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БІОСИНТЕЗ АНТИБІОТИКІВ ЯК ТАКСОНОМІЧНИЙ МАРКЕР                                      
ДЕЯКИХ ВИДІВ PSEUDOMONAS 

Background. The ability to biosynthesis of antibiotics was established for 20 of 250 species of Pseudomonas. The value 
of the biosynthesis of antibiotics as a taxonomic characteristic for the genus Pseudomonas is not studied. This issue 
will be analyzed using the experimental results. 
Оbjective. The aim of the paper is to identify the ability of usage of antibiotics synthesized by certain types of bacteria 
of the genus Pseudomonas, as a taxonomic marker. 
Methods. Methods of thin-layer chromatography (TLC) and LC/MS-analysis were used to determine the synthesis of 
antibiotics. 
Results. A unique set of antibiotics was determined for some types of bacteria Pseudomonas, which are specific for 
them only: pyocyanin — P. aeruginosa, 2,4-diacetylphloroglucinol — P. brassicacearum, 2-hydroxyphenazine-1-carbo-

xylic acid — P. chlororaphis subsp. aureofaciens, pyrrolnitrin and 2,4-diacetylphloroglucinol — P. protegens, batumin — 

P. batumici. 
Conclusions. The ability to synthesize certain antibiotic substances may serve as a taxonomic marker and be used to 
identify certain species of Pseudomonas. However, the biosynthesis of antibiotics did not show specificity for several 
species. This problem requires a deeper study of different types of Pseudomonas. 
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Вступ 

На сьогодні мікробна таксономія перебуває 
в процесі еволюції і вивчає нові методи та кри-
терії для розмежування родів і видів бактерій. Рід 
Pseudomonas з моменту свого відкриття у ХІХ ст. 
зазнав численних таксономічних змін. У 2002 р. 
проводилася реіндентифікація низки бактерій, 
у т.ч. і роду Pseudomonas, який тепер включає по-
над 200 представників. У поточному випуску ви-
значника бактерій Bergey’s 2005 року наводиться 
вичерпний перелік методів, що використовуються 
в таксономії роду Pseudomonas. Ці методи включа-
ють у себе морфологію і будову клітин, склад клі-
тинної стінки, метаболічні характеристики, про-
дукування антибіотиків, патогенність для інших 
організмів, антигенну структуру, генетичну й еко-
логічну характеристики. Відомо, що фенотипічні 
ознаки традиційно використовувалися як віднос-
но легкий і доступний спосіб ідентифікації бакте-
ріальних ізолятів [1—3].  

Здатність до біосинтезу антибіотичних ре-
човин встановлена тільки для близько 20 серед 
описаних на сьогодні видів псевдомонад. І це при 
тому, що деякі детально досліджені види роду 
Pseudomonas являють собою справжні “фабрики 
антибіотиків” [4]. У цілому ж цінність антибіоти-
коутворення як таксономічної ознаки для пред- 

ставників роду Pseudomonas практично не вивче-

 
на. Це пов’язано насамперед із тим, що робота 
виконувалася в основному лише з одним виді-
леним штамом-продуцентом нової активної ре-
човини, а структура антибіотиків встановлювала-
ся хіміками, зазвичай далекими від проблем сис-
тематики. До того ж до недавнього часу струк-
тура геному бактерій в цьому плані взагалі не 
розглядалася. Опираючись на експериментальні 
результати вивчення нами деяких видів псевдо-
монад, проаналізуємо названу проблему, вико-
ристовуючи дані генетичного та хроматографіч-
ного аналізів, без яких не обходяться сучасні до-
слідження в систематиці бактерій.  

 
Постановка задачі 
 
Мета роботи — на основі результатів експе-

риментальних мікробіологічних і хімічних дослід-
жень та генетичного аналізу встановити можли-
вість використання антибіотиків, утворюваних 
бактеріями роду Pseudomonas, як таксономічних 
маркерів.  

 
Матеріали і методи досліджень 
 
Об’єктами досліджень були штами бактерій 

роду Pseudomonas з Української колекції мікро-
організмів Інституту мікробіології і вірусології 
ім. Д.К. Заболотного НАН України: P. batumici 
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В-321, P. gingeri В-386, P. chlororaphis subsp. aureo-
faciens В-111, P. chlororaphis subsp. aureofaciens  
В-306. 

