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К  

зучены электрокинетические и кислотно-основные свойства поверхности интактных клеток 
грамотрицательных бактерий – природного чувствительного и мутантного устойчивого к 
стрептомицину штаммов облигатной метилотрофной бактерии Methylophilus quaylei 
(M. quaylei MT и M. quaylei SM+) и гетеротрофной бактерии Stenotrophomonas maltophilia – в 
стандартных условиях и в присутствии олеиновой кислоты. Обнаружена способность 

олеиновой кислоты ускорять рост и адаптацию к антибиотическому стрессу метилотрофных 
бактерий. Обсуждается механизм резистентности к стрептомицину. 

The surface electrokinetic and potentiometric acid-base properties of whole cells of the gram-negative 
bacteria – natural sensitive strain and mutant streptomycin-resistant strain of the obligate methylotrophic 
bacterium Methylophilus quaylei (M. quaylei MT and M. quaylei SM+) and of heterotrophic bacterium 
Stenotrophomonas maltophilia – in standard growth conditions and in the presence of oleic acid were studied. 
An ability of oleic acid to accelerate bacterial growth and adaptation of methylotrophic bacteria to the antibiotic 
stress was discovered. A mechanism of resistance to streptomycin is discussed. 
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Формирование лекарственной устойчивости 
у патогенных микроорганизмов является ос-
новной причиной распространения инфекцион-
ных заболеваний и необходимости разработки 
все новых и новых поколений антибиотиков, 
один из первых представителей которых – 
стрептомицин – использовали как противо-
туберкулезный препарат, а аминогликозиды II и 
III поколений и сегодня применяют для лечения 
нозокомиальных инфекций. Резистентность бакте-
рий к аминогликозидным антибиотикам имеет 
сложный механизм. В зависимости от вида 
бактерии возможно ингибирование транспорта 
антибиотика, изменение его взаимодействия с 
мишенью – рибосомами, ферментативная моди-
фикация молекулы антибиотика [1, 2].  

Устойчивость бактерий к антибиотикам 
повышается в ассоциатах бактерий, например, в 
биопленках. Такая стратегия выживания пред-
полагает взаимодействие клеточной поверх-
ности бактерий с поверхностью материалов или 
бактерий между собой. Успешная колонизация 
большинства тканей невозможна без адгезии 
патогенных бактерий [3, 4]. На адгезию бакте-
рий к субстратам, в свою очередь, влияют фи-
зико-химические свойства поверхности бакте-
рий, к которым относятся, прежде всего, заряд и 
природа функциональных групп [5, 6].  

Целью настоящей работы явилось сравни-
тельное исследование резистентности к стреп-
томицину и физико-химических свойств кле-
точной поверхности грамотрицательных аэроб-
ных бактерий: природного чувствительного и 
мутантного устойчивого к стрептомицину 

штаммов облигатной метилотрофной бактерии 
Methylophilus quaylei (M. quaylei MT и 
M. quaylei SM+) и гетеротрофной бактерии 
Stenotrophomonas maltophilia. Электрокинети-
ческие свойства поверхности бактериальных 
клеток характеризовали величиной дзета-
потенциала, определяющей заряд и способность 
частиц к агрегации. Определение природы за-
ряженных групп на поверхности клеток прово-
дили методом быстрого потенциометрического 
титрования суспензии клеток. Выбор бактерий 
обусловлен, прежде всего, их различной устой-
чивостью к стрептомицину. Кроме этого, обли-
гатная метилотрофная бактерия M. quaylei 
является удобной моделью для изучения влия-
ния экзогенных добавок, модифицирующих 
клеточную поверхность, так как не способна 
утилизировать в качестве источника углерода 
органические соединения за исключением 
метанола. Бактерия S. maltophilia является 
распространенным возбудителем нозокомиаль-
ных инфекций [7], что обусловлено, возможно, 
необычным положительным зарядом 
поверхности этих бактерий, способствующим 
адгезии [8]. 

