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В статье представлены результаты исследований по разработке схемы выделения и бактериологи-
ческой идентификации бактерий Pseudomonas syringae и ее апробации. Во введении статьи описаны объекты 
контаминации Pseudomonas syringae – плодовые деревья и кустарники, сельскохозяйственные растения, что 
доказывает актуальность исследований в области расширения лабораторных методов идентификации фи-
топатогенных микроорганизмов. Авторская бактериологическая схема включает использование в качестве 
селективной среды – среду Кинг Б (King B Medium (Pseudomonas F Agar; Pronadisa 1532). Первоначально прово-
дится дифференцирование выделенных бактерий до рода Pseudomonas, изучаются следующие показатели: 
анаэробная ферментация, продукция ферментов каталазы, лецитиназы, липазы; гидролиз крахмала и жела-
тина; ферментация глюкозы и лактозы, ставится тест на мацерацию. Второй этап исследований включа-
ет изучение роста бактериальных культур на МПА при 41°С и при 5 % NaCl; продукцию оксидазы, аргининги-
дролазы; ферментацию маннозы и сорбита; образование левана, сероводорода и индола, эскулина, ставится 
реакция гиперчувствительность. Определяемые показатели позволяют типировать представителей рода 
до вида Pseudomonas syringae в течение 192 часов. При выполнении исследований была сформирована коллек-
ция из 12 штаммов бактерий Pseudomonas syringae, выделенных из 97 объектов фитосанитарного надзора и 
идентифицированных по разработанной методике. Предлагаемая бактериологическая схема позволяет на 
основании анализа 25 показателей дифференцировать вышеназванные микроорганизмы. Применение фаго-
вого биопрепарата в качестве диагностикума (по методу Отто) расширяет спектр анализируемых биоло-
гических свойств выделенных и идентифицируемых бактерий Pseudomonas syringae. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Ульяновской области РФ в рамках научного 
проекта № 19-44-730014.
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06.02.00 ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ

Введение
Бактерии – представители вида 

Pseudomonas syringae являются патогенами рас-
тений и возбудителями бактериального некро-
за яблони, приводящего к потере урожайности, 
качества продукции, снижению продуктивно-
сти садов и их гибели [1], вызывают бактери-
альные болезни пшеницы и ржи, а также со-
путствующих сорняков в агрофитоценозе [2-3]. 
Бактерии Pseudomonas syringae pv. syringae вы-
зывают заболевания груш, айвы, сирени, сли-
вы, фасоли, капусты белокочанной, подсолнеч-
ника, томатов, земляники [4-7]. Бактериальная 
пятнистость листьев сахарной свеклы вызыва-
ется биоварами бактерий вида Pseudomonas 
syringae: Pseudomonas syringae bv. Syringae и 
Pseudomonas syringae bv. aptata. Pseudomonas 
syringae. Данные бактерии инициируют у рас-
тений бурое слизетечение, повреждение корне-
плодов и пятнистость листьев [8].

Бактериальные штаммы вида 
Pseudomonas syringae секретируют специфи-
ческий фитотоксин – сирингомицин. Инфици-
рованию растений способствуют повышенная 
влажность и прохладная погода. Определенное 
время многие из представителей данного рода 
рассматривались как самостоятельные виды. 
Активное внедрение молекулярно-генетиче-
ских методов в лабораторную практику позво-
лило определить принадлежность многих из 
них к виду Pseudomonas syringae [9 - 10]. С по-
мощью PCR - и RFLP - анализов было изучено 
генетическое разнообразие полевых штаммов 
Pseudomonas syringae и подобраны специфиче-
ские праймеры, позволяющие их идентифици-
ровать [11]. Расширение арсенала лаборатории 
за счет использования новых методологических 
приемов не снижает значимости максималь-
но достоверных бактериологических методов 
идентификации микроорганизмов, поэтому 
разработка ускоренной схемы выделения и 
бактериологической идентификации бактерий 
Pseudomonas syringae и ее апробация – это акту-
альная цель исследований, достижение которой 
позволит провести скрининг объектов фитоса-
нитарного надзора на наличие вышеназванно-
го патогена и подобрать коллекцию «полевых» 
бактериальных штаммов.

