина 0 0 —
w-алканов

С6—Сю 0 0 —
С 14---Сг2 0 0

“

ранение этого вида в различных почвенно-климатических зонах 
GCCP — от Крайнего Севера (Земля Франца-Иосифа) до зоны 
пустынь и полупустынь.

В табл. 77 представлены результаты изучения 35 штаммов 
X. maltophilia (впоследствии нами было изучено еще 50 штаммов). 
На обгцеупотребимых средах клетки бактерий окрашены в бледно- 
желтый цвет (арилполиеновые пигменты). Антагонистическое дей­
ствие обнаруживалось в отношении штаммов своего вида, а 
такж е микроорганизмов рода Xanthomonas, что, по-видимому, свя­
зано с синтезюм бактериоциноподобных веществ. Наряду с этой 
особенностью у штаммов X. maltophilia выявлена антифунгальная 
активность.

Бактерии оксидазоотрицательны, в спектрах поглощения их ин- 
тактных клеток не найдены максимумы, присущие цитохрому с. 
Характерная особенность X. maltophilia — способность к окисле­
нию мальтозы на среде Хыо и Лейвсона. Исследуемые микроорга­
низмы лишены аргининдигидролаз, но обладают активной лизен- 
декарбоксилаюй. 29 штаммов гидролизуют эскулин, многие штаммы 
проявили значительную липолитическую активность. Не асси­
милируя минеральные источники азота, все они хорошо растут в 
присутствии 50 мкг/мл метионина как источника азотного питания.

По данным Икемото с соавт. [253], некоторые штаммы X. m al­
tophilia при росте на цитрате, фумарате, /-гистидине и пролине не 
нуждались в метионине. При нумерической классификации они 
образовывали отдельный кластер, рассматриваемый авторами как 
биовар этого вида. Однако значения гомологии Д Н К  этих культур 
(30—35 %) с типовым штаммом X. maltophilia свидетельствуют, на 
наш взгляд, о том, что авторы имели дело не с биоваром X. m al­
tophilia, а с близким ему самостоятельным видом.

На фоне метионина как источника азотного питания штаммы 
X. maltophilia ассимилировали узкий (не более 20 соединений) на­
бор различных источников углерода: мальтозу и целлобиозу, неко­

219



торые органические кислоты, пролин и а-аланин, многие штаммы 
росли на этаноле и пропаноле.

Несмотря на то что нами были исследованы сапрофитные, оби­
тающие в ризосфере штаммы X. maltophilia, более половины из 
них вызывали гемолиз эритроцитов и подавляющее большинство 
гидролизовало ДНК. Из антибиотиков на них действовали лево­
мицетин, тетрациклин, стрептомицин, полимиксин и гентамицин.

Ранее мы упоминали о резистентности X. maltophilia к ЭДТА, 
отличающей его от многих видов псевдомонад. Эта особенность 
была использована при создании селективной среды для выделе­
ния этого вида от больных [88]. Штаммы его устойчивы и к солям 
бария [78].

ГЦ-содержание Д Н К  штаммов X. maltophilia составляет по ли­
тературным данным 63—67,5 %.

В заключение коснемся одного из интересных аспектов эколо­
гии этого вида. Полученные нами данные свидетельствуют о том, 
что в природе X. maltophilia связан с микроорганизмами цикла 
серы, по-видимому, получая в ассоциации с ними необходимые для 
роста серосодержащие соединения. Так, из разрушенных покры­
тий корродированных газопроводов X. m altophilia выделяется в 
ассоциации с Thiobacillus thioparus. Он способен осуществлять 
десульфуризацию угля в процессе его флотации [489]. Можно 
предположить, что и Pseudomonas sp., разлагающий диметилсуль- 
фоксид в ассоциации с Thiobacillus thioparus, принадлежал к виду 
X. maltophilia [274].



ГЛАВА 14
НЕКОТОРЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ 
РЕКОМЕНДАЦИИ 
ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 
И ИДЕНТИФИКАЦИИ БАКТЕРИЙ 
РОДА PSEUDOMONAS

Виды рода Pseudomonas существенно различаются 
по способности к ассимиляции источников углерода, чувствитель­
ности к антимикробным агентам и другим свойствам, на использо­
вании которых основываются селективные среды для их выделе­
ния. Как упоминалось выше, для выделения из природы са­
профитных флюоресцирующих видов мы использовали МПА с 
добавлением 100 мкг/мл нитрофур антоина, подавляющего многие 
грамотрицательные и грамположительные бактерии, но не дей­
ствующего на псевдомонады. Селективные среды, предложенные 
для выделения P. aeruginosa [76], P. cepacia [127, 505, 216], 
X. maltophilia [87] и P. solanacearum  [513], упомянуты нами в 
соответствующих разделах настоящей монографии.

Для выделения некоторых видов Pseudomonas могут быть ис­
пользованы различные методы накопления. Для этих целей мы 
применяли синтетическую среду Козера следующего состава (в г ) : 
NaCl — 5, M gS 04 — 0,2, NH4H2P 0 4— 1, К2Н Р 0 4— 1, дистиллиро­
ванная во д а— 1 л, с добавлением 0,1 % соответствующих источ­
ников углерода. В среду, разлитую по 100 мл в 0,5-литровые эр- 
ленмейеровские колбы, вносили исследуемые пробы (воды, почвы, 
активного ила и т. д.) и инкубировали на качалке (220 об/мин) 
при 26—42 °С в течение 2—5 сут до появления хорошего роста, 
после чего содержимое колб высевали на чашки Петри с МПА 
для получения изолированных колоний. Оптимальными источника­
ми углерода для выделения штаммов С. acidovorans по литератур­
ным данным являются малеиновая кислота и d -триптофан (тем­
пература выделения — 30 °С) [468], а по нашим данным — 
ацетамид; для выделения С. testosteroni пригодны дикарбоновые 
кислоты (адипиновая, пимелиновая и др.) и ж-оксибензоат 
(30°С). Для выделения штаммов P. stutzeri и P. mendocina можно 
использовать методы обогащения на средах с этанолом либо тар- 
тратом и K N 03 при 40 °С; для выделения штаммов «Р. rathonis» — 
среды с антранилатом при той же температуре. Оптимальными 
источниками углерода для выделения штаммов P. cepacia служи­
ли в наших опытах гликолевая и ж-оксибензойная кислоты.