Результаты и их обсуждение 
Бактерии культивировали в присутствии 

стрептомицина. За ростом бактерий следили по 
изменению оптической плотности культураль-
ной жидкости D при длине волны 600 нм от 
времени («D600 – время»). Удельную скорость 
роста рассчитывали, как тангенс угла наклона 
прямой в полулогарифмических координатах 
«ln D600 – время». Резистентность бактерий к 
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стрептомицину определяли по величине 
полулетальной концентрации стрептомицина, 
соответствующей удельной скорости роста, 
равной половине максимальной (рис. 1). Полу-
летальная концентрация стрептомицина для 
M. quaylei SM+ оказалась самой высокой (4.40 
мг/мл), для M. quaylei МТ – самой низкой (510-3 

мг/мл). S. maltophilia занимает промежуточное 
положение по устойчивости к антибиотику 
между чувствительным и устойчивым 
штаммами (1.30 мг/мл).  

Достаточно высокая устойчивость к амино-
гликозидам у S. maltophilia может быть обу-
словлена несколькими механизмами. Неко-
торые штаммы S. maltophilia, по данным [9], 
обладают дегуанидазой – ферментом, который 
способен отщеплять гуанидиновые группы в 
молекуле стрептомицина с образованием метил-
амина, и могут использовать стрептомицин в 
качестве субстрата. Большое значение в фор-
мировании устойчивости к аминогликозидам у 
S. maltophilia имеет ограничение транспорта 
антибиотиков этого класса в клетку [7] и 
система активного эффлюкса [10, 11]. 

 
Рис. 1. Влияние стрептомицина на рост бактерий: 

1 – M. quaylei МТ; 2 – M. quaylei SМ+;  
3 – S. maltophilia. 

 

Ранее нами было обнаружено, что экзоген-
ные жирные кислоты и их метиловые эфиры 
являются ростовыми факторами и адаптогенами 
метилотрофной бактерии M. quaylei МТ, т.е. 
ускоряют рост и повышают ее выживаемость в 
условиях осмотического стресса [12]. Наиболь-
ший эффект проявила олеиновая кислота (ОК). 
Добавление в питательную среду олеиновой 
кислоты в концентрациях 10-5–10-4 М сущест-
венно увеличивало выход биомассы и удельную 
скорость роста метилотрофных бактерий. Влия-
ние олеиновой кислоты на ростовые харак-
теристики S. maltophilia и M. quaylei SМ+ 
изучено не было, поэтому мы исследовали срав-
нительную кинетику роста M. quaylei, M. quaylei 
SМ+ и S. maltophilia в присутствии ОК (рис. 2). 
Интервал концентраций ОК выбирали, исходя 
из значений критической концентрации ми-
целлообразования (ККМ) для жирных кислот, 

составляющую величину порядка 510-4–  
110-3 М [13]. Кроме этого, учитывали 
известный факт, что в культуральной жидкости 
бактерий присутствуют свободные жирные 
кислоты в концентрациях не более 210-4–310-4 

М [12, 14], то есть в виде отдельных молекул.  

В результате было установлено, что экзо-
генная олеиновая кислота ускоряет рост 
M. quaylei МТ и M. quaylei SМ+, что согла-
суется с данными [12], и практически не влияет 
на рост S. maltophilia (см. рис. 2). 

 

Рис. 2. Влияние экзогенной олеиновой кислоты  
на рост бактерий: 1 – M  quaylei МТ;  
2 – M. quaylei SМ+; 3 – S. maltophilia. 