Культивування штамів P. chlororaphis subsp. 
aureofaciens В-111 і В-306 проводили в 100 мл се-
редовища Кінг Б (пептон — 2,0 %; К2НРО4 — 

0,15 %; МgSO4 — 0,15 %; гліцерин — 1,0 %), 

штамів P. batumici В-321 і P. gingeri В-386 на сере-

довищі [5] у колбах Ерленмейера об’ємом 750 мл 

на круговій качалці (220 хв1) за температури  

26  2 С протягом 72 год. 

Виділення феназинових антибіотиків з фу-

гату культуральної рідини проводили методом 

екстракції хлороформом згідно з методикою [4]. 

Визначення антибіотиків феназинового ряду про-

водили у фугаті культуральної рідини методом 

хромато-мас-спектрометрії на рідинному хрома-

тографі “Agilent 1200” з використанням мас-спек-

трометричного детектора “Agilent G1956B” (хро-

матографічна колонка Ascentis RP-amide C18 

(150 мм  4,6 мм  5 мкм), система метанол—вода 

з додаванням 0,1 %-ної оцтової кислоти, граді-

єнтний режим). Визначали спектри поглинання 

(довжини хвиль ) виділених антибіотичних спо-
лук. Мас-спектрометричний аналіз проводили з 

реєстрацією позитивних і негативних іонів зі спів-

відношенням маса/заряд (m/z) у діапазоні 50—300.  

Повний сіквенс гена 16S рРНК і поліфаз-

ний таксономічний аналіз типового штаму P. ba-
tumici УКМ В-321 проводили методами, описа-

ними раніше [6]. 

Результати і їх обговорення 

Ще наприкінці ХІХ ст. був описаний пер-
ший представник псевдомонад — типовий вид 

P. аeruginosa та описано утворюваний цим видом 
синій пігмент — піоціанін (рис. 1), активний 

проти широкої низки мікроорганізмів.  

Свого часу цей антибіотик навіть викорис-
товувався для лікування очних захворювань і ви-

разкових стоматитів. Крім того, піоціанін — це 

надійний таксономічний маркер. Утворення бак-
теріями цього феназинового пігменту надійно 
свідчить про їх приналежність до виду P. aerugi-
nosa [3, 4]. Проблемою використання антибіоти-
коуворення як таксономічного маркера для іден-
тифікації псевдомонад займалися й у відділі ан-
тибіотиків Інституту мікробіології і вірусології 
ім. Д.К. Заболотного НАН України. В роботах з 
вивчення похідних флороглюцину було показано, 
що ці сполуки, раніше знайдені тільки в папороті, 
синтезуються поширеним видом P. brassicacearum 
і тільки ним. Антибіотик 2,4-діацетилфлороглю-
цин (див. рис. 1) виявився активним щодо грам-
позитивних бактерій (стрептококів, стафілококів 
і бацил) [4]. 

У 2011 р. нами було описано вид Pseudomo-
nas batumici, всі чотири штами якого синтезували 
антистафілококовий антибіотик батумін. У по-
передніх наших роботах на основі аналізу послі-
довностей гена 16S рРНК встановлено, що штам 
P. batumici В-321 утворює окрему гілку всередині 
роду Pseudomonas з еволюційно близькими до 
нього видами P. gingeri і P. baetica — 98 % подіб-

ності послідовностей гена 16S рРНК (рис. 2).  

Відмінності між зазначеними видами, вста-
новлені поліфазним таксономічним аналізом, по-
лягали в наявності низки ферментів, здатності до 
пігментоутворення, спектрах вуглецевого живлен-
ня, вмісті жирних кислот й антагоністичній ак-
тивності. Синтез антистафілококового антибіоти-
ка батуміну був виявлений тільки у P. batumici і, 
вірогідно, є унікальною особливістю штамів цьо-
го виду. 

Трохи далі, але досить еволюційно близь-
кими, сусідами P. batumici на дендрограмі є три 
підвиди P. chlororaphis. Ці штами є антибіотично 
активними і пригнічують розвиток бактерій та 

P. syringae ICMP 3023 

P. corrugata CFBP 2431 

P. fluorescens CCM2115 

P. protegens DSM 19095 

P. chlororaphis subsp. aurantiaca ICMP 6003T

P. chlororaphis subsp. chlororaphis DSM 50083

P. chlororaphis subsp. aureofaciens ICMP 13610T

P. baetica LMG 25716 

P. gingeri NCPPB 3146 

P. batumici UCM B-321 

0,005

Рис. 2. Філогенетичне дерево, побудоване за даними сіквен-
су гена 16S рРНК штаму Pseudomonas batumici B-321

