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Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии с применением прибора Microflex с базой данных MALDI Biotyper (“Bruker 
Daltonics Inc.”) идентифицировали с высоким уровнем достоверности 8 штаммов P.fulva из коллекции псевдомонад, вы-
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Бактерии P.fulva (греч. fulva – желто-коричневый) впер-
вые выделены в Японии из семян риса с рисовых полей и 
описаны в 1963 г. [1]. Сообщение о первом случае клини-
ческого изолята P.fulva опубликовано в 2010 г. [2]. Штамм 
выделен в Аргентине из ликвора девочки с опухолью моз-
га, осложненной инфекцией. Первоначально штамм был 
определен микробиологическим анализатором Vitek 2 как 
P.putida, однако методами секвенирования ПЦР-продукта 
гена 16s ppНК и ДНК-ДНК-гибридизации окончатель-
но идентифицирован как P.fulva. В том же году появилось 
сообщение о случае выделения p.fulva из крови больного 
после тяжелой травмы [3]. Идентификация P.fulva про-
ведена по результатам секвенирования гена 16s pphK и 
генов gyr B, rpo d. В 2011 г. в опубликованной работе [4] 
сообщалось об идентификации методом maldi-Tof масс-
спектрометрии бактерий P.fulva непосредственно в культу-
ральной среде с посевом пробы крови. Эти сведения указы-
вают на медицинскую значимость p.fulva и сложность иден-
тификации этих бактерий ввиду фенотипического сходства 
с P.putida и необходимости использования генетических 
методов. Представляет интерес изучение пригодности для 
идентификации P.fulva нового, быстрого метода maldi-
Tof масс-спектрометрии. Сообщений о выделении P.fulva 
из клинического материала в России нет.

Цель данного исследования – оценить диагностическую 
чувствительность идентификации P.fulva методом maldi-
Tof масс-спектрометрии и выявить наиболее значимые те-
сты для их идентификации традиционными методами.

Материалы и методы. Исследовали 8 штаммов Pseudomo-
nas fulva из рабочей коллекции культур Е.П. Сиволодского (№ 
22–27, 30, 31), типовые штаммы P.putida cip 52191T (aTcc 
12633), P.luteola CIP 102995T (Jcm 3352), P.oryzihabitans 
CIP 102996T (Jcm 2952), полученные из коллекции бакте-
рий Института Пастера (Париж). Штаммы P.fulva выделены 
в 1995–2005 гг. из мочи беременных женщин и урологиче-
ских больных в лечебных учреждениях Санкт-Петербурга. 
Они хранились в коллекции культур как псевдомонады 
неустановленной видовой принадлежности. Их принадлеж-
ность к виду P.fulva установлена в ходе данного исследова-
ния методом maldi-Tof масс-спектрметрии и дополни-
тельными фенотипическими тестами. Для культивирования 
исследуемых бактерий применяли “питательный агар для 
культивирования микроорганизмов сухой (ГРМ-агар)” про-
изводства ФБУН “Государственный научный центр при-
кладной микробиологии и биотехнологии” (Оболенск). Для 
идентификации видов бактерий методом maldi-Tof масс-
спектрометрии использовали приборы: настольный maldi-
Tof масс-спектрометр microflex с базой данных maldi 
Biotyper (“Bruker daltonics inc.”, Германия ) и Vitek ms с 
базой данных V2.0 (“biomerieux”, Франция). Подготовку к 
исследованию чистых культур штаммов бактерий и иссле-
дования проводили в соответствии с инструкцией к прибо-
ру. Чувствительность грамотрицательных бактерий к ионам 
бария как маркера их принадлежности к роду Pseudomonas 
оценивали по методике, описанной в работе [5]. Для опреде-
ления оксидазы применяли культуру бактерий, выросших на 
агаре Мюллера–Хинтона при 26оС в течение 24 ч. Культуру 
изучали параллельно с двумя реактивами: тетраметил-пара-
фенилендиамином на полоскe oxitest (“erba lachema”) и 1% 
водным раствором диметил-пара-фенилендиамина в капле 
на стекле чашки Петри [6]. Продукцию флуоресцеина выяв-
ляли путем посева бактерий на питательную среду King B 
(“biomerieux”) и синтетическую среду King Bs, разработан-
ную нами [7]. Посевы выращивали при 26 и 35оС в течение 24 
и 48 ч. Результат учитывали при ультрафиолетовом освеще-
нии. Для обнаружения продуцирования бактериями желтого 
водонерастворимого пигмента колоний засевали суточные 
культуры секторами на ГРМ-агар и инкубировали при 26оС в 
течение 48 ч. Продукцию коричневого водорастворимого пиг-
мента выявляли путем посева тех же суточных культур бак-
терий секторами на ГРМ-агар, но инкубацию проводили при 

35оС в течение 48 ч. При учете результатов обращали внима-
ние на образование темно-коричневой окраски питательной 
среды вокруг газонов бактерий. Для усиления продукции ко-
ричневого пигмента целесообразно дополнительно вносить в 
ГРМ-агар перед его стерилизацией 0,05% l-тирозина. Окис-
ление и ферментацию глюкозы изучали в О/Ф-тесте на среде 
Хью–Лейфсона [6]. Утилизацию бактериями аминокислот 
l-лизина и l-лейцина в качестве единственного источника 
азота и углерода исследовали по разработанному нами ме-
тоду [8]. Наличие у бактерий нитратредуктазы, аргининди-
гидролазы, гидролиза эскулина определяли микрообъемным 
методом с использованием тест-системы “Рапид-Энтеро” 
производства НИИЭМ им. Пастера.