Материалы и методы исследований
Было проанализировано на наличие бак-

терий Pseudomonas syringae 157 проб объек-
тов внешней среды и санитарного надзора: 97 
пробы почвы, 15 - вода открытых водоемов, 
сточные воды, 45 – сельскохозяйственные рас-

тения), полученных на территории Ульяновской 
области (Чердаклинский, Старомаинский, Ма-
инский, Инзенский, Ульяновский, Барышский, 
Новоспасский, Николаевский, Павловский, Ку-
зоватовский, Сурский и Цильнинский районы), 
Самарская область (Елховский и Кошкинский 
районы).

Выделение и идентификация Pseudomo-
nas syringae проводились с применением сле-
дующих методов и подходов: выделение чистых 
культур по Дригальскому; тинкториальные свой-
ства - окраска мазков по Граму и по Трухильо, 
микроскопия; морфология бактерий - культиви-
рование Pseudomonas syringae на цетримидном 
агаре, картофельном агаре с ТТХ и среде Кинг Б 
(King B Medium (Pseudomonas F Agar; Pronadisa 
1532); идентификация по биохимическим свой-
ствам - отношение бактерий к окраске по Граму, 
подвижность, наличие спор, флуоресценция, 
продукция оксидазы, каталазы, аргинингидро-
лазы, образование левана, индола и сероводо-
рода, гидролиз желатина и крахмала, О/F тест, 
липолитическая (ТВИНазная) и лецитиназная ак-
тивность; ферментация глюкозы, лактозы, саха-
розы, маннозы и сорбита; рост бактерий на МПА 
при температуре 41 ºС; рост бактерий на МПА с 
5% NaCl; тест на мацерацию и гиперчувствитель-
ность. Бактериологическая схема идентифика-
ции проводилась по общеизвестным бактерио-
логическим тестам, указанным в литературных 
источниках [12 - 14].

Фагочувствительность определялась с 
использованием полифагового биопрепара-
та, состоявшего из двух бактериофагов - Ps.s-7 
УлГАУ и Ps.s-27 УлГАУ (индикаторная культура 
Pseudomonas syringae Ps.s № 3; показатель лити-
ческой активности 1,0±0,2х109 БОЕ/мл) по мето-
ду Отто – «стекающая капля» [15].

Апробация бактериологической схемы 
осуществлялась на референс-штаммах Pseu-
domonas syringae №3 (получен из коллекции 
микроорганизмов кафедры МВЭ и ВСЭ ФГБОУ 
ВО Ульяновского ГАУ) и Pseudomonas syringae
В-10917 (получен из БРЦ ВКПМ НИЦ «Курчатов-
ский институт» - ГосНИИгенетика). 

Результаты исследований 
На основании данных, полученных при 

изучении биологических свойств вышеназван-
ных референс-штаммов Pseudomonas syringae,
была разработана схема бактериологической 
идентификации данных бактерий, включающая 
подготовку пробы (гомогенизация, разведение 
в стерильном МПБ в соотношении 1:10, термо-
статирование пробы при температуре 28 0С) и 
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ее посев на селективную среду (была выбрана 
из трех питательных сред - цетримидного агара, 
картофельного агара с ТТХ и среды Кинг Б). На 
МПА проявлялся рост в виде хорошо растущих 
мелких белых колоний с ровными краями. На 
среде Кинг Б рост бактерий проявлялся следу-
ющим образом - мелкие круглые колонии со 
слабой флюоресценцией в проходящем УФ све-
те. На среде с картофельным агаром и ТТХ мы 
наблюдали слабый бактериальный рост, мелкие 
плохо заметные колонии. На цетримидном ага-
ре бактерии Pseudomonas syringae растут в виде 
разреженных мелких белых флюоросцирующих 
с четкими краями колоний. В качестве селектив-
ной среды было принято решение применять 
среду Кинг Б. Этап выделения и очистки бакте-
риальной культуры занимает 48 часов.