 

Для изучения влияния олеиновой кислоты 
на адаптацию бактериальных клеток к 
антибиотическому (стрептомициновому) стрес-
су была определена выживаемость M. quaylei 
MT и M. quaylei SM+ на метанолсодержащих 
твердых питательных средах, содержащих 
стрептомицин (табл. 1). Рост S. maltophilia прак-
тически не зависел от концентрации стрепто-
мицина в питательной среде, поэтому этот 
штамм в эксперимент включен не был. На 
твердые среды высевали клетки, выращенные 
на жидкой питательной среде либо в 
стандартных условиях, либо в присутствии 
5.010-5 М олеиновой кислоты. Определение 
выживаемости M. quaylei МТ и M. quaylei SM+ 
осуществляли методом подсчета колоние-
образующих единиц (КОЕ), как описано в [12]. 
Концентрации стрептомицина выбирали близ-
кие к полулетальным: для M. quaylei МТ – 0.01 
мг/мл; для M. quaylei SM+ – 2 и 4 мг/мл. 
Результаты эксперимента представлены в табл. 
1. Бактерии, выращенные в присутствии ОК, 
обладали повышенной выживаемостью на твер-
дой питательной среде, содержащей стрепто-
мицин, что свидетельствует об ускоряющем и 
адаптогенном действии ОК на M. quaylei МТ и 
М. quaylei SM+. 

Метод подсчета КОЕ на метанолсодер-
жащей среде исключает возможный вклад гете-
ротрофных контаминантов, содержание кото-
рых могло увеличиваться в присутствии гидро-
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фобных добавок, поэтому полученные резуль-
таты являются достоверными. Результаты, 
полученные по данным определения оптичес-
кой плотности на жидких питательных средах 
(рис. 2), таким образом, получают дополни-
тельное подтверждение. 

Далее мы исследовали заряд клеточной 
поверхности штаммов M. quaylei MT, M. quaylei 
SM+ и S. maltophilia. Его определяли по 
электрокинетическому потенциалу ζ – дзета-
потенциалу, который, в свою очередь, может 
быть рассчитан по подвижности бактерий в 

электрическом поле [3, 5]. При значениях рН 
ниже изоэлектрической точки (ИЭТ) целых 
клеток заряд бактериальной поверхности поло-
жителен. ИЭТ большинства бактерий находится 
в интервале 1.5–4.5 [15], поэтому при физиоло-
гических значениях рН поверхность большин-
ства бактерий заряжена отрицательно. Инте-
ресно, что ИЭТ бактерии S. maltophilia, по 
данным [8], составляет величину 11 единиц, 
поэтому поверхность клеток S. maltophilia при 
рН < 11, т.е. в физиологических условиях, 
заряжена положительно. 

Таблица 1. Влияние экзогенной олеиновой кислоты (5.0·10-5 М) в составе жидкой среды 
культивирования на выживаемость М.  quaylei и М. quaylei SM+  

на твердых средах в присутствии стрептомицина. 

Выживаемость, % 
Концентрация стрептомицина, мг/мл 

0.01 2.0 4.0 Штамм 

без ОК в прис. ОК без ОК в прис. ОК без ОК 
в прис. 
ОК 

М. quaylei МТ 46.9±2.28 66.5±1.15 0 0 0 0 
М. quaylei SM+ 82.6±1.66 100.2±1.81 61.4±1.86 105.6±2.02 39.1±0.78 52.3±2.63 

 

Величину ζ-потенциала бактерий, выращен-
ных в стандартных условиях и в присутствии 
экзогенной олеиновой кислоты (5.010-5 М), 
определяли в 0.1 М растворе КСl при различ-
ных значениях рН (табл. 2). В отсутствие ОК 
значения ИЭТ для S. maltophilia – 9.5, а для 
метилотрофов – около 2, поэтому поверхность 
клеток S. maltophilia заряжена положительно 
при рН < 9.5, а у метилотрофных бактерий – 
отрицательно при рН > 2.0. Эти результаты сог-
ласуются с данными [8, 15]. Наличие положи-
тельного заряда на поверхности S. maltophilia 
электростатически затрудняет адсорбцию 
стрептомицина, представленного при рН 7.0 в 
основном протонированными молекулярными 
формами (рКа стрептомицина 8.7 [16]). Это, 
очевидно, является дополнительной причиной 
высокой резистентности данных бактерий к 
стрептомицину. 