Рис. 1. Структурні формули піоціаніну (а) та 2,4-диацетил-
флороглюцину (б) [4] 
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грибів. Усі вони синтезують пігменти феназино-
вого ряду, основним із яких є феназин-1-кар- 
бонова кислота. Дані, отримані останніми рока-
ми, свідчать про те, що роль феназинів для клі-
тин штаму-продуцента далеко не вичерпується їх 
антимікробною активністю, а полягає також і в 
участі у формуванні біоплівки, регуляції експре-
сії генів, окисно-відновних властивостях, індук-
ції системної стійкості рослин до збудників за-
хворювань та інших важливих ефектів [7]. 

 Цей пігмент синтезується не тільки підви-
дами P. chlororaphis, але й P. batumici і деякими 
штамами P. fluorescens (рис. 3). Таким чином, цю 
сполуку не можна розглядати як таксономічний 
маркер певного виду.  

У той же час, крім феназин-1-карбонової 
кислоти, підвид P. chlororaphis subsp. aureofaciens 
здатен також синтезувати і 2-гідроксифеназин-1-
карбонову кислоту — червоно-помаранчевий піг-

мент з антибіотичною дією. Всі 9 штамів цього 
підвиду з нашої колекції (в т.ч. компоненти пре-
парату гаупсин) синтезували цей пігмент. Отже, 
базуючись на даних літератури [4, 8], а також на 
результатах наших власних досліджень, можемо 
стверджувати, що 2-гідроксифеназин-1-карбоно-
ву кислоту можна розглядати як таксономічний 
маркер. 

За даними LC/MS-аналізу при вирощуванні 
на середовищі з d-триптофаном штамів P. chlo-
roraphis subsp. aureofaciens В-111 і В-306 тільки у 
останнього була виявлена ще одна високоактив-
на антифунгальна сполука — піролнітрин. Ін-

ший штам такої сполуки не синтезував. Тобто 
сам піролнітрин не можна розглядати як таксо-
номічний маркер. У 2011 р. було описано но-
вий вид псевдомонад — P. protegens [9]. Відмін-

ність цих бактерій, яка включена до діагнозу ви-
ду, полягає в одночасному біосинтезі двох анти-

біотичних речовин, які належать до різних хіміч-
них класів — гетероциклічного антибіотика пірол-

нітрину та названої раніше ароматичної сполуки 
2,4-діацетилфлороглюцину (рис. 4).  

Тобто таксономічним маркером виду P. pro-
tegens є комбінація з двох антибіотиків. Дотепер 
у переважної більшості описаних видів псевдо-
монад утворення антибіотично активних мета-
болітів і їх таксономічна значимість ще просто 
не вивчені і є цікавими об’єктами для подальших 
досліджень. І тут можна йти різними шляхами: 
аналізувати дані літератури, займатися пошуком 
оперону, відповідального за синтез певного анти-
біотика, виділяти антибіотик препаративно з кож-
ного штаму або проводити аналіз геномів бак-
терій методами біоінформатики (in silico). 

Висновки 

Здатність до синтезу антибіотичних речо-

вин, а іноді й комбінацій із декількох таких спо-

лук, може слугувати таксономічним маркером і 

бути використана для ідентифікації певних ви-

дів бактерій роду Pseudomonas. Еволюційно най-
ближчі до P. batumici види P. gingeri і P. baetica не 

здатні до біосинтезу батуміну. Антибіотичні спо-

луки, що синтезуються кількома видами псевдо-

монад, наприклад феназин-1-карбонова кислота, 

не є таксономічними маркерами. Утворення таких 

антибіотиків, як батумін, піоціанін, 2-гідрокси-

феназин-1-карбонова кислота, 2,4-діацетилфло-

роглюцин, похідні флороглюцину в комбінації з 

піролнітрином можна розглядати як таксономіч-

ний маркер певних видів Pseudomonas. Ця про-
блематика і наведені вище шляхи її вирішення 

відкривають нові можливості для відповіді на 

поставлені в роботі питання. Оскільки низка ви-

дів псевдомонад широко використовуються в різ- 

них біотехнологіях (контроль фітопатогенів, сти-

муляція росту рослин, синтез антибіотиків і фі-

тогормонів, біоремедеація води і ґрунту), то роз-

робка простих і точних методів ідентифікації 

штамів-продуцентів залишається важливою про-

блемою сучасної мікробіології. 