Многие виды псевдомоиад выделяют путем прямого посева 
проб на МПА. Штаммы Р. fragi хорошо вырастают при 5 °С, Р. a l­
caligenes — при 42.

221



Отношение к окраске по Граму. Изучают у чистых культур 
микроорганизмов, выделенных из изолированных колоний. Наряду 
с общепринятым методом в последние годы получил распростране­
ние тест с КОН [191]. Небольшое количество суточной культуры 
бактерий наносят петлей на стекло с каплей 3%-го КОН и разме­
шивают в ней. Через 1—2 мин грамотрицательные бактерии лизи- 
руют, и капля становится желеобразной из-за выделяющейся ДНК. 
Суспензии грамположительных микроорганизмов сохраняют свой 
прежний вид.

Далее исследуют подвижность бактерий в висячей капле.
Изучение подвижности и характера расположения жгутиков. 

Для этого используют суточные бульонные культуры бактерий. 
Число и расположение жгутиков изучают в электронном либо 
обычном световом микроскопе; в последнем случае применяют спе­
циальные методы окраски [310].

У грамотрицательных палочек, подвижных с помощью поляр­
ных жгутиков, исследуют способность окислять либо ферментиро­
вать углеводы  на среде Хью и Лейвсона  [244] следующего состава 
(в %): пептон — 0,2, NaCl — 0,5, К2НРО4 — 0,03, агар-агар — 0,3, 
бромтимолблау (водорастворимый) — 0,003, глю коза— 1 %.

Культуру засевают в две пробирки (содержащие по 5 мл сре­
ды), одну из которых заливают после этого 2—3 мл стерильного 
вазелинового масла или голодного агара для создания анаэробных 
условий. Бактерии рода Pseudomonas — строгие аэробы, не спо­
собные к анаэробной ферментации глюкозы и не изменяющие зе­
леный цвет содержащей индикатор среды под вазелиновым мас­
лом. В аэробных условиях многие виды псевдомонад окисляют 
глюкозу до кислоты, о чем свидетельствует изменение цвета инди­
катора в желтый от поверхности в глубину среды. Некоторые ви­
ды не изменяют или подщелачивают среду в аэробных условиях 
(синий цвет индикатора).

Важным диагностическим признаком, позволяющим отнести 
бактерии к флюоресцирующей группе рода Pseudomonas, является 
образование ими желто-зеленого флюоресцирующего пигмента. 
У многих штаммов это свойство наблюдается на общеупотреби- 
мых средах (МПА, бульоне, желатине). Если пигмент не образу­
ется, бактерии высевают на среды, оптимальные для флюоресцен­
ции: МПА с 10 % яичного белка (белок добавляют стерильно к 
расплавленному и охлажденному агару) или среду Кинг В [284] 
(в г): пептон — 20, глицерин— 10, К2Н РО 4 — 1,5, M gS 04 — 1,5, 
агар -агар— 16, дистиллированная во д а— 1000 мл. Обязательно 
исследование культур в ультрафиолете, где пигмент дает интенсив­
ную желто-зеленую флюоресценцию.

Способность бактерий к синтезу иных пигментов исследуют на 
агаризованной среде Кинг А [284] (в % ): пептон — 2 , K2SO4— 2, 
глицерин — 2,0, M gCl2 — 0,7, агар -агар— 1,6, дистиллированная 
вода, на протяжении 5 сут инкубации при 28 °С, после чего пиг­
мент извлекают из клеток либо среды соответствующими органи­
ческими растворителями.
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Д ля обнаружения включений резервного полимера поли-р-окси­
масляной кислоты бактерии выращивают в условиях аэрации (ка­
чалка) в течение 48 ч при 26 °С на синтетической среде Мюнца, 
содержащей (в г): M gS04 — 0,1, K N O 3 — 0 ,2, NaCl — 1,0, янтарно­
кислый натрий — 5, водопроводная вода — 800 мл, ЫагНРС^ — 
0,6 г, КН2Р 0 4 — 0,14 г, дистиллированная вода — 200 мл (стери­
лизуется отдельно и соединяется с остальной средой перед упо­
треблением).

Клетки бактерий, выращенных на этой дефицитной по азоту 
среде, наносят на предметное стекло и окрашивают по методу Вер­
дена [128]. Препарат высушивают на воздухе, фиксируют жаром. 
Затем на стекло наливают раствор черного Судана (0,3 г в 100 мл 
70%-го этилового спирта). Окрашивание при комнатной темпера­
туре продолжается 5— 15 мин (препарат может при этом высох­
нуть). Затем стекло следует промокнуть, высушить, просветлить 
ксилолом и докрасить в течение 5— 10 с 0,5 %-м водным раствором 
сафранина или разведенного карболового фуксина. В препаратах* 
исследуемых с иммерсионной системой, видны красные клетки бак­
терий с лежащими в них черными включениями поли-р-оксибути- 
рата.

Идентификация бактерий до вида строится далее на изучении 
следующих признаков.

Способность к росту при 42 °С изучают в трех пассажах (по 
24 ч каждый) на МПБ; к росту при 5 °С — на скошенном МПА 
в течение 2 недель; для обнаружения оксидазной активности [303] 
суточную культуру бактерий, выращенных на МПА, наносят пет­
лей на фильтровальную бумагу, смоченную 1%-м водным раство­
ром солянокислого диметилпарафенилендиамина, приготовленным 
ex tempore. Подавляющее большинство видов Pseudomonas дает 
с этим реактивом пурпурное окрашивание на протяжении несколь­
ких секунд.