Величина ζ-потенциала клеток M. quaylei 
SM+ во всем диапазоне рН несколько выше, 
чем у M. quaylei MT (табл.2), т.е. отрицатель-
ный заряд меньше. Добавление ОК в среду 
культивирования приводит к увеличению отри-
цательного заряда клеток, наиболее сущест-
венно – для M. quaylei SM+, для S. maltophilia – 
менее чем на 1 мВ. Поскольку последняя 
бактерия является гетеротрофной, ОК может ею 
утилизироваться. Тогда как метилотрофные 
бактерии, возможно, включают ОК в наружную 
мембрану, как это наблюдается при взаимо-
действии ОК с липосомами [17]. 

Для проверки этого предположения нами 
были определены значения ζ-потенциала клеток 
исследуемых штаммов, обработанных буфер-
ным раствором, содержащим 1% бычьего сыво-
роточного альбумина (БСА). 

Таблица 2. Значения ζ-потенциала бактерий M. quaylei MT, M. quaylei SM+S. maltophilia  
при различных рН в 0.1 М КСl. 

ζ-потенциал, мВ 
Значение рН 

 
Штамм 

Содержание ОК 
в среде культи-
вирования, М 1.9 3.4 7.0 9.6 11.0 

- 7.25 -33.80 -40.97 -49.38 -52.16 
M. quaylei МТ 

5.010-5 -* -37.40 -44.48 -54.31 - 

- 15.85 -32.17 -39.03 -40.81 -42.18 
M. quaylei SМ+ 

5.010-5 - -45.39 -54.56 -56.62 - 

- 6.09 0.14 0.71 -0.85 -26.58 
S. maltophilia 

5.010-5 - -1.82 -0.42 -1.19 - 

* При рН 1.9 и 11.0 измерения для клеток, выращенных в присутствии ОК, не проводили. 
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Как известно, БСА связывает жирные кис-
лоты [18], однако ζ-потенциал клеток, обрабо-
танных БСА и выращенных в стандартных 
условиях и в присутствии ОК, увеличивался 
незначительно (менее чем на 2%). Это свиде-
тельствует о более прочном, по сравнению с 
электростатическим, связывании ОК с поверх-
ностью и подтверждает предположение о вклю-
чении ОК в наружную мембрану, которая 
приобретает дополнительные СОО–-группы на 
своей поверхности. Более положительные 
значения ζ-потенциала бактерий M. quaylei SM+, 
чем у M. quaylei MT, могут отражать изменившееся 
в сторону увеличения соотношение N/P 

(белок/липополисахарид) у мутантного штамма [19]. 
Включение олеиновой кислоты в мембрану 

может оказывать влияние на размер частиц. Мы 
определили размеры бактериальных агрегатов 
методом динамического рассеяния света с 
использованием фотон-корреляционной спек-
троскопии (табл. 3). Для M. quaylei обнаружено 
образование многоклеточных кластеров, 
которые формируются, возможно, за счет вза-
имной адгезии. Экзогенная ОК уменьшает 
размер бактериальных конгломератов, т.е. явля-
ется антиадгезином. Этот эффект может быть 
основной причиной ускорения роста бактерий в 
присутствии ОК. 

 

Таблица 3. Размер агрегатов бактерий M. quaylei MT, M. quaylei SM+ и S. maltophilia  
при различных значениях рН и ионной силе 0.1 М. 

Размер агрегатов, мкм 

Штамм 

Содержание 
ОК в среде 
культиви-
рования, М 

рН 3.4 рН 7 рН 9.6 

- 4.837 7.318 3.696 
M. quaylei MT 

5.010-5 1.567 4.411 1.379 
- 1.121 1.144 1.173 

S. maltophilia 
5.010-5 1.228 1.004 1.347 

- 3.360 1.191 5.298 
M. quaylei SM+ 

5.010-5 3.161 1.037 4.187 
 

Изучение кислотно-основных свойств функ-
циональных групп клеточной поверхности 
штаммов M. quaylei MT, M. quaylei SM+ и 
S. maltophilia осуществляли методом быстрого 
потенциометрического титрования суспензии 
клеток в среде 0.001 М KCl и 0.1 М HCl раст-
вором 1 М КОН. Концентрация титранта была 
выбрана таким образом, чтобы конечное 
изменение объема титруемого раствора не 
превышало 10-11%. Быстрое титрование обес-
печивало взаимодействие с титрантом только 
функциональных групп, находящихся на по-
верхности клеток [15]. В качестве контроля 
использовали титрование в отсутствие клеток. 