В основу разработки схемы бактериологи-
ческой идентификации было положено изуче-
ние следующих показателей: 

- отношение бактерий к окраске по Грам-
му; 

- подвижность; 
- наличие спор; 
- флуоресценция; 
- продукция оксидазы, каталазы, аргинин-

гидролазы; 
- образование левана, индола и сероводо-

рода; 
- гидролиз желатина и крахмала;
- О/F тест, 
- липолитическая (ТВИНазная) и лецити-

назная активность; 
- ферментация глюкозы, лактозы, сахаро-

зы, маннозы и сорбита; 
- рост бактерий на МПА при температуре 

41 ºС;
- рост бактерий на МПА с 5% NaCl; 
- тест на мацерацию и гиперчувствитель-

ность; 
- применение специфических бактерио-

фагов.
Время исследований составляет 144 часа. 
Разрабатываемая схема позволяет перво-

начально дифференцировать бактерии до рода 
Pseudomonas, изучая следующие показатели: 
анаэробная ферментация, продукция фермен-
тов каталазы, лецитиназы, липазы, гидролиз 
крахмала и желатина, ферментация глюкозы 
и лактозы, тест на мацерацию. Второй этап ис-
следований включает изучение роста бакте-
риальных культур на МПА при 41°С и при 5 % 
NaCl; продукция оксидазы, аргинингидролазы, 
ферментация маннозы, сорбита, образование 
левана, сероводороды и индола, эскулина, ги-
перчувствительность. Определяемые показате-
ли позволяют типировать представителей рода 
до вида Pseudomonas syringae.

В таблице 1 систематизированы данные, 
полученные при апробации схемы бактериоло-
гической идентификации на референс-штаммах 
Pseudomonas syringae. Были зафиксированы от-
рицательные результаты по тестам на оксидазу и 
аргинингидралазу, определена продукция ката-
лазы. По литературным данным бактерий Pseu-
domonas syringae гидролизуют желатин вари-
абельно [12-14], по нашим исследованиям оба 
референс-штамма не разжижают желатин. О/F 
тест положительный. Липолитическая (твиназ-
ная) активность регистрировалась, лецитиназ-
ная активность не фиксировалась. Изучаемые 
бактериальные штаммы образуют леван, индол 
не выделяют, не растут на МПА при температуре 
41 ºС. Ферментируют глюкозу, сахарозу, манно-
зу и сорбит. Тест на мацерацию ткани картофеля 
через 24 часа – результат отрицателен. Реакция 
на гиперчувствительность положительная, что 
соответствует литературным данным [12-14, 16-
17]. Полученные результаты позволяют сделать 
вывод, что референс-штаммы Pseudomonas sy-
ringae обладают характерными для вида свой-
ствами. 

Апробация разработанной схемы бак-
териологической идентификации бактерий 
Pseudomonas syringae позволила сформировать 
коллекцию из 12 штаммов бактерий. Результаты 

Рис. 1 – Рост Pseudomonas syringae
В-10917 на среде Кинг Б в течение 24 часов при 
температуре 28°С (под УФ лучами виден флюо-
ресцирующий оттенок)
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изучения их биологических свойств представле-
ны в таблице 2.

Выделенные бактериальные культуры - 
грамотрицательные подвижные, не образую-
щие спро, флуоресцирующие штаммы, у кото-
рых фиксировалась отрицательная реакция на 
оксидазу, на каталазу – положительная (рис. 2). 

Определено, что бактериальный штамм 
Pseudomonas syringae Ps.s № 11 желатин разжи-
жает медленно в течение 3 суток, а остальные 
11 выделенных бактериальных культур не спо-
собны к гидролизу желатина (срок наблюдения 
7 суток). Также в ходе исследований было вы-
явлено что все выделенные нами штаммы не 
гидролизуют крахмал (рис. 3), дают отрицатель-
ный результат на индол, отсутствует лецитиназ-
ная активность, не образуют сероводород, не 
используют лактозу. 