Аргининдигидролаза  исследуется по методу Меллера [350] на 
среде следующего состава (в г): пептон— 1, пиридоксин (витамин 
В6) — 0,005, глюкоза — 0,5, бромкрезоловый пурпурный — 0 ,01, 
крезол-рот — 0,005, /-аргинин— 10, мясная вода — 5 мл, дистилли­
рованная вода — 1 л. Пробирку с 3—5 мл этой среды и контроль­
ную (без аргинина) засевают суточной агаровой культурой бакте­
рий и заливают стерильным вазелиновым маслом. Инкубация — 
при оптимальной для исследуемых культур температуре на протя­
жении 7 сут.

В контрольной пробирке с бактериями рода Pseudomonas, не 
способными к анаэробной ферментации глюкозы, среда остается 
неизмененной (серой или бледно-розовой). В опытной пробирке 
появляется фиолетовое окрашивание, свидетельствующее о разло­
жении аргинина.

Аналогичным образом, однако с использованием лизина либо 
орнитина вместо аргинина исследуется наличие у бактерий лизин- 
и орнитиндекарбоксилазы.
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Образование левана из сахарозы  [151]. Расплавляют 1 л ага­
ра Хоттингера, содержащего 50 г сахарозы, охлаждают до 40 °С, 
асептически добавляют 50 мл стерильной лошадиной сыворотки 
без консерванта и разливают по чашкам Петри. Испытуемые 
штаммы бактерий засевают штрихом, контролем служат посевы на 
МПА. Штаммы, обладающие левансахаразой, образуют на среде 
с сахарозой и сывороткой характерную студенистую слизь.

Денитрификция [462]. 6— 8 мл МПБ, содержащего 0,5 % KNO3 
и 0,1 % глицерина, засевают суточной культурой бактерий и зали­
вают стерильным вазелиновым маслом или голодным агаром (3— 
5 мл). Инкубация — до 7 сут при оптимальной температуре. О по­
ложительной денитрификации свидетельствуют рост бактерий в 
анаэробных условиях и появление под агаром или вазелиновым 
маслом пузырьков свободного азота.

Та же среда может быть использована для выяснения способ­
ности бактерий восстанавливать нитраты до нитритов [145]. Для 
этой цели применяют реактивы: 8 г сульфаниловой кислоты в 1 л 
5 н. уксусной кислоты и 5 г диметил-а-нафтиламина в 1 л 5 и. ук­
сусной кислоты. Среда, содержащая иитраты, дает при смешива­
нии на стекле с несколькими каплями этих реактивов красное, ро­
зовое или каштановое окрашивание.

Гидролиз желатина изучают в пробирках с 25%-м мясопептон- 
ным желатином на протяжении 30 дней; для облегчения учета 
опыта пробирки выдерживают 1 ч в рефрижераторе.

Гидролиз эскулина [462] исследуют на среде, содержащей 
(в г): цептона— 10, эскулина — 1, цитрата железа — 0,05, цитрата 
натрия— 1,0, дистиллированной воды — 1 л. Среду, разлитую в 
пробирки по 5 мл, засевают суточной культурой бактерий и инку­
бируют 2 сут. Гидролиз эскулина ведет к образованию эскулитина, 
и в случае положительной реакции среда из бледно-флюоресциру- 
ющей становится коричневой.

Для выявления лецитиназной активности [94] к расплавленно­
му и охлажденному до 50 °С МПА добавляют 5 % стерильного 
«яичного раствора» (яичный желток, разведенный наполовину 
0,85 %-м раствором NaCl), размешивают и разливают в чашки 
Петри. Бактерии засевают штрихом и инкубируют 3—5 сут при оп­
тимальной температуре; колонии лецитиназоположительных мик­
роорганизмов окружены радужными зонами.

Липолитическую активность бактерий исследуют по методу 
Сьера [451] на среде, содержащей (в г): пептона— 10, NaCl — 5, 
СаСІ2 — 0,1, дистиллированной воды — 1 л. К расплавленной и 
слегка охлажденной среде добавляют 1 % простерилизованного 
20 мин при 120 °С твина-60, разливают в чашки Петри и засевают 
суточными культурами бактерий. При гидролизе твина вокруг ко­
лоний бактерий образуются зоны преципитации, состоящие из 
кальциевых солей жирных кислот.

Сходным методом определяют холестеролэстеразную актив­
ность бактерий [41], однако в этом случае в среду вносится холе­
стериновый эфир олеиновой кислоты.
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Гидролиз крахмала [468] определяют на чашках с МПА, со­
держащим 0,2 % растворимого крахмала. Бактерии выращивают на 
чашках 2—5 сут, после чего заливают раствором Люголя. Послед­
ний дает с крахмалом синее окрашивание; колонии продуцентов 
амилаз окружены прозрачными неокрашенными зонами.

Способность к хемолитотрофному росту в атмосфере водорода  
[468] изучают на среде, содержащей (в г): NH4C1— 1, M gS04—
0,5, FeCl3 — 0,05, СаСЬ — 0,005 (два последние ингредиента стери­
лизуются отдельно), агар -агар— 10, 1 М буфер Na2H P 0 4— 
К2НРО4, pH 6,8 — 33 мл, дистиллированная вод а— 1 л. Бактерии 
высевают на чашки с агаризованной средой и инкубируют при 
30 °С в эксикаторах в атмосфере, содержащей Н2 — 65 %, С 0 2 — 5, 
0 2 — 6, N2 — 24%.  Контрольные чашки инкубируют на воздухе. 
Одинаковая интенсивность роста в опыте и контроле в течение 
двух недель позволяет сделать вывод, что штамм не способен к 
хемолитотрофному росту в атхмосфере водорода.

