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инокулированных препаратами плазмид проводили методом непрямого твердо-
фазного ИФА. Результаты оценивали спектрофотометрическим методом с по-
мощью Mu�t�sk�n MCC 340 (��bsyst��s, F�n��nd) при λ= 405 нм.

Выводы.
Использование описанного выше метода доставки генетического мате-

риала с использованием микросфер в ветеринарной медицине позволит не толь-
ко эффективно доставлять биологически активные молекулы сквозь различные 
барьеры организма, которые они не способны преодолевать самостоятельно 
(ферментные системы макроорганизма), но и существенно снижать эффектив-
ную дозу вводимого препарата.
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рАзрАботкА систеМы тестов Для выДелеНия 
и иДеНтификАции PSEUDOMONAS PUTIDA

Викторов Д.А., Богданов И.И.,  Шестаков А.Г., Васильев Д.А.

Working out of the scheme of allocation and system of tests for identification 
Pseudomonas putida.

�s�ud���n�s put�d� – важный в научном и практическом отношении ми- put�d� – важный в научном и практическом отношении ми-put�d� – важный в научном и практическом отношении ми- – важный в научном и практическом отношении ми-
кроорганизм, широко населяющий биосферу и принимающий активное участие 
в её процессах. Штаммы данной бактерии крайне гетерогенны в отношении ис-
точников углеродного питания, ассимилируют от 32 до 84 различных субстра-
тов, благодаря чему �s�ud���n�s put�d� используют для очистки воды и почвы 
от нефти и нефтепродуктов. �s�ud���n�s put�d� является возбудителем псевдо-�s�ud���n�s put�d� является возбудителем псевдо- put�d� является возбудителем псевдо-put�d� является возбудителем псевдо- является возбудителем псевдо-
моноза у прудовых рыб, сопровождающееся массовой гибелью рыбы, а также 
причиной возникновения язвенных и гнойных ран кожи у морских млекопитаю-
щих. В ряде случаев вызывает гнойно-воспалительные процессы у человека и 
животных, приводя к таким заболеваниям как инфекции нижних дыхательных 
путей, абсцессы, бактериемию, раневую инфекцию, инфекции мочевыводящих 
путей. (V�n��nt J� ,1995) Кроме того, �s�ud���n�s put�d� является фитопатоге-V�n��nt J� ,1995) Кроме того, �s�ud���n�s put�d� является фитопатоге- J� ,1995) Кроме того, �s�ud���n�s put�d� является фитопатоге-J� ,1995) Кроме того, �s�ud���n�s put�d� является фитопатоге- ,1995) Кроме того, �s�ud���n�s put�d� является фитопатоге-�s�ud���n�s put�d� является фитопатоге- put�d� является фитопатоге-put�d� является фитопатоге- является фитопатоге-
ном, поражающим различные растения (Беляков, Ряпис, 1988; Sz��n�k�, 1991 и 
др.) Однако, в других случаях, широко населяя ризосферу, играет важную роль 
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в защите растений от бактериальных и грибных заболеваний, что позволяет ис-
пользовать их в качестве средств биологической борьбы с вредителями сельско-
го хозяйства, а так же для стимуляции роста растений.

Выше перечисленные причины, наряду с отсутствием достоверных ме-
тодов  лабораторной идентификации псевдомонад, обуславливают научный и 
практический интерес к �s�ud���n�s put�d�.

Целью исследования является разработка схемы выделения и системы 
тестов для идентификации �s�ud���n�s put�d�. Выделение данного микроорга-�s�ud���n�s put�d�. Выделение данного микроорга- put�d�. Выделение данного микроорга-put�d�. Выделение данного микроорга-. Выделение данного микроорга-
низма из объектов окружающей среды с использованием разработанной схемы.

В качестве образцов для исследования использовали сточные воды го-
рода Ульяновска.

Первоначальным этапом схемы выделения являлся посев 1 мл исследуе-
мого субстрата на 5 мл синтетической среды – бульон с сукцинатом натрия и 
солями следующего состава:

Сукцинат натрия – 4 г,
Нитрат калия – 0,5 г,
Фосфат калия двузамещённый – 0,5 г,
Сульфат магния – 0,2 г,
Хлорид кальция – 0,1 г,
Вода дистиллированная – 1 л.
Сукцинат натрия в данной среде служит единственным источником 

углерода и доступен в качестве питательного субстрата для бактерий нефермен-
тирующей группы. Нитрат калия служит источником азота, фосфат калия дву-
замещённый, сульфат магния и хлорид кальция необходимы для обеспечения 
биохимических процессов в клетках �s�ud���n�s put�d�.