Анаэробная ферментация у всех выде-
ленных штаммов фиксировалась аналогичным 

Таблица 1
Биологические свойства референс-штаммов Pseudomonas syringae

№

Показатель Литературные данные 
[12-14, 16-17]

Штаммы бактерий 
Pseudomonas syringae

В-10917 № 3
1 Окраска по Граму гр- гр- гр-
2 Подвижность + + +
3 Наличие спор - - -
4 Флуоресценция + + +
5 Оксидаза - - -
6 Каталаза + + +
7 Аргинингидролаза - - -
8 Гидролиз:

 желатина В - -

9  крахмала - - -
10 O/F тест О О О
11 Липолитическая (ТВИНазная) активность + + +
12 Лецитиназная активность - - -
13 Образование левана + + +
14  индола - - -
15  сероводорода - - -
16 Ферментация глюкозы + + +
17  лактозы - - -
18  сахарозы + + +
19  маннозы + + +
20  сорбита + + -
21 Рост на МПА при 41°С на МПА - - -
22 Рост в МПА с 5% NaCl - - -
23 Тест на мацерацию ткани картофеля - - -
24 Гиперчувствительность + + +
25 Эскулин + + +

Примечание: «+» - положительная реакция, 
 «-» - отрицательная реакция;
 «гр-» - грамотрицательный.

Рис. 2 – Каталазная реакция штамма 
Pseudomonas syringae Ps.s №33 (на штамм бак-
терий, выращенный на МПА при 280С в течение 
24 часов нанесен 3% раствор перекиси водоро-
да) 
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образом, то есть бактерий под вазелиновым 
маслом не росли, то есть было доказано, что 
выделенные и первично идентифицированные 
штаммы бактерий Pseudomonas syringae явля-
ются аэробами и у них идет окислительная ре-
акция (рис. 4). Все изучаемые бактериальные 
штаммы образуют левансахаразу, что можно 
визуально определить следующим образом: у 
всех культур на среде с 5% сахарозой образуют-
ся белые, мукоидные, тянущиеся колонии (рис. 
5). Также все 12 штаммов являются липолитиче-
ски активными (рис. 6) и относятся к аэробам, 
что объясняется окислительной реакцией. 

Сахаролитические свойства – определе-
но, что глюкозу ферментируют 11 выделенных 
штаммов бактерий, кроме штамма Ps.s № 35, 
из 11 штаммов изменилась окраска среды на 
вторые сутки у штаммов Ps.s №23, Ps.s №4, Ps.s 
№33, Ps.s №77; сахарозу ферментируют все вы-
деленные штаммы; маннозу - все штаммы кро-
ме Ps.s №7, Ps.s №4, Ps.s №38, Ps.s №77; сорбит 
- только 3 штамма – Ps.s № 5б, Ps.s № 6б, Ps.s № 
11; эмпирически утановлено, что все выделен-
ные бактериальные культуры лактозоотрица-
тельны.

Проведенные нами эксперименты позво-

Таблица 2
Биологические свойства выделенных штаммов Pseudomonas syringae

№ Показатель

Полевые штаммы

3б 5б 6б 11 7 23 4 33 35 37 38 77

1 Окраска по Граму гр- гр- гр- гр- гр- гр- гр- гр- гр- гр- гр- гр-
2 Подвижность + + + + + + + + + + + +
3 Споры - - - - - - - - - - - -
4 Флуоресценция + + + + + + + + + + + +
5 Оксидаза - - - - - - - - - - - -
6 Каталаза + + + + + + + + + + + +
7 Аргинингидралаза - ± ± ± - - - - - - - -
8 Гидролиз: желатина - - - + - - - - - - - -
9  крахмала - - - - - - - - - - - -