Способность бактерий к усвоению минеральных форм азота ис­
следуют на агаризованной синтетической среде Козера с 0,1 % 
глюкозы и параллельно — с 0,1 % пировинограднокислого натрия. 
При испытании большого числа штаммов 1-миллиардные суспен­
зии суточных культур бактерий в 0,85%-м растворе NaCl высевают 
на среду в чашках Петри репликатором. Контролем служит посев 
на среду Козера без источника углерода. Учет опыта — через 48 ч 
роста при 28 °С. Некоторые виды псевдомонад (P. alcaligenes, 
«Р. denitrificans» и др.) не способны к усвоению глюкозы, однако 
хорошо растут на средах с минеральными формами азота и пиру- 
ватом в качестве источника углерода.

В случае отсутствия роста на средах с аммиачными либо нит­
ратными источниками азота к ним добавляют витамины ( 1—
10 мкг/мл) и серосодержащие аминокислоты— метионин и цисте- 
ин (100 мкг/мл).

Спектры углеродного питания бактерий исследуют по описан­
ной выше методике, высевая бактерии репликатором на синтетиче­
скую среду Козера, содержащую 0,1 % различных веществ в каче­
стве источников углерода и энергии. Если микроорганизмы ауксо- 
трофны по витаминам или аминокислотам, источники углерода 
вносятся в синтетическую среду, содержащую необходимые до­
бавки.

Ниже представлен ключ для идентификации микроорганизмов
I секции — основного ядра рода Pseudomonas, отражающий пред­
лагаемую нами схему их классификации. Отдельные биовары 
Р. fluorescens и Р. putida рассматриваются в этой схеме как само­
стоятельные виды. Предлагаемый ключ указывает лишь на общее 
направление исследований; более подробные сведения о свойствах 
изучаемых микроорганизмов могут быть почерпнуты из соответст­
вующих разделов книги. Для идентификации представителей дру­
гих, генетически более далеких секций рода могут быть использо­
ваны сведения, представленные в гл. 13.
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Ключ для идентификации микроорганизмов I сек­
ции рода Pseudom onas

Грамотрицательные палочки, подвижны с помощью одного или 
нескольких полярных жгутиков, не способны к анаэробной фермен­
тации глюкозы на среде Хью и Лейсона. Чувствительны к ионам 
Ва2+ в концентрации 10 мг/мл. Как правило, не образуют включе­
ний резервного полимера поли-р-оксимасляной кислоты. Оксидазо- 
положительны (за исключением двух фитопатогенных видов) *

1. Образуют желто-зеленый диффундирующий в среду флюоресци­
рующий п и г м е н т ...........................................................................  2

— Не образуют желто-зеленого флюоресцирующего пигмента 13
2 . Аргининдигидролаза положительна. Сапрофиты либо «оппорту­

нистические п а т о г е н ы » ................................................................  3
— Аргининдигидролаза отрицательна. Фитопатогенные микро­

организмы ......................................................................................... 11
3. При 42 °С растут. Обладают одним полярным жгутиком, обра­

зуют синий пигмент пиоцианин либо красные аэругинозины. 
Возможны беспигментные варианты. Активные денитрифика- 
торы, разжижают желатин, не образуют леван. Слабо ассими­
лируют многие углеводы и полиспирты. Усваивают пропионо- 
вую, масляную, валериановую, адипиновую, пимелиновую, 
бензойную и антраниловую кислоты, этанол и пропанол, ацета- 
м и д ..................................................... 1. Pseudomonas aeruginosa

— При 42 °С не р а с т у т ....................................................................  4
4. Имеют один жгутик. К денитрификации не способны, леван не 

образуют, слабо усваивают углеводы, жирные кислоты, арома­
тические соединения, спирты и полиспирты, при 5 °С не растут, 
желатин не разжижают . . .  2. Pseudomonas taetrolens
При 5 °С растут, желатин р а з ж и ж а ю т ..........................................

..........................................Pseudomonas taetrolens var. lundensis
— Имеют несколько ж г у т и к о в ........................................................  5
5. Желатин не разжижают, трегалозу и инозит не усваивают 6

— Желатин разжижают, трегалозу и инозит усваивают . . .  7
6 . К денитрификации не способны, леван не образуют, многие 

штаммы ассимилируют креатин, фенилуксусную, гиппуровую 
и винную кислоты. Не ассимилируют сорбит и м-оксибензоат, 
метионин и цистеин, многие штаммы потребляют никотиновую

к и с л о т у .............................. 3. Pseudomonas putida (биовар А)
Ассимилируют сорбит и серосодержащие аминокислоты, не
усваивают никотиновую кислоту . . ..................................... .....

.....................4. «Pseudomonas convexa» (биовар В Р. putida)
7. Не образуют иных пигментов, кроме зеленого флюоресцирую­

щего ....................................................................................................  8
— Образуют дополнительно к зеленому флюоресцирующему 

пигменты иной химической п р и р о д ы .....................................10

* Общие хемотаксономические особенности видов I секции см. в гл. 4, 5/
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8 . Образуют леван из сахарозы. К денитрификации не способны, 
не усваивают масляную кислоту, этанол и пропанол, хорошо
ассимилируют ксилозу, сорбит, адонит, т р и п т о ф а н .....................
..........................................5. Pseudomonas fluorescens (биовар I)

— Не образуют леван из с а х а р о з ы ...............................................  9
9. Активные денитрификаторы. Ассимилируют этанол и пропанол, 

многие штаммы усваивают масляную кислоту, сорбит, бутилен-
гликоль, бензоат ........................................................................................
. . 6 . «Pseudomonas myxogenes» (биовар III Р. fluorescens)

— Не способны к денитрификации. Не ассимилируют этанол и 
пропанол, полиспирты, масляную и итаконовую кислоты . .