Значения рКа заряженных групп на 
поверхности бактериальной клетки определяли 
по величинам рН, при которых титруются 
поверхностные функциональные группы [6, 20, 
21]. Для этого проводили анализ кривых 
титрования бактериальных суспензий (рис. 3а). 
Точки эквивалентности на кривых титрования 
проявляются в виде скачков рН, однако 
корректно определить значения рН, соответ-
ствующих значениям рКа заряженных групп, по 
кривым титрования невозможно. Для этого 
обычно кривую титрованиия дифференцируют. 
Положение точек перегиба на кривой 
титрования соответствует максимумам на 
дифференциальных кривых титрования в 
координатах «рН/meqН+ – рН», где рН – 
разница значений рН между исследуемым и 

контрольным образцами при заданном объеме 
титранта; meqН+ – разница объемов титранта, 
затраченного на титрование бактериальной 
суспензии и контрольного раствора при задан-
ном значении рН. Дифференциальные кривые 
титрования дисперсий M. quaylei MT, M. quaylei 
SM+ и S. maltophilia представлены на рис. 3б. 

Авторами работы [6] по данным потенцио-
метрического титрования поверхности грам-
отрицательных бактерий были рассчитаны 
значения рКа, составившие 3.72 (карбоксил/ 
фосфодиэфир), 4.85 (карбоксил), 6.56 (фосфо-
рил), 8.79 (амин). На поверхности S. maltophilia 
были обнаружены группы с рКа 7.0 и 9.0, 
которые могут принадлежать белкам наружной 
мембраны (боковые аминогруппы лизина и 
аргинина и терминальные аминогруппы белка). 
По-видимому, именно белки ответственны за 
положительный заряд S. maltophilia [8]. 

У M. quaylei MT и M. quaylei SM+ обна-
ружены группы с рКа 3.5-4, что характерно для 
карбоксильных и фосфатных групп липополи-
сахарида клеточной стенки грамотрицательных 
бактерий (рис. 3б) [6], и положительно заря-
женные при нейтральных значениях рН группы 
с рКа 8.0-9.0. Клетки устойчивого к стрепто-
мицину штамма M. quaylei SM+ имеют на 
поверхности группы с рКа 9.0, возможно, 
принадлежащие мембранным белкам, участву-
ющим в формировании резистентности к 
стрептомицину. 
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а)       б) 

  
Рис. 3. Быстрое потенциометрическое титрование целых клеток в среде 0.001 М KCl и 0.1 М HCl  

раствором 1 М КОН: 1 – без клеток (контроль); 2 – M. quaylei MT; 3 – M. quaylei SM+;  
4 – S. maltophilia. а) Кривые титрования; б) дифференциальные кривые титрования. 

 

Добавление к клеткам в процессе роста 
олеиновой кислоты (5.010-5 М) изменяет ход 
кривых титрования метилотрофных бактерий 
(рис. 4), на которых обнаруживаются макси-
мумы при рН 5 (M. quaylei SM+) и 6 (M. quaylei 
MT). Можно предположить, что они могут быть 
отнесены к карбоксильным группам вклю-
чившейся в наружную мембрану олеиновой 
кислоты, рКа которой в зависимости от окру-
жения изменяется от 4 до 7 [23]. В комплексе 
ОК с БСА ее карбоксильная группа имеет рКа 

4.2, в фосфолипидном бислое – 7.5, в липидной 
микроэмульсии – 7.3 [22]. 