10 O/F тест О О О О О О О O O O О O
11 Липолитическая (твиназная) 

активность + + + + + + + + + + + +

12 Лецитиназная активность - - - - - - - - - - - -
13 Образование левана + + + + + + + + + + + +
14  индола - - - - - - - - - - - -
15  сероводорода - - - - - - - - - - - -
16 Ферментация глюкозы + + + + + ± ± ± - + + ±
17  лактозы - - - - - - - - - - - -
18  сахарозы ± + ± + ± ± ± ± + + + ±
19  маннозы + + + + - ± - ± + + - -
20  сорбита - + + + - - - - - - - -
21 Рост на МПА при 41°С - - - - - - - - - - - -
22 Рост в МПА с 5% NaCl - - - - - - - - - - - -
23 Тест на мацерацию ткани 

картофеля - - - - - - - - - - - -

24 Гиперчувствительность + + + + + + + + + + + +

25 Эскулин + + + + + + + + + + + +

26 Фагочувствительность + + + + + + + + + + + +

Примечание: «+» - положительная реакция, 
 «-» - отрицательная реакция;
 «±» - вариабельный результат;
 «гр-» - грамотрицательный.
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ляют утверждать, что все выделенные 12 штам-
мов бактерий не выделяют сероводород, неко-
торые штаммы Ps.s № 5б, Ps.s № 6б, Ps.s № 11 
проявили аргининдегидролазную активность, 
им было характерно свойство флуоресценции 
при воздействии УФЛ (рис. 7), лецитиназная ак-
тивность не была установлена ни у одного бакте-
риального штамма. Определено, что изучаемые 
штаммы бактерий не растут на МПА при темпе-
ратуре 41°С и на МПА с 5% NaCl при температуре 
28°С. Тест на мацерацию дал отрицательный ре-
зультат, реакция на гиперчувствительность дала 
положительные результаты на всех выделенных 
штаммах бактерий. Определение фагочувстви-
тельности выделенных бактерий методом Отто 
(на газон изучаемой бактериальной культуры 
наносится 1 капля фагового биопрепарата и 1 
капля стерильного мясопептонного бульона 
(контроль), чашка Петри наклоняется, затем по-
севы инкубируются в условиях термостата в те-
чение 24 часов при температуре 28 0С) показало, 
что рекомендованный для применения в каче-
стве диагностикума полифаговый биопрепарат 
Pseudomonas syringae образовывал зоны лизи-
са на газоне всех 12 изучаемых бактериальных 
культур, что подтверждает его специфичность.

Обсуждение
По литературным данным бактериаль-

ные болезни у растений менее распространены, 
чем вызываемые микроскопическими грибами, 
однако при интенсивном развитии могут при-
чинить серьезный ущерб, приводя к экономи-
ческим потерям [2, 6-7]. Среди бактериальных 

Рис. 3 – Определение гидролиза крахмала 
(на штамм Ps.s №23, выращенного на 

картофельном агаре при 280С в течение 24 
часов, был нанесен раствор Люголя)

Рис. 4 - O/F тест (определение анаэроб-
ной ферментации) слева пробирка контроль, 
по середине пробирка с вазелиновым маслом 
(штамм №7), справа пробирка без вазелинового 
масла (штамм№7)

Рис. 5 – Образование левансахаразы вы-
делеными бактериями 

(время экспозиции 24 часа при температу-
ре 280С)

первый сектор (по часовой стрелке) штамм 
Ps.s № 3б, второй сектор штамм Ps.s № 4, третий 
сектор штамм Ps.s № 38)

Рис. 6 – Липолитическая (ТВИНазная) ак-
тивность Pseudomonas syringae (время экспо-
зиции 72 часа при температуре 280С) (первый 
сектор (по часовой стрелке) штамм Ps.s № 6б, 
второй сектор штамм Ps.s 33, третий сектор 
штамм Ps.s 77
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болезней распространение получила бактери-
альная пятнистость листьев, вызываемая био-
варами бактерий вида Pseudomonas syringae. 
Данные бактерии вызывают у растений бурое 
слизетечение, повреждения корнеплодов и пят-
нистость листьев. 

