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ÃÈÄÐÎÒÅÐÌÛ ÄÎËÈÍÛ ÃÅÉÇÅÐÎÂ  
È ÁÀÉÊÀËÜÑÊÎÉ ÐÈÔÒÎÂÎÉ ÇÎÍÛ 
 
 
 
 

1.1. ÍÎÂÛÅ ÃÐÀÌÎÒÐÈÖÀÒÅËÜÍÛÅ, ÎÁÐÀÇÓÞÙÈÅ ÝÍÄÎÑÏÎÐÛ ÁÀÊÒÅÐÈÈ, 
ÂÛÄÅËÅÍÍÛÅ ÈÇ ÒÅÐÌÀËÜÍÛÕ ÏÎËÅÉ È ÈÑÒÎ×ÍÈÊÎÂ ÄÎËÈÍÛ ÃÅÉÇÅÐÎÂ 
(ÊÀÌ×ÀÒÊÀ) 

Среди многочисленных описаний спорообразующих бактерий в литературе 
можно найти лишь несколько упоминаний о бактериях, окрашивающихся грамот-
рицательно на всех или некоторых стадиях культивирования. Наличие эндоспор 
автоматически подразумевало грамположительную клеточную стенку и принад-
лежность, если это были аэробные палочки, к роду Bacillus. После 1990 г. на осно-
вании филогенетического анализа нуклеотидных последовательностей фрагментов 
генома род Bacillus был разделен на 12 родов, включая род Paenibacillus [Ash et al., 
1993]. Изначально к роду Paenibacillus были отнесены аэробные или факультатив-
но анаэробные микроорганизмы, с содержанием Г + Ц в ДНК от 40 до 54 мол.%, 
образующие эндоспоры, имеющие обычно грамположительную окраску и типич-
ную грамположительную структуру клеточной стенки [Ash et al., 1993]. Можно 
предположить, что наличие такого разброса по содержанию Г + Ц подразумевает 
дальнейшее подразбиение рода. В последние годы показано, что некоторые пред-
ставители рода Paenibacillus имеют грамвариабельную или грамотрицательную 
окраску [Seija et al., 2001; Dal-Soo Kim et al., 2004; Jesús Montes et al., 2004; Ken-
ichiro Iida et al., 2005; Takeda et al., 2005; Saha et al., 2005]. 

При микробиологическом исследовании почвы, воды и ила источников Доли-
ны Гейзеров (Камчатка) были выделены образующие эндоспоры бактерии, окра-
шивающиеся грамотрицательно на всех стадиях культивирования. Цель настоящей 
работы состояла в изучении биоразнообразия Долины Гейзеров, в фенотипическом 
и молекулярно-генетическом анализе необычных спорообразующих грамотрица-
тельных бактерий Долины Гейзеров и определении их таксономической принад-
лежности. 

Выделение чистых культур и изучение их фенотипических свойств. Об-
разцы почвы, воды и ила источников были собраны в августе 2004 г. на удаленных 
друг от друга участках Долины Гейзеров (Камчатка), различающихся значением 
рН, температурой, разнообразием флоры и другими характеристиками. Грамотри- 
цательные, спорообразующие бактерии выделены при высеве образцов на рыбный 
питательный агар (РПА, рН 5,0, 7,0, 9,0) при температуре инкубирования 28—
30 °С. 
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проводили стандартными методами [Bergey's Manual…, 1986; Методы…, 2004]. 
Морфологические признаки штаммов изучали с помощью световой микроскопии 
(Axioskop 40, Carl Zeiss, Германия), а также на ультратонких срезах в электронном 
микроскопе (Hitachi H-600, Япония). 

Способность штаммов к росту при различных температурных условиях и 
значениях рН питательной среды. Исследуемые бактерии инкубировали в среде 
LB при значениях рН от 3,0 до 12,0 и температурах 6, 15, 20, 37, 42, 45, 50, 55 и 
60 °С. Интенсивность роста штаммов определяли по оптической плотности (ОП) 
культуральной жидкости (КЖ) при 550 нм с использованием спектрофотометра 
СФ-46 (Россия). Каждый опыт выполнен в трех повторах, для анализа использова-
ны средние величины данных. 

Определение содержания ГЦ-состава ДНК, нуклеотидных последова-
тельностей продуктов ПЦР, соответствующих фрагментам гена 16S рРНК, 
выполнено, как описано ранее [Андреева и др., 2005]. 