Для отнесения максимумов при рН 5 и рН 6 
на дифференциальных кривых титрования (рис. 
4б) нами было проведено титрование липосом 
из фосфатидилхолина (ФХ) и олеиновой 
кислоты в соотношении ФХ:ОК 1000:1 (рис. 5), 
результаты которого подтвердили предполо-
жение об их принадлежности к карбоксильным 
группам ОК в составе биологической 
мембраны. 
 

 

 
Рис. 4. Быстрое потенциометрическое титрование целых клеток, выращенных в присутствии ОК  

(5.010-5 М), в среде 0.001 М KCl и 0.1 М HCl раствором 1 М КОН: 1 – без клеток (контроль);  
2 – M.  quaylei MT; 3 – M. quaylei SM+; 4 – S.  maltophilia.  

а) Кривые титрования; б) дифференциальные кривые титрования. 
 

Значение рКа олеиновой кислоты, локали-
зованной  в фосфолипидном бислое, зависит от 
функционального окружения карбоксильной 
группы, т.е. от состава фосфолипидов и присут-
ствия белков. Например, значения рКа карбок-
сильных групп трансмембранного белка Lacto-
coccus lactis LmrP – антипортера широкого ряда 
антибиотиков – определяются присутствием 
фосфатидилэтаноламина (ФЭ), главного компо-
нента мембраны этих бактерий [23]. Так, рКа в 

отсутствие ФЭ составляет величину 4.6, в при-
сутствии ФЭ – 6.5. ФЭ способствует взаимо-
действию карбоксильных групп с мембраной и 
конформационным изменениям белка, опреде-
ляющим его антипортерную функцию. Таким 
образом, полученное нами более низкое значе-
ние величины рКа (5.0) для мутантного штамма, 
возможно, свидетельствует о более слабом 
взаимодействии ОК с мембраной, что под-
тверждается опытом с БСА. 
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Рис. 5. Дифференциальные кривые титрования 
дисперсий липосом в среде 0.001 М KCl и 0.1 М 

HCl раствором 1 М КОН. Состав липосом:  
1 – ФХ; 2 – ФХ:ОК 1000:1 (г/г). 

 

Степень влияния свойств клеточной по-
верхности на резистентность к стрептомицину 
необходимо оценивать в присутствии анти-
биотика, поскольку молекула стрептомицина 
содержит ионогенные группы и может 
взаимодействовать с заряженными группами на 
поверхности (рис. 6). Тем более, что клетки 
M. quaylei SM+, обладающие наибольшей 
резистентностью к стрептомицину, всегда 
выращивали в присутствии стрептомицина 
(обязательный компонент питательной среды).  

 

 
 

Рис. 6. Схема взаимодействия молекулы 
стрептомицина с функциональными группами  

на поверхности бактериальной клетки. 
 

Для проведения сравнительного исследова-
ния M. quaylei МТ и S. maltophilia культивиро-
вали в присутствии стрептомицина в высоких 
концентрациях (8.510-5 М). Дифференциальные 
кривые титрования представлены на рис. 7. 
Дифференциальные кривые титрования M. quaylei 
МТ и S. maltophilia, выживших в присутствии 
стрептомицина, свидетельствуют об увеличении 
содержания функциональных групп с рКа 8.0 у 
M. quaylei МТ и снижении содержания групп с 
рКа 9.0 у S. maltophilia в процессе адаптации к 
стрептомицину. Возможно, в присутствии стреп-
томицина изменяется структура поринов – 
интегральных белков наружной мембраны 
грамотрицательных бактерий, ответственных за 

транспорт стрептомицина в клетку, и проница-
емость для стрептомицина уменьшается. Инте-
ресно, что аналогичные процессы протекают в 
присутствии ОК (см. рис. 4б). 

Таким образом, появление на клеточной 
поверхности всех исследованных штаммов 
грамотрицательных бактерий – и в присутствии 
стрептомицина, и в присутствии олеиновой 
кислоты – функциональных групп с рКа 8.0-9.0, 
характерными для аминогрупп белковых 
молекул, возможно, обусловливает повышение 
устойчивости этих бактерий к стрептомицину.  