В статье изложен экспериментальный 
материал по разработке схемы выделения и 
бактериологической идентификации бактерий 
Pseudomonas syringae и описаны результаты ее 
апробации на 157 объектах фитосанитарного 
надзора. В ходе исследований нами была сфор-
мирована коллекция из 12 штаммов бактерий 
Pseudomonas syringae, идентификация которых 
осуществлялась по разработанной авторской 
бактериологической схеме в течение 192 часов, 
включающей использование в качестве селек-
тивной среды – среду Кинг Б (King B Medium 
(Pseudomonas F Agar; Pronadisa 1532) и изучение 
тинкториальных, морфологических и биохими-
ческих свойств типируемых бактерий в 2 этапа. 
Первый этап исследований позволяет диффе-
ренцировать бактерий рода Pseudomonas, вто-
рой – идентифицировать представителей вида 
Pseudomonas syringae. Предлагаемая бактерио-
логическая схема позволяет на основании ана-
лиза 25 показателей дифференцировать выше-
названные микроорганизмы. Введение в автор-
скую бактериологическую схему теста на фаго-
чувствительность с использованием авторского 
фагового биопрепарата в качестве диагности-
кума (по методу Отто) расширяет спектр анали-
зируемых биологических свойств выделенных 
и идентифицируемых бактерий Pseudomonas 
syringae. Бактериофаги могут также применять-

ся не только в лабораторной практике, но и как 
экологически чистые препараты с максималь-
но пролонгированным действием для защиты 
сельскохозяйственных культур от бактериозов, 
вызываемых Pseudomonas syringae [16-20]. 

Заключение
Разработанная бактериологическая схе-

ма выделения и идентификации бактерий 
Pseudomonas syringae позволяет конкретизи-
ровать количество тестов для типирования вы-
шеназванных бактерий, которые описаны в 
Bergey’s Manual of Systema� c Bacteriology [12-
14], снизив тем самым материальные затраты 
на исследования, а также провести скрининг 
объектов фитосанитарного надзора на наличие 
вышеназванного патогена в течение 192 часов. 
Применение фагового биопрепарата для опре-
деления фагочувствительности выделенных 
бактерий и получение положительного резуль-
тата в эксперименте может быть использовано в 
перспективе при подборе агротехнологических 
приемов выращивания сельскохозяйственных 
культур.
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DEVELOPMENT OF ISOLATION SCHEME AND BACTERIOLOGICAL IDENTIFICATION OF PSEUDOMONAS SYRINGAE 
BACTERIA AND ITS APPROBATION
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The article presents results of studies on development of isolation scheme and bacteriological identification of Pseudomonas syringae bacteria and 

its approbation. The introduction of the article describes the objects of Pseudomonas syringae contamination - fruit trees and shrubs, agricultural plants, 
which proves the relevance of the research in the field of expanding of laboratory methods for identifying phytopathogenic microorganisms. The author’s 
bacteriological scheme includes the use of King B Medium (Pseudomonas F Agar; Pronadisa 1532) as a selective medium. Initially, the isolated bacteria 
are differentiated to Pseudomonas genus, the following paramters are studied: anaerobic fermentation, production of enzymes catalase, lecithinase, lipase; 
hydrolysis of starch and gelatin; fermentation of glucose and lactose, also, a test for maceration is put. The second stage of the research includes the study of 
the growth of bacterial cultures on meat-and-peptone agar at 41 ° C and at 5% of NaCl; oxidase production, arginine hydrolase; fermentation of mannose and 
sorbitol; formation of levan, hydrogen sulfide and indole, esculin, a hypersensitivity reaction is set. The determined parametres allow to type the representatives 
of the genus to Pseudomonas syringae species within 192 hours. During the research, a collection of 12 strains of Pseudomonas syringae bacteria was formed, 
isolated from 97 objects of phytosanitary supervision and identified according to the developed technique. The proposed bacteriological scheme allows to 
differentiate the above microorganisms on the basis of the analysis of 25 parameters. The application of a phage biological product as a diagnosticum 
(according to the Otto method) expands the spectrum of the analyzed biological properties of the isolated and identified Pseudomonas syringae bacteria. 
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