Филогенетический анализ. Филогенетический анализ проводили с исполь-
зованием программы MEGA версии 4 [Tamura et al., 2007] для нуклеотидных по-
следовательностей гена 16S рРНК, определенных в данной работе (номера доступа 
в базе данных GenBank EU497635-EU497641), и из базы данных GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) для следующих видов бактерий: Paenibacillus amy-
lolyticus (GenBank X60606), P. chibensis (D85395), P. azoreducens (AJ272249),  
P. lautus (D78473), P. glucanolyticus (AB073189), P. borealis (AJ011325), P. azoto-
fixans (AJ251192), P. durus (X77846), P. antarcticus (AJ60529), P. macquariensis 
(X60625), P. polymyxa (X60632), P. campinasensis (AF021924), P. illinoisensis 
(D85397), P. barcinonensis (AJ716019), P. pabuli (X60630), P. agarexedens 
(AJ345020), P. agaridevorans (AJ345023), P. curdlanolyticus D78466), P. kobensis 
(D78471), P. dendritiformis (AY359885), P. thiaminolyticus (D78475), P. apiarius 
(PAU49247), P. alvei (PBB16SRRI), P. validus (PBB16SRRL), P. alginolyticus 
(AB073362), P. chondroitinus (D82064), P. larvae subsp. pulvifaciens (X60636), 
P. larvae subsp. larvae (AY530294), Brevibacillus parabrevis (AB215101), Bacillus 
subtilis (X60646). 

Морфологические характеристики штаммов. Исследуемые спорообра-
зующие бактерии имеют грамотрицательную окраску палочковидных клеток на 
всех стадиях культивирования и грамотрицательный тип строения клеточной 
стенки. Наружная мембрана клеток штаммов Dg-824, Dg-904, Gi-739 и Gi-724 вол-
нистая, ограничивающая развитое периплазматическое пространство, у штаммов 
K-58, K-59, Gi-691, Gi-733, Dg-1009 и Gi-662 — гладкая, лежащая параллельно 
внутренней мембране, периплазматическое пространство имеет вид узкой щели 
(рис. 1.1). 

Электронно-микроскопическое исследование выявило все этапы формирова-
ния эндоспор и их оболочек, характерные для спорообразующих бактерий. Споры 
штаммов Dg-824, Dg-904, Gi-733 и Gi-739 на поверхности имели дополнительные 
структуры в виде продольно расположенных ребер, количество которых и форма у 
каждого штамма были индивидуальны (см. рис. 1.1). Аналогичные структуры бы-
ли описаны ранее у грамотрицательного микроорганизма Paenibacilluus borealis 
[Seija et al., 2001] и у грамотрицательного по окраске, но грамположительного по 
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МС10Т [Kenichiro Iida et al., 2005]. Эллиптические эндоспоры в клетке у исследуе-
мых штаммов располагались терминально или субтерминально, вдоль оси клетки 
(штаммы Gi-662, Gi-691, Dg-904, Dg-1009, K-58 и K-59) или под углом к ней 
(штаммы Dg-824, Gi-733, Gi-739, Gi-724). Спорангий спорулирующих клеток всех 
штаммов увеличен, что хорошо наблюдается при фазово-контрастной микроско-
пии (см. рис. 1.1, а—в). 
 

Рис. 1.1. Ультратонкие срезы клеток грамотрицательных бацилл рода Paenibacillus на раз-
                                                        ных стадиях споруляции. 
Толстой стрелкой указана двойная клеточная мембрана (наружная и внутренняя); тонкой стрелкой —
формирующиеся эндоспоры. Фазово-контрастное изображение спорулирующих клеток. а — споры 
расположены вдоль оси клетки (штамм Gi-662); б, в — споры расположены вдоль оси клетки или под 
                                         углом к ней (штаммы Gi-733, Gi-739 соответственно). 
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K-58, K-59 образуют прозрачные или полупрозрачные, компактные мелкие коло-
нии. Штаммы Dg-824, Dg-904, Dg-1009 формируют расползающиеся плоские ко-
лонии неправильной формы, со сложной структурой поверхности (рис. 1.2). 

Биохимические свойства. Все штаммы были положительны в тестах на окси-
дазу, каталазу, эскулин и в реакции с метиловым красным (MR), не имели лецити-
назы и липолитической активности, не гидролизовали казеин, не росли при 5 °С, 
были отрицательны в тестах на фенилаланиндезаминазу, аргининдекарбоксилазу, 
утилизацию ацетата, цитрата и сорбита, не образовывали индол, росли в присутст-
вии лизоцима (0,001 %); все, за исключением Dg-904 и Dg-824, обладали гемоли-
тическими способностями. Отличительные свойства штаммов, позволяющие раз-
делить их на отдельные группы, в сравнении с типовыми штаммами суммированы 
в табл. 1.1. Некоторое сходство по фенотипическим признакам проявляют между 
собой штаммы Gi-733, Gi-739 и Gi-724, штаммы Gi-691 и Gi-662, штаммы Dg-824 
и Dg-1009, штаммы K-58 и K-59. Штамм Dg-904 значительно отличается ото всех 
исследуемых штаммов. 