После 48-72 часов культивировния при оптимальной для �s�ud���n�s 
put�d� температуре (23-25ºC), наблюдалось помутнение прозрачного бульона, 
образование поверхностной плёнки, осадка, в некоторых случаях окраска среды 
в желтовато-зеленоватый цвет, очевидно, за счёт выделяемых бактерией пиг-
ментов.

Из бульона с сукцинатом натрия и солями производили посев по методу 
Дригальского на чашки Петри с средой Хью-Лейвсена, в которую добавляли 
фурадонин в качестве ингибирующего агента, подавляющего рост грамполо-
жительных палочек и кокков и грамотрицательных палочек семейства �nt��-�nt��-
�b��t��������. (Афонин Э.А., 1999) После культивирования на данной среде с 
её поверхности отвивали колонии различной морфологии, но дающие положи-
тельную реакцию, то есть, утилизирующие глюкозу путём окисления.

На этом этапе, при использовании разработанной нами схемы выделения 
и питательных сред, было выделено 65 штаммов, относящихся к бактериям не-
ферментирующей группы.

После получения чистых культур, проводилось исследование их биохи-
мических свойств по предлагаемым нами тестам:

- тест на оксидазу,
- тест на каталазу,
- рост на агаре с 0,2% хлоридом бария,
- окраска по Граму и микроскопия,
- тест на подвижность,
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- рост при 4ºC,
- рост при 41ºC,
- рост на бульоне с ацетамидом,
- тест на желатиназу.
Все 65 культур, были способны использовать сукцинат натрия в качестве 

источника углерода, давали положительную реакцию на среде Хью-Лейвсена, 
являлись оксидазо- и каталазоположительными. Для постановки теста на окси-
дазу использовался 1% раствор 2-N-диметилпарафенилендиамина, теста на ка-N-диметилпарафенилендиамина, теста на ка--диметилпарафенилендиамина, теста на ка-
талазу – 3% раствор перекиси водорода, которые наносили на колонии бактерий 
на мясопептонном агаре. Способность к росту на агаре с 0,2% хлоридом бария 
проверялась, наряду с окраской по Граму и тестом на подвижность, с целью 
выявления родовой принадлежности исследуемых штаммов: большинство ви-
дов рода �s�ud���n�s не устойчивы к солям двухвалентного бария. Все псев-�s�ud���n�s не устойчивы к солям двухвалентного бария. Все псев- не устойчивы к солям двухвалентного бария. Все псев-
домонады при окраске по Граму выявляются как грамотрицательные палочки, 
большинство видов, в том числе и �s�ud���n�s put�d�, подвижны благодаря на-�s�ud���n�s put�d�, подвижны благодаря на- put�d�, подвижны благодаря на-put�d�, подвижны благодаря на-, подвижны благодаря на-
личию полярных жгутиков.

Способность утилизировать ацетамид исследовалась для выявления 
вида �s�ud���n�s ���u��n�s�, большинство штаммов которого способны к его 
утилизации, в отличие от штаммов �s�ud���n�s put�d�, ни один из которых не 
способен утилизировать ацетамид.