 

 
Рис. 7. Дифференциальные кривые титрования 

бактерий, выращенных в присутствии  
8.510-5 М стрептомицина, в среде 0.001 М KCl  

и 0.1 М HCl раствором 0.1 М КОН:  
1 – M.  quaylei MT; 2 – S. maltophilia. 

 

Экспериментальная часть 
В работе использовали облигатную 

метилотрофную бактерию Methylophilus quaylei, 
(штамм МТ В-2338Т (ВКМ) и полученный ранее 
штамм SM+, устойчивый к стрептомицину) и 
бактерию Stenotrophomonas maltophilia, выде-
ленные нами из утилизирующей метанол 
смешанной  культуры  [24].  Для  культивирова- 
ния метилотрофных бактерий использовали 
минеральную среду, содержащую 1 об.% мета-
нола [12], для культивирования S. maltophilia 
метанол заменяли триптоном-бакто, 1 мас.% 
(Becton Dickinson, США). Для получения 
плотных питательных сред добавляли 1.5% 
агара (Becton Dickinson, США) Введение 
олеиновой кислоты в стерильную питательную 
среду осуществляли в виде метанольных раст-
воров асептически после пропускания через 
мембранные фильтры 0.22 мкм Millex® GS, 
(Millipore, Ирландия).  

Для приготовления питательных сред 
использовали реактивы отечественного произ-
водства («х. ч.»). Примеси насыщенных жирных 
кислот в коммерческой олеиновой кислоте 
(«ч.», Химмед, Россия) удаляли при темпера-
туре –18оС осаждением из ацетона, олеиновую 
кислоту выделяли в виде комплекса с 
мочевиной как описано [25].  
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Бактерии выращивали в колбах объемом 
250 мл (100 мл среды) на шейкере (Labline, 
США) при 100 об/мин и 28оС. В качестве 
инокулята использовали 28-часовую культуру в 
экспоненциальной фазе роста в количестве 2.5 
об.%. Оптическую плотность измеряли на 
спектрофотометре (Beckman DU-7, США) при 
λ 600 нм в кювете (l =10 мм). Для определения 
кинетических параметров анализировали 
кривые роста бактерий «D600 – », где D600 – 
оптическая плотность культуральной жидкости 
при 600 нм,  – время культивирования. Удель-
ную скорость роста находили как тангенс угла 
наклона прямой в координатах «ln D600 – » в 
интервале времени от 3 до 9 ч. Достоверность 
полученных данных оценивали по t-критерию 
Стьюдента. Диапазон экспериментальных оши-
бок определения величины удельной скорости 
роста не превышал 2%.  

Для культивирования штамма M. quaylei 
SM+ в стандартную среду до внесения иноку-
лята добавляли также стерильный раствор суль-
фата стрептомицина (AppliChem, Германия), 
который растворяли в стерильной дистилли-
рованной воде и добавляли в питательную 
среду через 2 ч после засева бактерий. Выделе-
ние биомассы из культуральной жидкости 
проводили центрифугированием (15 мин при 
7000 об/мин).  

Выживаемость M. quaylei определяли высе-
вом клеточных суспензий в семикратном раз-
ведении на стандартную агаризованную среду в 
оптимальных для роста условиях, а также на 
агаризованную среду, содержащую стрепто-
мицин в заданной концентрации. Оптимальные 
для роста условия: для штамма M. quaylei МТ – 
стандартные, в отсутствие стрептомицина; для 
штамма M. quaylei SM+ – в присутствии 
стрептомицина (1 мг/мл). На агаризованные пи-
тательные среды (2 чашки Петри со стандарт-
ной средой и содержащей стрептомицин) 
высевали суточную культуру, выращенную в 
жидкой питательной среде в присутствии 5.010-5 

М олеиновой кислоты, а также без добавок 
(контроль). Выживаемость (В) M. quaylei 
рассчитывали по формуле: 

%,100
Nо

Nс
В  

где Nc – число колоний на агаризованной среде, 
содержащей стрептомицин; Nо – число колоний 
на агаризованной среде в оптимальных для 
роста условиях. 