Рис. 1.2. Морфология колоний штаммов грамотрицательных, спорообразующих бактерий 
                                                              Долины Гейзеров. 
Колонии штаммов Dg-1009, Dg-824, Dg-904 представлены фрагментом одной гигантской колонии с 
неоднородной поверхностью; штамм Gi-733 — множеством небольших, округлых изолированных 
                                                                                 колоний. 
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Дифференциация видов Paenibacillus amylolitycus (X60606=NRRL NRS-290T), 
P. chibensis (D85395=NRRL B142T), P. lautus (D78473=NRRL NRS-666T) [Shida et 
al., 1997], P. azoreducens (AJ272249=DSM13822) [Logan et al., 2004], P. alvei (DSM 
29T AJ320491=LMG13253T=IFO3343T) и грамотрицательных, спорообразующих 
штаммов Долины Гейзеров  

Признак 

P.
 a

m
yl

ol
yt

ic
us

 

G
i-6

62
 

G
i-6

91
 

P.
 c

hi
be

ns
is

 

D
g-

10
09

 

K
-5

8 

K
-5

9 

P.
 la

ut
us

 

D
g-

82
4 

P.
 a

zo
re

du
ce

ns
 

G
i-7

24
 

G
i-7

33
 

G
i-7

39
 

P.
 a

lv
ei

 

D
g-

90
4 

Грамреакция + – – + – – – + – v – – – + – 
Клеточная стенка (Гр +/–) нд – – нд – – – нд – нд – – – + – 
Анаэробный рост + + + – + + + + + + + + + + + 
Пигмент колоний – – – + + – – v – + – – – – + 
Оксидаза – + + – + + + – + – + + + нд + 
Уреаза – + + – – – – нд – – – – – нд – 
Восстановление нитратов + – – + + – – + + – + + + – – 
Образование индола – – – – – – – – – – – – – + – 
ацетилметил-карбинола – – – – + – – – + – – – – + + 

Гидролиз казеина w – – – – – – – – – – – – + – 
желатина + – – – – – – + – + + + + + – 
крахмала + + + + – – – + – + + + – + – 

Рост при                
5 % NaCl – – – – – – – v – – – – – v – 
0,001 % лизоцима – + + + + + + + + + + + + + + 
40 °С – + + + + + + + + + + + + + + 
50 °С – – – + + – – – – + – – – – – 
pH 5,7 + + + + + – – + + + + + + – + 

Кислота из D-арабинозы + + + + + – – + + + – – – – – 
лактозы – + + – + + + – + + + + + – – 
маннита + + + + – – – + + + + + + – – 
рамнозы – + + – – – – – + – + + + – – 
D-ксилозы + + + + + + + + + + + + + – – 
галактозы + + + + + + + + – + + + + нд + 
глицерина + + + – + + + + + + + + + + + 
инозита – – – – – – – – – – – – – – + 
D-мальтозы + + + + + + – + + + + + + + + 
эскулина – + + – + + + + + нд + + + + + 

Оптимальная температура 
роста, °С 37

 

30
 

30
—

37
 

37
 

30
—

37
 

30
 

30
 

28
—

30
 

30
—

37
 

37
 

30
—

42
 

30
—

42
 

30
—

42
 

28
 

37
 

ГЦ-состав, мол.% 

46
—

47
 

49
,6

 

49
,6

 

53
 

41
,1

 

45
,4

 

45
,4

 

49
—

50
 

45
,6

 

47
—

46
,8

 

43
,5

 

43
,4

 

47
,0

 

45
—

47
 

42
,9

 

Примечание. «+» — положительная реакция; «–» — отрицательная реакция; v — вариабельная реак-
ция; w — слабая положительная реакция, нд — нет данных. 
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прокариот необходима информация о структуре гена 16S рРНК. Анализ нуклео-
тидных последовательностей гена 16S рРНК исследованных штаммов выявил го-
мологию более 93 % с представителями рода Paenibacillus, а также достаточные 
для достоверного филогенетического анализа различия между штаммами. Филоге-
нетические деревья, построенные с использованием критериев максимальной эко-
номии, минимальной эволюции и UPGMA, имели аналогичную топологию (дан-
ные не представлены). 

Штаммы Gi-724, Gi-733 и Gi-739 по результатам филогенетического анализа 
близки к ранее описанному виду P. azoreducens (AJ272249) (рис. 1.3), однако, от- 
личаются от него грамотрицательным окрашиванием, наличием оксидазной ак-
тивности, способностью к восстановлению нитратов в нитриты и гидролизу рам-
нозы, неспособностью к утилизации D-арабинозы и к росту при 50 °С, отсутстви-
ем пигментации колоний, имеют иные температурные границы роста и значений 
рН среды культивирования (см. табл. 1.1, 1.2) [Meehan et al., 2001], что не позволя-
ет отнести их к виду P. azoreducens. 