�s�ud���n�s put�d� растёт в интервале температур от 4 до 28ºC (Смирнов, 
Киприанова, 1990), в связи с этим, все этапы культивирования проводили при 
температуре 23-25ºC. Способность к росту при 4ºC и 41ºC, а так же способность 
разжижать желатин, исследовались для дифференцирования �s�ud���n�s put�d� 
от штаммов других псевдомонад, отличающихся по этим признакам, в частно-
сти, от 29 видов: �s�ud���n�s ���u��n�s�, �s�ud���n�s � u���s��ns, �s�ud���-�s�ud���n�s ���u��n�s�, �s�ud���n�s � u���s��ns, �s�ud���- ���u��n�s�, �s�ud���n�s � u���s��ns, �s�ud���-���u��n�s�, �s�ud���n�s � u���s��ns, �s�ud���-, �s�ud���n�s � u���s��ns, �s�ud���-�s�ud���n�s � u���s��ns, �s�ud���- � u���s��ns, �s�ud���-�u���s��ns, �s�ud���-, �s�ud���-�s�ud���-
n�s ��������n�s, �s�ud���n�s ���y�phy���, �s�ud���n�s ��p����, �s�ud���n�s 
�h������ph�s, �s�ud���n�s ���h����, �s�ud���n�s d���nut�, �s�ud���n�s f�����s, 
�s�ud���n�s ���d����, �s�ud���n�s ������, �s�ud���n�s ��nd���n�, �s�ud���n�s 
p��k�tt��, �s�ud���n�sn ps�ud���������n�s, �s�ud���n�s ps�ud�������, �s�ud���-, �s�ud���n�sn ps�ud���������n�s, �s�ud���n�s ps�ud�������, �s�ud���-�s�ud���n�sn ps�ud���������n�s, �s�ud���n�s ps�ud�������, �s�ud���- ps�ud���������n�s, �s�ud���n�s ps�ud�������, �s�ud���-ps�ud���������n�s, �s�ud���n�s ps�ud�������, �s�ud���-, �s�ud���n�s ps�ud�������, �s�ud���-�s�ud���n�s ps�ud�������, �s�ud���- ps�ud�������, �s�ud���-ps�ud�������, �s�ud���-, �s�ud���-�s�ud���-
n�s s���h���ph���, �s�ud���n�s sy��n���, �s�ud���n�s v�s��u����s, �s�ud���n�s 
v���d���v�.

Оценка способности к росту при 4ºC и 41ºC проводилась культивирова-C и 41ºC проводилась культивирова- и 41ºC проводилась культивирова-C проводилась культивирова- проводилась культивирова-
нием в питательном бульоне при соответствующей температуре в течении 120 
часов. Если спустя указанное время питательный бульон с внесённой культурой 
не приобретал характерного помутнения, результат теста считался отрицатель-
ным. Определение фермента желатиназы (тест на разжижение желатина) прово-
дили по стандартной методике – путём засева чистой культуры уколом в столбик 
застывшего 15%-ного раствора желатина в питательном бульоне с последующей 
инкубацией при оптимальной для исследуемой культуры температуре. (Сидо-
ров М.А., 1995)

После выполнения всех вышеперечисленных тестов нами были получе-
ны результаты, приведённые в таблице 1.
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Таблица 1. Результаты тестов, проведённых на 65 выделенных 
штаммах

Тест

Количество штаммов с 
положительными для 

�s�ud���n�s put�d� ре- put�d� ре-put�d� ре- ре-
зультатами

Процент штаммов с положи-
тельными для �s�ud���n�s 

put�d� результатами

Рост на бульоне
с сукцинатом на-
трия

65 100

Реакция на среде
Хью-Лейвсена

65 100

Оксидаза 65 100
Каталаза 65 100
Рост на агаре
с 0,2% хлоридом 
бария

65 100

Окраска по Граму 65 100
Подвижность 64 98,5
Рост при 4ºC 65 100
Рост при 41ºC 64 98,5
Рост на бульоне
с ацетамидом

64 98,5

Тест на желати-
назу

35 53,8

По данным определителя бактерий Берджи (1997), для вида �s�ud���-�s�ud���-
n�s put�d� характерны следующие результаты по указанным тестам:

Тест Реакция, характерная для вида 
�s�ud���n�s put�d�

Способность утилизировать сукцинат 
натрия

+

Реакция на среде Хью-Лейвсена +
Оксидаза +
Каталаза +
Рост на агаре с 0,2% хлоридом бария -
Окраска по Граму -
Подвижность +
Рост при 4ºC +
Рост при 41ºC -
Способность утилизировать ацетамид -
Тест на желатиназу -

Исходя из этих данных, нами был сделан вывод, что из 65 выделенных 



25Вопросы микробиологии, вирусологии, эпизоотологии, ВСЭ и биотехнологии

культур, 32 штамма (49,2%) проявляют аналогичные свойства, что позволяет 
отнести их к виду �s�ud���n�s put�d�.

Таким образом, разработанная нами схема позволяет дифференцировать 
�s�ud���n�s put�d� от других видов бактерий и выделять данный микроорга- put�d� от других видов бактерий и выделять данный микроорга-put�d� от других видов бактерий и выделять данный микроорга- от других видов бактерий и выделять данный микроорга-
низм из объектов окружающей среды.
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