Все эксперименты повторяли не менее 5 
раз, рассчитывая каждое экспериментальное 
значение из 2-3 одновременно поставленных 
повторностей. Достоверность полученных дан-
ных оценивали по t-критерию Стьюдента. Диа-
пазон экспериментальных ошибок определения 
величины удельной скорости роста не пре-
вышал 5%. 

Измерение ζ-потенциала, электрофорети-
ческой подвижности и размеров бактериальных 
агрегатов проводили на приборе Delsa™ Nano 
Series Zeta Potential and Submicron Particle Size 
Analyzers (Beckman Coulter Inc., США) методом 
электрофоретического рассеяния под углом 30° 
по изменению распределения частиц в 
электрическом поле. Бактерии культивировали 
48 ч в стандартных условиях и в присутствии 
олеиновой кислоты (5.010-5 М), центрифуги-
ровали (10 мин, 7000 об/мин) (0.6-0.9 г сухой 
биомассы) и четыре раза промывали 0.1 М КСl 
с добавлением KOH или HCl в зависимости от 
заданного значения рН.  

Для потенциометрического титрования 
проводили культивирование бактерий в течение 
48 ч до достижения D600 1.0-1.2 (0.6-0.9 г сухой 
биомассы). Биомассу отделяли центрифуги-
рованием и дважды промывали 0.001 M KCl, 
после чего отбирали 20 мл раствора и добав-
ляли 152 мкл конц. HCl для получения 0.1 М 
HCl. Отбирали 6 мл раствора и проводили 
титрование 1 M раствором KOH в течение 10-15 
мин (таким образом, чтобы суммарный объем 
добавляемого титранта был не более 10% от 
общего объема). Те же операции (кроме 
центрифугирования) проводили с 0.001 M KCl в 
качестве контроля. Строили кривые титрования 
в координатах «рН – VКОН». Титрование липо-
сом проводили, начиная с рН 3.5, т.к. в более 
кислой области липосомы не устойчивы. Для 
получения дифференциальных кривых титро-
вания рассчитывали VКОН (разницу объемов 
раствора КОН, затраченных на титрование 
исследуемого и контрольного образцов) при 
заданных значениях рН – молярный эквивалент 
концентрации Н+, meqН+. Далее определяли 
рН – разницу значений рН между исследу-
емым и контрольным образцами при заданном 
значении VКОН. Для этого брали точку на 
контрольной кривой с заданным значением рН 
и находили разность значений рН между этой 
точкой и значением рН образца. Затем находили 
величину «рН/meqН+». 

Заключение 
Поверхность клеток метилотрофных бакте-

рий M. quaylei MT и M. quaylei SM+ в физиоло-
гических условиях заряжена отрицательно, 
тогда как клетки S. maltophilia имеют слабый 
положительный заряд, обусловленный, 
возможно, экспонированием аминогрупп мемб-
ранных белков. Адаптация к стрептомицину 
сопровождается уменьшением отрицательного 
заряда клеточной поверхности бактерий. 
Олеиновая кислота – ростовой фактор и 
адаптоген метилотрофной бактерии M. quaylei – 
связывается с поверхностью метилотрофных 
штаммов, экспонируя на нее карбоксильные 
группы, и не обнаруживается на поверхности 
гетеротрофной бактерии S. maltophilia. Экзо-
генная олеиновая кислота уменьшает размер 
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бактериальных конгломератов, что может быть 
основной причиной ускорения роста бактерий в 
ее присутствии. 

Таким образом, настоящая работа открывает 
возможности поиска биологически активных 
нетоксичных соединений, способных влиять на 

свойства поверхности, патогенность и 
резистентность бактерий к антибиотикам.  

 
Работа выполнена в рамках АВЦП 

«Развитие научного потенциала высшей 
школы» (госконтракт № 3.1.1/9247). 
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