Штаммы Gi-662 и Gi-691 по последовательностям 16S рРНК сходны друг с 
другом и близки к грамположительной бактерии P. amylolyticus (X60606) [Shida 
et al., 2001], но отличаются от него по другим признакам: имеют грамотри-
цательную окраску, положительны по оксидазе и уреазе, не восстановливают нит-
раты, гидролизуют эскулин, но не казеин и желатин, способны к росту при 40 °C и 
0,001 % лизоцима, образуют кислоту из рамнозы и лактозы (см. табл. 1.1, 1.2). 

Штаммы Dg-824 и Dg-904 находятся на значительном филогенетическом рас-
стоянии от ближайших видов Paenibacillus (P. lautus и P. alvei соответственно).  
 

Таблица 1.2 
Границы роста штаммов грамотрицательных, спорообразующих бактерий Долины 
Гейзеров при разных температурах, значениях рН и концентрации NaCl в пита-
тельной среде 

Диапазон роста Рост штаммов 
температура, °С значения рН концентрация NaCl, % Штамм 

min opt max min opt max 0,5 1,0 2,0 3,0 
Dg-824 20 30—37 45 5,0 7,0—9,0 12,0 + + + – 
Dg-904 20 37 45 5,0 6,0—8,0 10,0 + + + + 
Dg-1009 20 30—37 55 5,0 5,0—7,0 10,0 + + + + 
Gi-662 20 30 45 5,0 6,0—7,0 9,0 + + + – 
Gi-691 20 30—37 42 5,0 6,0—7,0 8,0 + + + + 
Gi-724 20 30—42 45 5,0 6,0—7,0 8,0 + + + + 
Gi-733 20 30—42 45 5,0 6,0—7,0 8,0 + + + + 
Gi-739 20 30—42 45 5,0 6,0—7,0 8,0 + + + + 
K-58 20 30 42 6,0 7,0—8,0 11,0 + – – – 
K-59 20 30 42 6,0 7,0—8,0 11,0 + – – – 
Примечание. «+» — наличие роста; «–» — отсутствие роста; min — минимальное значение, opt —
оптимальное, max — максимальное значение исследуемого фактора роста штаммов. Примечание: ни 
один штамм не рос при концентрации 5 % NaCl в среде культивирования. 
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Рис. 1.3. Морфологические особенности штаммов Bt Долины Гейзеров. 

Споры и параспоральные кристаллы штаммов (тонкой стрелкой обозначены споры, толстой — 
параспоральные включения); капсулы, окрашенные по Гинсу (обозначены двойной стрелкой); коло- 
 нии — ослизненные, блестящие (штамм Dg-992) и матовые, шероховатые (штаммы Gi-117 и Dg-1015). 
 
 
Штамм Dg-824 отличается от P. lautus по ряду основополагающих свойств, таких 
как грамреакция, ГЦ-состав, гидролиз желатина, крахмала, сорбита, оксидазная 
активность, тест Фогеса—Проскауэра (образование ацетилметилкарбинола) и др., 
вследствие чего не может быть отнесен к этому виду (см. табл. 1.1, 1.2). Феноти-
пические характеристики штамма Dg-904 во многом не совпадают с признаками 
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зателям как состав ГЦ, окраска по Граму, реакция в тестах на гидролиз казеина, 
желатина, крахмала, образование индола, рост при рН 5,7 (см. табл. 1.1, 1.2). По-
лученные характеристики штаммов, в совокупности с данными филогенетического 
анализа, позволяют считать штаммы Dg-824 и Dg-904 новыми видами рода Paeni-
bacillus, не описанными ранее. 