Cl

NO2

Cl

NH
CH3CO 

HO 

COCH3

OH 

OH

P. protegens 

Піролнітрин 2,4-діацетилфлороглюцин

Рис. 4. Антибіотики, що синтезуються видом P. protegens [9]

Рис. 3. LC/MS-аналіз синтезу феназинів різними видами
роду Pseudomonas: 1 — феназин-1-карбонова кислота

(Mr  224,   250/364 нм); 2 — гідроксифеназин

(Mr  196,   260/370 нм); 3 — 2-гідроксифеназин-1-

карбонова кислота (Mr  240,   263/374 нм) 
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В.В. Клочко 

БІОСИНТЕЗ АНТИБІОТИКІВ ЯК ТАКСОНОМІЧНИЙ МАРКЕР ДЕЯКИХ ВИДІВ PSEUDOMONAS 

Проблематика. Здатність до біосинтезу антибіотичних речовин встановлена тільки для 20 серед описаних 250 видів псев-
домонад. Значення антибіотикоутворення як таксономічної ознаки для представників роду Pseudomonas практично не вивчена. 
З використанням експериментальних результатів вивчення низки видів псевдомонад буде проаналізовано цю проблему. 

Мета дослідження. Показати можливість використання антибіотиків, що синтезуються деякими видами бактерій роду 
Pseudomonas, як таксономічних маркерів.  

Методика реалізації. Для визначення синтезу антибіотиків використовували хроматографічні методи тонкошарової хро-
матографії (TLC) та хромато-мас-спектрометричного (LC/MS) аналізу. 

Результати дослідження. Для низки видів бактерій Pseudomonas виявлено унікальні антибіотики, утворювані лише ними: 
піоціанін – P. aeruginosa, 2,4-діацетилфлороглюцин – P. brassicacearum, 2-гідроксифеназин-1-карбонову кислоту – P. Chlorora-
phis subsp. aureofaciens, піролнітрин і 2,4-діацетилфлороглюцин – P. protegens, батумін – P. batumici. 

Висновки. Здатність до синтезу певних антибіотичних речовин може слугувати таксономічним маркером і бути використана 
для ідентифікації деяких видів псевдомонад. Однак біосинтез антибіотиків, виявлений у кількох представників Pseudomonas, не 
характеризується видовою специфічністю. Ця проблематика потребує більш широкого дослідження різних видів псевдомонад. 

Ключові слова: види Pseudomonas; антибіотики; таксономія. 
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БИОСИНТЕЗ АНТИБИОТИКОВ КАК ТАКСОНОМИЧЕСКИЙ МАРКЕР НЕКОТОРЫХ ВИДОВ PSEUDOMONAS 

Проблематика. Способность к биосинтезу антибиотических веществ установлена только для 20 среди описанных 250 ви-
дов псевдомонад. Значение антибиотикообразования как таксономического признака для представителей рода Pseudomonas 
практически не изучена. С использованием экспериментальных результатов, полученных для ряда видов песвдомонад, будет 
проанализирована данная проблема. 

Цель исследования. Определить возможность использования антибиотиков, синтезирующихся некоторыми видами бак-
терий рода Pseudomonas, как таксономических маркеров. 

Методика реализации. Для изучения синтеза антибиотиков использовали хроматографические методы тонкослойной 
хроматографии (TLC) и хромато-масс-спектрометрического (LC/MS) анализа. 

Результаты исследований. Для ряда видов бактерий Pseudomonas установлены уникальные антибиотики, синтезирую-
щиеся только ними: пиоцианин – P. aeruginosa, 2,4-диацетилфлороглюцин – P. brassicacearum, 2-гидроксифеназин-1-карбоновая 
кислота – P. chlororaphis subsp. aureofaciens, пирролнитрин и 2,4-диацетилфлороглюцин – P. protegens, батумин – P. batumici. 

Выводы. Способность к синтезу определенных антибиотических веществ может служить таксономическим маркером и 
быть использована для идентификации некоторых видов псевдомонад. Однако биосинтез антибиотиков у некоторых предста-
вителей Pseudomonas не характеризуется специфичностью. Данная проблематика требует более широких исследований раз-
личных видов псевдомонад. 

Ключевые слова: виды Pseudomonas; антибиотики; таксономия. 
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