Результаты и обсуждение. В исследовании методом 
maldi-Tof масс-спектрометрии с использованием при-
бора microflex с базой данных maldi Biotyper 8 штаммов 
нашей коллекции, продуцирующих желтый и коричневый 
пигменты, установлена принадлежность всех штаммов к 
виду P.fulva (табл. 1). При этом получены максимальные по-
казатели достоверности идентификации – у всех штаммов в 
диапазоне от 2,302 до 2,455, что соответствует высоковеро-
ятной идентификации вида ( ≥2,300–3,000). Следует отме-
тить корректность четкого исключения идентификации тех 
же штаммов как P.putida по показателям от 1,797 до 1,938, 
что соответствует критерию вероятной идентификации рода 
(1,700–1,999). Высокий уровень достоверности и диагности-
ческой чувствительности идентификации P.fulva этим при-
бором обеспечен его обширной базой данных, содержащей 
информацию о большинстве известных видов псевдомонад, 
включая P.fulva.

Исследование тех же штаммов псевдомонад методом 
maldi-Tof масс-спектрометрии с помощью прибора Vitek 
ms c базой данных V2.0 (“biomerieux”) выявило ошибочную 

Т а б л и ц а  1
результаты идентификации P.fulva методом maldi-tof масс-
спектрометрии с помощью приборов различных фирм

Штаммы 
P.fulva

microflex ("Bruker 
daltonics inc.")

Vitek ms ("biomerieux")

установ-
лен вид

уровень до-
стоверности*

установ-
лен вид

уровень досто-
верности, %

22 P.fulva 2,302 0** 0
P.putida 1,915 P.putida 99,9

23 P.fulva 2.384 0 0
P.putida 1,938 P.putida 99,9

24 P.fulva 2,441 0 0
P.putida 1,908 P.putida 99,9

25 P.fulva 2,409 0 0
P.putida 1,848 P.putida 99,9

26 P.fulva 2,455 0 0
P.putida 1,889 P.putida 99,9

27 P.fulva 2,379 0 0
P.putida 1,797 P.putida 99,9

30 P.fulva 2,401 0 0
P.putida 1,818 P.putida 99,9

31 P.fulva 2,409 0 0
P.putida 1,853 P.putida 99,9

П р и м е ч а н и е . * – критерии уровней достоверности:  
≥ 2,300–3,000 – высоковероятная идентификация вида, 2,000–2,299 
– надежная идентификация рода, вероятная идентификация вида, 
1,700–1,999 – вероятная идентификация рода, 0,000–1,699 – нена-
дежная идентификация; ** – нет в базе.
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идентификацию всех 8 штаммов как P.putida (см. табл. 1). 
При этом прибор показывал уровень достоверности иденти-
фикации всех штаммов 99,9%. Вероятно, ошибочная иденти-
фикация P.fulva как P.putida прибором Vitek ms обусловлена 
недостаточным объемом информации его базы данных, ко-
торая содержит сведения только о 11 видах псевдомонад без 
P.fulva.

Все 8 штаммов нашей коллекции выделены из клини-
ческого материала: 4 штамма из мочи беременных женщин 
в родильном доме, остальные из мочи женщин и мужчин 
– пациентов лечебных учреждений Санкт-Петербурга. Кон-
центрация P.fulva в моче составляла 104–107 КОЕ/мл, что 
указывает на их этиологическую значимость. До сих пор 
известны только 3 сообщения (по 1 случаю) о выделении 
P.fulva из клинического материала [1–3]. Полученные нами 
результаты подтверждают медицинскую значимость p.fulva 
и представляют собой первый случай выделения этих бак-
терий из клинического материала в России.

Информация о P.fulva отсутствует в базе данных автома-
тизированных микробиологических анализаторов Vitek 2, 
phoenix, которые не идентифицируют эти бактерии или оши-
бочно определяют их как P.putida [1, 3]. Сведения о феноти-
пической характеристике P.fulva противоречивы и получены 
на малом количестве штаммов [2, 3, 9], что указывает на не-
обходимость их уточнения.