Штаммы K-58 и K-59, а также Dg-1009 образуют изолированные клады фило-
генетического дерева, находящиеся от других на расстоянии, значительно превы-
шающем среднее для ранее известных видов рода Paenibacillus. Штаммы этой 
группы имеют некоторое фенотипическое сходство (низкая биохимическая актив-
ность, способность к росту при щелочных значениях рН среды). В то же время, 
штаммы K-58 и K-59 имеют ряд отличительных особенностей. Так, несмотря на 
то, что они были выделены из грязевой ванны Долины Гейзеров с рН 3,5, оптималь-
ное значение рН питательной среды для их роста составляет 7,0—8,0, макси-
мальное — до рН 11,0. Среди всех изученных только штаммы K-58 и K-59 не рас-
тут при концентрации NaCl в среде более 0,5 % (см. табл. 1.2). Последнее, по-
видимому, не случайно, так как анализ воды данной пробы показал, что она отли-
чается от всех остальных образцов, взятых в долине р. Гейзерная, низкой концент-
рацией ионов натрия (7 мг/мл, в других пробах — от 68 до 575 мг/мл). В отличие 
от штамма Dg-1009 штаммы K-58 и K-59 отрицательны в тестах на восстановление 
нитратов и Фогеса—Проскауэра, не растут при 45 °С и рН 5,7, не образуют кисло-
ту из арабинозы и мальтозы (K-59), образуют непигментированные, компактные, 
мелкие колонии, что, вместе с данными филогенетического анализа, позволяет 
определенно считать штамм Dg-1009 и штаммы K-58 и K-59 разными, ранее не 
известными видами рода Paenibacillus. 

Анализ ГЦ-состава. Полученные данные по ГЦ-составу хромосомной ДНК 
(см. табл. 1.1) находятся в пределах значений, известных для бактерий рода Paeni-
bacillus (от 41,1 до 49,6 мол.%). 

Рост штаммов при разных температурах и значениях рН среды куль- 
тивирования. Выяснено, что температурный диапазон роста штаммов Gi-724,  
Gi-733, Gi-739, Dg-824, Gi-904 и Gi-662 составляет 20—45 °С, для штаммов  
Gi-691, K-58 и K-59 — 20—42 °С, для штамма Dg-1009 — 55 °С. Оптимальной для 
штаммов Gi-724, Gi-733, Gi-739 является температура 30—42 °С, для штаммов  
Gi-691 и Dg-824, Dg-1009 — 30—37 °С, для штаммов Gi-662, K-58, K-59 — 30 °С, 
Gi-904 — 37 °С (см. табл. 1.2). Следует отметить также, что штаммы сохраняли 
жизнеспособность после прогревания споросодержащих суспензий при 80 °С  
в течение 10 мин. 

Все штаммы не способны к росту при рН среды 3,0 и 4,0 в течение 72 ч. Диа-
пазон значений рН питательной среды, при котором сохраняли способность роста 
штаммы Gi-691, Gi-724, Gi-733, Gi-739, был наиболее узким (5,0—8,0); для штам-
ма Gi-662 он составлял 5,0—9,0; для штаммов Gi-904 и Dg-1009 — 5,0—10,0; для 
штаммов K-58 и K-59 — 6,0—11,0 и, наконец, для штамма Gi-824 — 5,0—12,0. 
Оптимальное значение рН для большинства штаммов было близко к нейтральному 
значению, исключение составили штамм Dg-824, активно растущий при рН среды 
от 7,0 и до 9,0, и штамм Dg-1009, сохраняющий высокую скорость роста в диапа-
зоне рН среды от 5,0 до 7,0 (см. табл. 1.2). 
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собностью к образованию термоустойчивых и кислотоустойчивых эндоспор, сви-
детельствует о способности исследуемых бактерий сохранять жизнеспособность  
в меняющейся среде их природного обитания. 

Таким образом, штаммы грамотрицательных, образующих эндоспоры бакте-
рий Долины Гейзеров Камчатки (Dg-824, Dg-904, Dg-1009, Gi-662, Gi-691, Gi-733, 
Gi-739, Gi-724, K-58 и K-59) по своим фенотипическим характеристикам, ГЦ-
составу и результатам анализа нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК 
могут быть отнесены к новым видам рода Paenibacillus. 

Описание новых видов рода Paenibacillus. P. fortunatus sp. nov. (штаммы Gi-
724, Gi-733, Gi-739). Наименование вида (fortunatus — удачный) присвоено по 
месту взятия проб (разные точки стока горячего источника Удачный на склоне у 
гейзера Сахарный). Клетки палочковидные, подвижные, грамотрицательные по 
окраске и строению клеточной стенки на всех стадиях культивирования, (0,7—0,8) × 
× (2—3) мкм, деление бинарное. Эндоспоры эллиптические, терминальные или 
субтерминальные, расположены вдоль оси клетки или под углом к ней, спорангий 
раздут. Факультативный анаэроб. На агаризованной среде LB образует полу-
прозрачные, белесые, компактные колонии. Положителен по каталазе, оксидазе, 
фосфатазе, орнитин- и лизиндекарбоксилазе, в реакции с метиловым красным, 
восстанавливает нитраты в нитриты, выделяет сероводород и аммиак. Отрицате-
лен в тестах на липолитическую активность, лецитиназу, уреазу, фенилаланиндез-
аминазу и аргининдекарбоксилазу, не образуют индол и ацетилметилкарбинол, не 
утилизирует цитрат, гидролизует желатин и крахмал, но не казеин. Образует ки-
слоту из глюкозы, сахарозы, лактозы, мальтозы, маннита, ксилозы, рамнозы, но не 
арабинозы. Рост ингибируется в присутствии NaCl (5 %). Растет в диапазоне тем-
ператур от 20 до 45 °С и рН от 5,0 до 8,0, оптимальными являются температура 
30—42 °С, рН 6,0—7,0. ГЦ-состав 43,4—47,0 мол.%. Типовым штаммом является 
Gi-724 (ГЦ-состав 43,5 мол.%), коллекционный номер ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора В-1104. Штамм Gi-739 отличается от типового неспособностью 
к гидролизу крахмала. 