7. «Pseudomonas schuylkilliensis» (биовар V Р. fluorescens)
10. Образуют дополнительно к зеленому флюоресцирующему 

пигменту пигменты иной химической природы. Образуют синий 
внутриклеточный пигмент, Яшах =  630 нм. Синтезируют леван, 
способны к денитрификации. Усваивают ксилозу, галактозу, 
сахарозу, сорбит, большинство штаммов — этанол и пропанол. 
Не ассимилируют масляную и итаконовую кислоты . . . . 
. . 8 . «Pseudomonas lemonnieri» (биовар IV Р. fluorescens) 
Образуют красно-оранжевый пигмент, диффундирующий в сре­
ду и извлекаемый бутанолом, Хт ах =  290 и 510 нм; наряду с 
пигментом образуются антибиотики — производные флороглю­
цина. Возможны беспигментные варианты, слабо синтезирую­
щие антибиотики. Образуют леван, активные денитрификато­
ры, хорошо усваивают ксилозу, сахарозу, масляную кислоту, 
сорбит, этанол и пропанол . . .  9. Pseudomonas aurantiaca 
Образуют желто-оранжевый, диффундирующий в среду пигмент, 
извлекаемый хлороформом и представляющий собой смесь 
производных феназина, Хт ах=260 и 370 нм.
Активно синтезируют леван, гидролизуют жиры и лецитин. Не 
усваивают ксилозу, этанол, пропанол, сорбит. Ассимилируют 
масляную, итаконовую, бензойную, фенилуксусную, антранило- 
вую кислоту и т р и п т о ф а н ....................................................................

....................................................................10. Pseudomonas aureofaciens
Синтезируют изумрудно-зеленые кристаллы хлорорафина либо 
желтые оксихлорорафина. Синтезируют леван, способны к 
денитрификации. По спектрам углеродного питания и другим 
свойствам близки P. aureofacien 11. Pseudomonas chlororaphis 
Образуют розово-фиолетовый диффундирующий в среду и из­
влекаемый хлороформом пигмент. Синтезируют леван, актив­
ные денитрификаторы, усваивают ксилозу, итаконовую кислоту, 
сорбит, этанол и пропанол, метионин, триптофан. Не ассимили­
руют масляную к и с л о т у ........................................................................
. . . ................................12. «Pseudomonas fluoro-violaceus»

11. Аргининдигидролаза отрицательна. Фитопатогенные микроорга­
низмы. Оксидаза положительна. Лофотрихи, не образуют леван, 
не гидролизуют желатин, не усваивают сорбит, лейцин, тартрат 
....................................................................13. Pseudomonas cichorii

— Оксидаза о т р и ц а т е л ь н а ...............................................................12
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12. Образуют леван, лофотрихи. Гидролизуют эскулин, не ассими­
лируют лейцин и тартрат . . .  14. Pseudomonas syringae

— Не образуют леван, имеют 1—2 жгутика. Гидролизуют ж ела­
тин, усваивают сорбит, тартрат, л е й ц и н .....................................

............................................................... 15. Pseudomonas viridiflava
13. Растут на простых синтетических средах с глюкозой в качестве 

источника углерода и минеральными формами азота . . 14
— Не растут на простых синтетических средах с глюкозой в ка­

честве источника углерода и минеральными формами азота. 
Растут на синтетических средах с некоторыми органическими 
кислотами (пировиноградной, а-кетоглютаровой, янтарной) и 
минеральными формами а з о т а ............................................... 17

14. Способны к ден и три ф и кац и и .....................................................15
— Не способны к ден и три ф и кац и и ............................................... 16
15. Имеют аргининдигидролазу. Образуют желтый внутриклеточ­

ный пигмент — каротиноид, имеют 1 жгутик, растут при 42 °С, 
гидролизуют эфиры холестерина. Слабо ассимилируют углево­
ды, полиспирты и низшие спирты. Усваивают гликоллат, бета­
ин, саркозин, среднецепочечные я - а л к а н ы .....................................

............................................................... 16. Pseudomonas mendocina
— Не имеют аргининдигидролазы. Колонии сухие, морщинистые, 

имеют 1 жгутик, способны к гидролизу крахмала и его усвое­
нию в качестве единственного источнника углерода. Ассимили­

руют также мальтозу, гликоллат, маннит, э т а н о л ..........................
.....................................................................17. Pseudomonas stutzeri

16. Растут при 42 °С. Пигментов не образуют, имеют 1 жгутик, 
аргининдигидролаза положительна, слабо усваивают углеводы, 
жирные кислоты, полиспирты, ассимилируют этанол, пропанол, 
ф е н о л ............................................... 18. «Pseudomonas rathonis»

— При 42 °С не растут. Пигментов не образуют, имеют 1 жгутик, 
аргининдигидролаза положительна, растут при 5 °С, образуют 
кислоту из мальтозы и целлобиозы, не усваивают низшие 
спирты и ф е н о л .....................................19. Pseudomonas fragi

17. Имеют аргининдигидролазу ..................................................... 1&
— Не имеют аргининдигидролазы. Активные денитрификаторы, 

имеют 1 жгутик, не усваивают углеводы, полиспирты, жирные 
кислоты от масляной до пеларгоновой, бетаин и саркозин. Ас­
симилируют уксусную, пропионовую, итаконовую кислоты, 
пролин, а- и р-aланин . . .  20. «Pseudomonas denitrificans»

18. Усваивают а- и р-аланин, аспарагиновую кислоту. Отдельные 
штаммы образуют включения поли-р-оксимасляной кислоты. 
Большинство штаммов растет при 42 °С. Не ассимилируют 
углеводы *, жирные кислоты, низшие спирты и полиспирты, 
ароматические соединения. Часть штаммов ассимилирует 
итаконат, гистидин, тирозин, среднецепочечные я-алканы . . 
.................................................. 21. Pseudomonas pseudoalcaligenes