Наиболее характерным признаком P.fulva является про-
дукция желтого водонерастворимого пигмента колоний и 
коричневого водорастворимого пигмента, окрашивающего 

питательную среду вокруг колоний. Однако бактерии, выра-
щенные при одной температуре, редко имеют оба пигмента. 
Нами установлено, что температурный оптимум для синтеза 
желтого и коричневого пигментов различен. Желтый пигмент 
образуют все штаммы P.fulva на среде ГРМ-агар при 26оС в 
течение 48 ч, при этом большинство штаммов не образует 
коричневый пигмент. Коричневый пигмент дают все штаммы 
P.fulva на среде ГРМ-агар при 35оС в течение не менее 48 ч, 
при этом большинство штаммов не образует желтый пигмент 
(табл. 2).Такой же коричневый пигмент образует большин-
ство штаммов P.putida, однако они не продуцируют желтый 
пигмент. Продукцию указанных пигментов следует опреде-
лять на ГРМ-агаре (или ГРМ-агаре с 0,05% l-тирозина) на 
отдельных чашках при 26оС (продукция желтого пигмента) и 
35оС (продукция коричневого пигмента) в течение 48 ч. Со-
четание продукции этих двух пигментов характерно только 
для P.fulva.

Сведения о наличии оксидазы у P.fulva противоречивы: от-
мечают наличие оксидазы [9] и ее отсутствие [2, 3]. По нашим 
данным, все 8 изученных штаммов имеют оксидазу слабой ак-
тивности, которая выявляется любым реактивом (тетраметил-
пара-фенилендиамин или диметил-пара-фенилендиамин). Все 
авторы отмечают отсутствие образования флуоресцеина бак-
териями P.fulva на среде King B [2, 3, 9].

Наши результаты подтверждают отсутствие продукции 
флуоресцеина всеми штаммами P.fulva на среде King B 
(“biomerieux”) при 26 и 35оС в течение 48 ч. На синтетиче-
ской среде King Bs, разработанной нами [7], все штаммы 

Т а б л и ц а  2
Фенотипическая характеристика P.fulva и других видов псевдомонад, продуцирующих желтый и коричневый пигменты

Таксономические признаки Штаммы

1 (n = 8) 2 (n = 3) 3 (n = 1) 4 (n = 1) 5 (n = 1) 6 (n = 1) 7 (n = 1)

Чувствительность к ионам
бария + + + + + + +

Оксидаза + + - - + - -
Продукция флуоресцеина:

среда King B при 26 и 35оС - - - - - - -
среда King Bs при 26 и + 0 0 0 + - -
35оС - 0 0 0 - - -

Продукция желтого пигмента 
колоний в течение 48 ч:

при 26оС + 0 0 0 - + +
при 35оС ± + + + - + +

Продукция коричневого пигмента 
вокруг колоний за 48 ч:

при 26оС ± 0 0 0 - - -
при 35оС + 0 0 0 + - -

О/Ф-тест с глюкозой +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Утилизация гиппурата натрия - - 0 0 + - -
Утилизация источника n и С:

l-лизина - 0 0 0 + - -
l-лейцина - 0 0 0 + - -

Аргининдигидролаза + + + + + + -
Нитратредуктаза - - - - - + -
Гидролиз эскулина - - - - - + -
Рост при 41оС - - - - - + -

П р и м е ч а н и е . * – P.fulva наши данные; 2 – P.fulva [9]; 3 – p.fulva [3]; 4 – P.fulva [2]; 5 – P.putida (типовой); 6 – P.luteola (типовой);  
7 – P.oryzihabitans (типовой); 0 – не изучался; ± – отрицательный результат у большинства штаммов.
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P.fulva продуцировали флуоресцеин при 26оС, однако не 
продуцировали его при 35оС в течение 48 ч.

Бактерии P.fulva можно отличить от P.putida по отсутствию 
утилизации l-лизина и l-лейцина в качестве единственного 
источника азота и углерода [8], а также по отсутствию утили-
зации гиппурата натрия в качестве единственного источника 
углерода (см. табл. 2). Тесты на аргининдигидролазу, нитра-
тредуктазу, гидролиз эскулина, рост при 41оС позволяют от-
личить P.fulva от других видов псевдомонад, продуцирую-
щих желтый пигмент.

Заключение. Метод maldi-Tof масс-спектрометрии, 
выполняемый с помощью прибора microflex с базой данных 
maldi Biotyper, позволяет идентифицировать с высоким 
уровнем достоверности и диагностической чувствительности 
все исследуемые штаммы P.fulva. Его эффективность обуслов-
лена обширной базой данных, включающей большинство из-
вестных видов псевдомонад. Исследование тех же штаммов 
P.fulva методом maldi-Tof масс-спектрометрии с прибором 
Vitek ms с базой данных V2.0 выявило ошибочную иденти-
фикацию всех штаммов как P.putida в связи с малым набором 
видов псевдомонад (11) в базе данных, что определяет необ-
ходимость применения контрольных тестов традиционных 
исследований. На основании экспериментального изучения 
P.fulva предложены оптимальные методики тестов определе-
ния оксидазы, продукции флуоресцеина, выявления желтого и 
коричневого пигментов, утилизации аминокислот, позволяю-
щие различать P.fulva и P.putida. Выявление 8 штаммов P.fulva 
среди клинических изолятов, выделенных в этиологически 
значимых концентрациях, подтверждает медицинское значе-
ние этих бактерий.
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