P. levis sp. nov. (штаммы Gi-662 и Gi-691, выделены из разных почвенных об-
разцов Долины Гейзеров). В наименовании вида отражен характер роста (levis — 
нежный) на плотной среде. Кроме того, семантически прослеживается буквенное 
выражение имени основателя Государственного научного центра вирусологии и 
биотехнологии «Вектор», академика РАН Льва Степановича Сандахчиева. Клетки 
подвижные, палочковидные, грамотрицательные по окраске и строению клеточной 
стенки на всех стадиях культивирования, (0,6—0,8) × (2—3,5) мкм, деление би-
нарное. Эндоспоры эллиптические, терминальные или субтерминальные, споран-
гий раздут. Факультативный анаэроб. На агаризованной среде LB образует про-
зрачные, мелкие, блестящие колонии. Положителен по каталазе, оксидазе, фосфа-
тазе, уреазе, орнитиндекарбоксилазе, в реакции с метиловым красным, не восста-
навливает нитраты в нитриты, выделяет сероводород. Отрицателен в тестах на 
липолитическую активность, лецитиназу, фенилаланиндезаминазу и аргининде-
карбоксилазу, не образует индол и ацетилметилкарбинол, не утилизирует цитрат, 
гидролизует крахмал, но не казеин и желатин. Образует кислоту из глюкозы, саха-
розы, лактозы, мальтозы, маннита, ксилозы, рамнозы и арабинозы. Рост ингибиру-
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и рН от 5,0 до 8,0—9,0, оптимальными являются температура 30—37 °С, рН 6,0—
7,0. ГЦ-состав 49,6 мол.%. Типовым штаммом является Gi-662, коллекционный 
номер ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора В-1098. 

P. alcalophilus sp. nov. (штамм Dg-824, выделен из прикорневой почвы злаков, 
прибрежный участок р. Гейзерная). Наименование вида дано в соответствии со 
способностью клеток к активному росту в щелочной среде. Клетки палочковид-
ные, грамотрицательные по окраске и строению клеточной стенки на всех стадиях 
культивирования, подвижные, (0,6—0,8) × (2—3,5) мкм, деление бинарное. Эн-
доспоры эллиптические, терминальные или субтерминальное, расположены вдоль 
оси клетки или под углом к ней, спорангий раздут. Факультативный анаэроб. На 
агаризованной среде LB образует плоские, полупрозрачные, расползающиеся ко-
лонии с зернистой поверхностью и неровным краем. Положителен по каталазе, 
оксидазе, фосфатазе, в реакции с метиловым красным, восстанавливает нитраты в 
нитриты, выделяет сероводород, образует ацетилметилкарбинол. Отрицателен в 
тестах на липолитическую активность, лецитиназу, уреазу, фенилаланиндезамина-
зу, лизин-, орнитин- и аргининдекарбоксилазу, не образует индол, не утилизирует 
цитрат, не гидролизует крахмал, казеин и желатин. Образует кислоту из глюкозы, 
сахарозы, лактозы, мальтозы, маннита, ксилозы, рамнозы и арабинозы. Рост инги-
бируется в присутствии NaCl (3 %). Растет в диапазоне температур от 20 до 45 °С 
и рН от 5,0 до 12,0, оптимальными являются температура 30—37 °С, рН 7,0—9,0. 
ГЦ-состав 45,6 мол.%. Типовым штаммом является Dg-824, коллекционный номер 
ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора В-1093. 