* Единичные штаммы способны к ассимиляции глюкозы.
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Не усваивают а- и р-аланин, аспарагиновую кислоту. Растут 
при 42 °С, не ассимилируют углеводы, низшие спирты и поли­
спирты, ароматические соединения, бетаин и саркозин. Усваи­
вают некоторые органические кислоты и аминокислоты (уксус­
ную, пировиноградную, янтарную, глютаминовую, аргинин, 
п р о л и н ) .......................................... 22. Pseudomonas alcaligenes



ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей монографии мы попытались по воз- 
можности полно охарактеризовать микроорганизмы обширного ро­
да Pseudomonas, уделив особое внимание его таксономической 
структуре, вопросам классификации и идентификации псевдомо­
над. Представленные данные не только свидетельствуют о суще­
ствовании внутри рода Pseudomonas эволюционно далеких групп 
микроорганизмов, но дают возможность выявить некоторые фено­
типические особенности, позволяющие дифференцировать эти груп­
пы одна от другой. К таким особенностям относятся ауксотроф- 
ность по аминокислотам и витаминам, строение и состав убихино­
нов, экстрацеллюлярных полисахаридов, 3-оксикислот и дисаха­
ридов липида А, спектры поглощения цитохромов, чувствитель­
ность к ЭДТА и солям бария. Перечисленные критерии могут быть 
использованы для разграничения секций — таксонов более высо­
кого ранга, чем виды. В то же время приведенные в монографии 
данные свидетельствуют о том, что для видовой дифференциации 
псевдомонад пригодны не только общепринятые приемы (изучение 
цитологических и физиолого-биохимических свойств бактерий, 
спектров потребляемых источников углерода, чувствительности к 
антимикробным агентам и др.), но и многие хемотаксономические 
критерии. К числу последних наряду с общим жирнокислотным 
составом клеток принадлежат качественный и количественный со­
став выделяемых в среду летучих жирных кислот, строение ряда 
экзополисахаридов, пигментов, антибиотиков и некоторых других 
вторичных метаболитов.

Проведенные нами исследования характеризуют антибиотиче­
скую активность различных видов бактерий рода Pseudomonas и 
позволяют проанализировать роль этого признака в систематике 
данной группы микроорганизмов. Показано, что образование не­
которых классов органических соединений (пиоцианина, 2-оксифе- 
назинов, производных флороглюцина, псевданов, монобактамов) 
может служить одним из хемотаксономических маркеров.

Наряду с синтезом антибиотиков и пигментов существует кор­
реляция между таксономическим положением псевдомонад и об­
разованием некоторых других вторичных метаболитов, а также 
способностью к разложению ряда органических соединений. Тако­
ва обнаруженная нами способность штаммов X. maltophilia к син-
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тезу J-ДОФА, локализация ферментов, гидролизующих эфиры хо­
лестерина, среди штаммов Р. mendocina.

Эти особенности отдельных видов и подгрупп рода Pseudomo­
nas могут быть использованы при направленном скрининге проду­
центов биологически активных метаболитов. Так, например, ак­
тивные продуценты убихинона Q m целесообразно, по-видимому, ис­
кать среди видов IV, а экстрацеллюлярных альгинатов — I секции 
рода Pseudomonas, для которых названные свойства универсальны.

Сведения о биологических свойствах различных видов псевдо­
монад и данные геносистематики легли в основу предлагаемой 
нами схемы классификации микроорганизмов I секции рода Pseu­
domonas. Именно эта группа бактерий, включающая флюоресци­
рующие и родственные им нефлюоресцирующие виды, будет сохра­
нена в составе рода при дальнейшем пересмотре таксономическо­
го положения многих его представителей. К числу общих особен­
ностей бактерий этой группы следует отнести высокий удельный 
вес цитохрома с и отсюда — характерные цитохромные профили 
(исключение составляют фитопатогенные Р. syringae и Р. viridifla­
va, лишенные цитохрома с). Типично наличие убихинона Qs, 3-ок- 
сидекановой и 3-оксидодекановой кислот в липополисахаридах, об­
разование экстр ацеллюлярных полисахаридов, относящихся к 
классу альгинатов.

Согласно предлагаемой нами схеме классификации, рассматри­
ваемая группа микроорганизмов включает 22 вида. Несомненно, 
в дальнейшем при описании новых видов и более детальном изуче­
нии старых, описанных фрагментарно, список этот будет пополня­
ться.

Некоторые из рассмотренных выше видов рода Pseudomonas 
приурочены к определенным климатическим зонам (P. cepacia), 
другие распространены повсеместно от Крайнего Севера до зоны 
пустынь и полупустынь (P. fluorescens, X. m altophilia).

Значительная (более 30 %) часть исследованных штаммов про­
исходит из ризосферы различных растений. Подавляющее боль­
шинство этих культур принадлежат к флюоресцирующей группе, 
где локализуются наиболее активные антагонисты (некоторые био- 
вары P. fluorescens, P. aurantiaca, P. aureofaciens и др.). Не обла­
дающие антибиотическими свойствами нефлюоресцирующие виды, 
как правило, происходят из иных ниш обитания, чем ризосфера 
растений. Однако показательно, что активные антагонисты, при­
надлежащие к видам P. cepacia, С. acidovorans и X. maltophilia, 
такж е в основном ризосферного происхождения. При этом некото­
рые из них, по нашим данным, способны колонизировать корни 
пшеницы.

Перечисленные виды оказывают выраженное антагонистическое 
действие на многие группы гетеротрофной микрофлоры почвы, 
в том числе на фитопатогенные грибы. Антагонистический эффект 
связан с синтезом низкомолекулярных антибиотиков, а также об­
разованием сидерофоров. Соединения этой группы, однако иной
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химической природы, чем широко исследованные сидерофоры груп­
пы псевдобактина, найдены нами у штаммов P. cepacia.

Использование бактерий-антагонистов из рода Pseudomonas 
в качестве средства биологической борьбы с грибными заболева­
ниями растений становится в последние годы все более актуаль­
ным, а знание химической природы и биологической роли веществ, 
обусловливающих фунгицидное действие, знаменует новый этап 
этих исследований, первые попытки которых были предприняты 
отечественными авторами более 50 лет тому назад.