P. flocculosus sp. nov. (штамм Dg-904, выделен из почвы склона Малого вит-
ража). Наименование вида связано с характером роста (flocculosus — клочковатый) 
на агаризованной среде. Клетки палочковидные, грамотрицательные по окрас- 
ке и строению клеточной стенки на всех стадиях культивирования, подвижные, 
(0,6—0,7) × (2—4) мкм, деление бинарное. Эндоспоры эллиптические, терминаль-
ные или субтерминальное, спорангий раздут. Факультативный анаэроб. На агари-
зованной среде LB образует желтоватые, полупрозрачные, гигантские, распол-
зающиеся колонии, с клочковатой, неоднородной поверхностью и неровным кра-
ем. Положителен по каталазе, оксидазе, фосфатазе, в реакции с метиловым крас-
ным, не восстанавливает нитраты в нитриты, образует ацетилметилкарбинол. От-
рицателен в тестах на липолитическую активность, лецитиназу, уреазу, фенилала-
ниндезаминазу и аргининдекарбоксилазу, не образует индол, не утилизирует цит-
рат, не гидролизует крахмал, казеин и желатин. Образует кислоту из глюкозы, са-
харозы и мальтозы, но не лактозы, маннита, ксилозы, рамнозы и арабинозы. Рост 
ингибируется в присутствии NaCl (5 %). Растет в диапазоне температур от 20 до 
45 °С и рН от 5,0 до 10,0, оптимальными являются температура 37 °С, рН 6,0—8,0. 
ГЦ-состав 42,9 мол.%. Типовым штаммом является Dg-904, коллекционный номер 
ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора В-1094. 

P. inaequabilis sp. nov. (штамм Dg-1009, выделен из прикорневой почвы 
Calamagrostis purpurea). Наименование вида связано с характером роста на агари-
зованной среде (inaequabilis — неоднородный). Клетки палочковидные, грамотри-
цательные, по окраске и строению клеточной стенки на всех стадиях культивиро-
вания, подвижные, (0,6—0,7) × (2—4) мкм, деление бинарное. Эндоспоры эллип-
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анаэроб. На агаризованной среде LB образует желтоватые, полупрозрачные, ги-
гантские, расползающиеся колонии с влажной, неоднородной, пупырчатой по-
верхностью. Положителен по каталазе, оксидазе, фосфатазе, в реакции с метило-
вым красным, восстанавливает нитраты в нитриты, образует ацетилметилкарби-
нол. Отрицателен в тестах на липолитическую активность, лецитиназу, уреазу, 
фенилаланиндезаминазу и аргининдекарбоксилазу, не образует индол, не утилизи-
рует цитрат, не гидролизует крахмал, казеин и желатин. Образует кислоту из глю-
козы, сахарозы, мальтозы, арабинозы, лактозы, ксилозы, но не маннита и рамнозы. 
Рост ингибируется в присутствии NaCl (5 %). Растет в диапазоне температур от 20 
до 55 °С и рН от 5,0 до 10,0, оптимальными являются температура 30—37 °С, рН 
5,0—7,0. ГЦ-состав 41,1 мол.%. Типовым штаммом является Dg-1009, коллекци-
онный номер ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора В-1092. 

P. formosus sp. nov. (штаммы K-58 и K-59, выделены из грязевой ванны вблизи 
гейзера Коварный). Наименование связано с особенностью морфологии клеток 
(formosus — стройный). Клетки палочковидные, грамотрицательные по окраске и 
строению клеточной стенки на всех стадиях культивирования, подвижные, удли-
ненные, (0,4—0,5) × (2—7) мкм, деление бинарное. Эндоспоры эллиптические, 
терминальные или субтерминальные, спорулирующие клетки укорочены, споран-
гий раздут. Факультативный анаэроб. На агаризованной среде LB образует мелкие, 
белесые, полупрозрачные колонии. Положителен по каталазе, оксидазе, фосфатазе, 
в реакции с метиловым красным, не восстанавливает нитраты в нитриты, не обра-
зует ацетилметилкарбинол. Отрицателен в тестах на липолитическую активность, 
лецитиназу, уреазу, фенилаланиндезаминазу, лизин-, орнитин- и аргининдекарбок-
силазу, не образует индол, не утилизирует цитрат, не гидролизует крахмал, казеин 
и желатин. Образует кислоту из глюкозы, сахарозы, лактозы, ксилозы, глицерина, 
но не маннита, рамнозы и арабинозы. Рост ингибируется в присутствии NaCl 
(1 %). Растет в диапазоне температур от 20 до 42 °С и рН от 6,0 до 11,0, оптималь-
ными являются температура 30 °С, рН 7,0—8,0. ГЦ-состав 45,4 мол.%. Типовым 
штаммом является штамм K-58, коллекционный номер ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора В-1137. 

1.2. BACILLUS THURINGIENSIS ÄÎËÈÍÛ ÃÅÉÇÅÐÎÂ (ÊÀÌ×ÀÒÊÀ).  
ÔÅÐÌÅÍÒÀÒÈÂÍÀß È ÀÍÒÈÌÈÊÐÎÁÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ 

Штаммы бактерии Bacillus thuringiensis (Bt), обладающие способностью фор-
мировать параспоральные кристаллические включения белковой природы [Feitel-
son et al., 1992], многие годы используются как основа биоинсектицидных препа-
ратов, т. е. для регулирования численности насекомых — вредителей сельского и 
лесного хозяйства [Hofte, Witheley et al., 1989; Wasano, 1998; Navon, 2000]. Кри-
сталлические белки, или δ-эндотоксины [Crickmore et al., 1998], обусловливают, 
главным образом, инсектицидную активность Bt, хотя многие штаммы этого вида 
продуцируют и другие факторы активности по отношению к насекомым. К ним 
относятся термостабильный β-экзотоксин, токсичный для насекомых, устойчивых 
к кристаллическим белкам Bt [Levinson, 1990]; лецитиназа (фосфолипаза С); про-
теазы; хитиназы и так называемые VIP-токсины, секретируемые во время фазы 
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1994]. Известно также, что различные подвиды Bt обладают избирательным дейст-
вием в отношении не только насекомых, но и микроорганизмов [Юдина, Бурцева, 
1997; Патогены…, 2001]. В последнее время открыты новые возможности приме-
нения Bt в пищевой промышленности [Ahern et al., 2003] и медицине [Ito et al., 
2004; Katayama, 2007]. Так, белки параспоральных включений ряда штаммов Bt 
демонстрируют цитотоксическую активность относительно опухолевых клеток. 

Поиск новых и описание перспективных для использования штаммов ведется 
постоянно и представляется актуальным. Наиболее продуктивными в этом отно-
шении являются необычные экологические ниши, такие как Кроноцкий заповед-
ник, с ослабленным антропогенным и техногенным влиянием. 

В образцах почвы, воды и осадков горячих источников Долины Гейзеров 
(Камчатка) в 2004 г. авторами были выделены образующие эндоспоры бактерии, 
продуцирующие необычные параспоральные кристаллические включения, как пра-
вило, сцепленные со спорой. Морфологические особенности выделенных штаммов 
были аналогичны свойствам спорообразующих бактерий, описанных ранее [Ram-
persad et al., 2005а], отнесенных в соответствии с результатами световой и элект-
ронной микроскопии клеток, SDS-PAGE, PCR-анализа, ДНК-гибридизации и био-
тестами к виду Bacillus thuringiensis [Rampersad et al., 2005b]. 

Поэтому цель настоящей работы состояла в сравнительном исследовании фе-
нотипических признаков, белкового состава параспоральных включений, инсекти-
цидной и антимикробной активностей кристаллосодержащих, спорообразующих 
штаммов Долины Гейзеров для уточнения их таксономического положения и вы-
яснения возможного биотехнологического применения. 

Исследуемые штаммы. Кристаллообразующие, содержащие эндоспоры бак-
терии (Dg-1011, Dg-1015, Dg-1018, Dg-1024, Dg-992, Dg-994, Gi-47, Gi-117, Gi-416, 
Gi-424, Gi-429, Gi-443, Gi-466, Gi-528, Gi-530, Gi-535, Gi-542, Gi-719) были обна-
ружены в пробах почвы, воды и осадков источников Долины Гейзеров при их вы-
севе на агаризованные среды РПА и LА со значениями рН 5,0, 7,0, 9,0 и темпера-
туре инкубирования 28—30 °С. Исследуемые образцы были взяты на удаленных 
друг от друга участках Долины, различавшихся значением рН, температурными 
условиями, составом произрастающих растений и другими характеристиками. Вы-
деленные штаммы бактерий депонированы в коллекции микроорганизмов ФГУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. 

Питательные среды: рыбный питательный агар (РПА, ФГУП НПО «Микро-
ген» МЗ РФ); среда LA (0,25 % LB «Difco», 1,7 % агара, дистиллированная вода — 
до 1 л); среда А (0,7 % пептона, 0,4 % рыбного гидролизата, 0,5 % NaCl, 1,7 % агара, 
дистиллированная вода — до 1 л); среда КФ (картофельный агар: пептон — 0,1 %, 
K2НРО4 — 0,04 %; агар — 1,9 %, картофельный отвар — до 1 л). Перед культивиро-
ванием в среду КФ добавляли 0,5 % стерильного 20%-го раствора глюкозы и 0,1 % 
стерильного 10%-го раствора MnSO4. Значение рН всех сред составляло 7,0—7,2. 

Изучение морфологических, физиологических и биохимических свойств 
микробных изолятов, проведение косвенных тестов на патогенность выполнено 
стандартными методами [Методы…, 1984]. Особенности морфологии клеток, 
форму и размеры параспоральных включений оценивали с помощью микроскопа 
Axioskop 40 (Carl Zeiss) при использовании фазово-контрастной микроскопии. 
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