Для борьбы с возбудителями бактериальных заболеваний рас­
тений могут быть использованы и псевдомонады — продуценты 
бактериоцинов, подобно тому как используются для этой цели 
штаммы Agrobacterium [142, 496]. Полученные нами данные позво­
ляют предположить, что некоторые виды бактерий рода Pseudomo­
nas могут препятствовать инвазии растений фитонематодами; при­
рода этого эффекта требует специальных исследований.

Упомянутое выше направление является лишь одним из многих 
возможных путей использования псевдомонад в народном хозяй­
стве. Не менее важно изыскание среди них продуцентов новых ан­
тимикробных, противоопухолевых и противовирусных соединений, 
их применение для очистки окружающей среды от ксенобиотиков, 
вторичной добычи нефти и в других быстро развивающихся облас­
тях биотехнологии. Дальнейший прогресс в развитии этих направ­
лений будет определяться прогрессом фундаментальных исследо­
ваний в области биологии, систематики и экологии бактерий рода 
Pseudomonas.



BACTERIA OF THE PSEUDOMONAS GENUS

V. V. Smirnov, E. A. Kiprianova 
Kiev: Nauk. dum ka.— 1990.— 264 c.

SUMMARY

The monograph is devoted to bacteria of the Pseudomonas 
genus — heterotrophic microorganisms widely distributed in nature. They play 
an important role in biological cycle, destruction of different compounds, animal, 
human and plant pathology. The particular attention recently attracted to this 
group of bacteria is connected with synthesis by pseudomonads of new classes 
of biologically active substances: antibiotics — aminoglycosides and monobactams 
inhibiting the drug-resistant strains of pathogens and iron-transport systems — 
siderophores which protect the plants against the phytopathogenic fungi.

The monograph summarizes the data of literature and results of more than 
twenty years research carried out by authors in the field of systematics, identi­
fication and biologically active metabolites produced by pseudomonads. Creation 
of collection of Pseudomonas strains isolated from various sources and characte­
rized for many properties was one of the necessary stages and at the same time 
the result of this work.

The monograph starts with a brief essay on the history of classification of 
pseudomonads. The following chapters elucidate the genosystematics contribution 
to the development of modern notions on the structure of the genus Pseudomo­
nas, its place in microbial world system and the most important biological cha­
racteristics of microorganisms belonging to this enormous and heterogenous 
genus. Authors concentrate their attention mainly on taxonomically significant 
properties of bacteria: their morphological and cytological characteristics, the oxi­
dase activity and its relation to the cytochrome system, the presence of a num­
ber of enzymes, the nutritional capacities, the total fatty acid composition, 
structure and composition of ubiquinones, lipopolysaccharides, exopolysaccharides. 
Tyrosinemonooxygenases and cholesterolesterases were also under study; as a 
result of these experiments the strain of P. mendocina, a producer of cholestero- 
lesterase and the method of isolation of enzyme were proposed.

The data on sensitivity of pseudomonads to a wide set of antibiotics, dyes, 
ethylene-diamine tetraacetic acid and barium salts are presented. The possibilities 
of using these data for systematics, diagnostics and selective isolation of certain 
Pseudomonas species or groups of species from nature are analysed.

The role of numerical methods in systematics and identification of pseudo­
monads is elucidated with wide attraction of ow :i authors experimental data. 
More than 300 strains of different Pseudomonas species studied for 120 pheno­
typical characteristics were grouped using methods of numerical taxonomy; pro­
perties useful for differentiation of the formed clusters were selected. The data 
of numerical analysis are also presented in the following chapters, where some

17 9-4160 233



particular problems of the genus Pseudomonas systematics are discussed and 
sertain species or groups of species are described.

The special attention is paid to antibiotic substances synthetized by bacteria 
of the Pseudomonas genus: aliphatic and aromatic compounds, various classes 
of heterocycles, peptides, tropolones, aminoglycosides, monocyclic P-lactamides. 
A relation between the taxonomic position of bacteria and the structure of 
produced biologically active metabolite is analysed. Authors have isolated from 
different species of Pseudomonas a number of antibiotics: various phenazine 
pigments, phloroglucinol derivatives (including new phloroglucide di-(2,4-diacetyl- 
phloroglucil) methane), aliphatic antibiotic AL-87 with unique selective activity 
against staphylococci and some other low molecular weight compounds with 
antimicrobial, antifungal and antiviral action.

Touching upon the bacteriocin-like substances of pseudomonads authors pay 
especial attention to bacteriocinogeny in P. cepacia, and present data on isola­
tion and investigation of a new high molecular weight bacteriocin produced by 
the strain of this species.

Separate chapter is devoted to the use of Pseudomonas strains for the 
biological control of plant pathogens. The antifungal properties were studied in 
strains of more than 30 species of the genus, the influence of iron on the anti­
fungal activity of bacteria was investigated. Data obtained in these experiments 
give evidence of synthesis of a new group of antibiotically active siderophores 
by P. cepacia strains.

The capacity of various Pseudomonas species strains to colonize wheat roots 
was studied and the results of wheat protection against fusariosis using strains 
with high antifungal and colonizing activity are given. Original methods were 
used to study the effect of fluorescent bacteria on phytohelminths.

The second part of monograph deals with the taxonomic structure and identi­
fication of bacteria of the Pseudomonas genus. Here are presented data on pheno­
typical peculiarities of different species, their habitats, procedures of isolation and 
identification, levels of their genetic relatedness determined by the method of 
DNA—DNA hybridization. The main attention is concentrated on the “true” mem­
bers of the genus Pseudomonas — the fluorescent and non-fluorescent microorga­
nisms of section I. The authors have essentially widened the list of species 
included in section I and suggested a key for their identification.

The last chapter contains a number of practical recommendations, descriptions 
of media and methods for isolation and diagnostics of pseudomonads.
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Рис. 3. Гибридизация колоний в смешан­
ной культуре с помощью плазмиды pHF 
360 [177].

Клетки Pseudom onas fluorescens, Р. d im in u ta  и 
P. testosteroni высеяны на фильтр с нитроцеллю­
лозой в чашке Петри: а — вид чашки после инку­
бации в течение ночи (флю оресцирую щ ие коло­
нии P. fluorescens обведены черными кругами), 
б — ауторадиограм ма фильтра после гибридиза­
ции (только колонии P. fluorescens дают поло­
жительный сигнал)



Рис. 4. Жгутики бактерий рода Pseudomonas и некоторых близких им родов: 

а — «Р. fluorescens» ИМВ 1152, Х15000; б — Comaraonas acidovorans ИМВ 2863, X 15 ООО; 
в— д — Xanthomonas rnalf ophil і а ИМВ ЮЗ, Х15000; е — Р. pseudoalcaligenes ИМВ 2523, 
Х12 500; ж — P. alcaligenes ИМВ 3099, Х12 500; з — P. stutzeri ИМВ 1979, X2UOOO



Рис. 5. Фимбрии P. cepacia ИМВ 3189 (а) и Pseudomonas species (б), Ж16 ООО

Рис. 6. Мезосомы P. stu tzeri  ИМВ 3000, X 30 ООО

Рис. 9. Зона гидролиза холестеринового эфира олеиновой кислоты, образованная 
активным штаммом Pseudom onas

9*

Рис. 10. Электрофорег­
рамм а белков, свиде* 
тельствующая о значи­
тельном сходстве меж­
ду четырьмя штамма­
ми Comamonas terrigena 
NCIB 2582, NCI В 258 і. 
NCI В 81931 и CCUG 
12940 (3—6) и их отли­
чиях от штаммов С л 
acidovorans АТСС 15668 
(1), С. testosteroni NCTC 
10698 (2) «С. compranso 
ris», DSM 1231 (7), «V. 
alcaligenes» NCTC 92 39 
(8), «V. cyclosites» ATCC 
1435 (9) [106],



Рис. 11. И ммуноблоттинг колоний [396].
Взаим одействие моноклональных антител (МА), специфичных для белка 
Н2 P. a eru g in o sa , со ш таммами P. a eru g in o sa  Р1 неслизистый ( /) ,  
P. aeru g in o sa  Р1 слизистый (2), P. fluorescens АТСС 949 и АТСС 13 525 
(соответственно 3 и 4),  P. a eru g in o sa  PA O l, Н103 (5), P. aeru g in o sa  Cl 
слизистый (6), P. aeru g in o sa  Cl неслизистый (7), Escherichia coli, ш там ­
мы CGSC 6041, CGSC 6044 и PC 0479 (8—10), P. psendom allei ATCC 23343 
( / / ) ,  P. so lanacearum  ATCC 11696 (12),  P. pu tida  ATCC 4359 и ATCC 12633 
(13, 14),  Salm onella  typhim urium  LT2, штаммы SGSC 206 и SGSC 227 
(15, 16),  P. a eru g in o sa  ATCC 8689 (17),  P. aeru g in o sa  PAOl, H103 (17),  
P. ch lo roraph is  ATCC 9446 (21),  P. aeru g in o sa  ATCC 19305 (22),  P. a e ru g i­
nosa Z6 (23),  P. au reofaciens ATCC 13985 (24).  P. sy ringae  ATCC 19310 (25),  
P. aeru g in o sa  349 (26), X.  m altophilia  ATCC 13637 (27), P. s tu tzeri ATCC 
17588 (28), P. a erug inosa  H223 (29),  P. aeru g in o sa  AK 1012 и AK 1282 
(30, 31)



Рис. 14. Действие света на антибиотическую активность дихлорфлю оресцеина 
в отношении бактерий рода Pseudom onas:
а — чашка с необлученны м красителем , б — с облученны м; 1 — P. aeru g in osa  ИМВ 4000,
2 — P. f lu o re sc en s  ИМВ 1602, 3 — P. au ran tiaca  ИМ В 31, 4 — «Р. flu oro -v io la ceu s»  2698,
5 — Р. f lu o re sc en s  ИМ В 19, 6 — Р. au reo fa c ien s ИМВ 2116, 7 — «Р. lem onieri»  ИМВ 2693,
8 — Р. putida ИМ В 1608, 9 — Р. sy r in g a e  ИМ В 1950, 10 — P. cepac ia  ИМВ 4137, 11 — P.  s tu t­
zeri ИМ В 4136, 12 — P. m en d ocin a  ИМ В 4128

Рис. 15. Действие света на антибиотическую активность тионина в отношении 
бактерий рода Pseudom onas.
Условные обозначения те же, что на рис. 14.



Рис. 22. Зоны угнетения роста Р. aurantiaca ИМ В 387, 
вызываемые бактериоциноподобными веществами P. taetro- 
lens ИМ В 4006. ( /) , Р. fragi ИМ В 4002 (2), Р. fluorescens 
ИМ В 4125 и 2612 (3, 4), Р. mendocina ИМ В 4128 (5)



Рис. 23. Зона угнетения роста X. maltophilia  ИМ В 424, 
образованная бактериоциноподобными веществами X. m al­
tophilia ИМ В 4131.
Неактивны P. f lu o re sc en s  ИМВ 4125, ИМ В 2303, «Р. lem onn ieri»  
ИМ В 2111, ИМ В 2088, Р. s tu tzer i ИМ В 4005, P. p se u d o a lca lig e n e s  
ИМ В 4134 и 2523 (в центре)



Рис. 24. Действие трипсина на активность сепациацина 5798. 
Видны «мостики» — участки, где находились смоченны е трипсином  
полоски фильтровальной бум аги и наблю дается  хорош ий рост индика­
торной культуры
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