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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Представители рода Pseudoxanthomonas, ранее преимуще-
ственно выделяемые из разных загрязненных почв, в настоящее время описы-
ваются как новый оппортунистический патоген человека.
Цель исследования. Биологическая характеристика, филогенетический 
анализ и определение белкового спектра для идентификации штамма 
P. kaohsiungensis, потенциально нового и редкого патогена человека.
Материалы и методы. Объектом исследования стал штамм P. kaohsiungensis 
IMB-1, выделенный от ребенка, который проходил лечение в стационаре город-
ского уровня. Выделение и культивирование штамма проводили на кровяном 
агаре. Изучали морфо-биохимические свойства. Для идентификации исполь-
зовали рибосомную филогению; дополнительно получали белковые спектры 
с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии.
Результаты. Со среды обогащения из образца ликвора были изолированы мел-
кие серые колонии. Морфология клеток – грамотрицательные палочки, окси-
дазо- и каталазо-положительные. Идентификация с помощью тест-системы 
NEFERMtest 24 не дала однозначный результат. Культура была чувствительна 
при повышенном режиме дозирования к триметоприму-сульфаметоксазолу. 
Белковый спектр с низкой степенью оценки и сходимостью показал первичную 
идентификацию как Stenotrophomonas maltophilia. По результатам секвениро-
вания по Сэнгеру была собрана последовательность гена 16S рРНК. Первичная 
идентификация по базе данных NCBI выявила максимальную гомологию с ти-
повым штаммом P. kaohsiungensis J36, которая составила 99,8 %. Белковые 
спектры, полученные с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии, были обра-
ботаны с использованием специализированного программного обеспечения 
Microbe Analysis и сформирован референсный белковый профиль для идентифи-
кации штаммов вида P. kaohsiungensis.
Заключение. Трудности в бактериологической идентификации клинических 
значимых новых штаммов бактерий, отсутствие референсных белковых 
спектров в базах данных подтверждают золотой стандарт молекулярных 
методов секвенирования и рибосомной филогении для точной идентификации 
и характеристики патогена. Полученные результаты подчеркивают острую 
необходимость в усилении геномного мониторинга и обновлении баз данных 
для быстрой идентификации условных патогенов.

Ключевые слова: Pseudoxanthomonas kaohsiungensis, условно-патогенные 
микроорганизмы, устойчивость к антимикробным препаратам, рибосомная 
таксономия, MALDI-TOF масс-спектрометрия
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RESUME

Background. Although previously isolated from contaminated soils, new opportu-
nistic human pathogens belonging to the genus Pseudoxanthomonas have been 
described. Analysis of the biological properties of a P. kaohsiungensis strain isolated 
from the blood indicated that it is a potential human pathogen in immunocompro-
mised patients and not merely a bacterium that produces biosurfactants in the envi-
ronment.
The aim. To conduct biological characterization, phylogenetic analysis, and protein 
spectroscopy to identify the P. kaohsiungensis strain, a potential new and rare human 
pathogen.
Materials and Methods. The P. kaohsiungensis strain IMB-1 was isolated from a child 
undergoing treatment in a city hospital. The strain was isolated and cultured on blood 
agar. Morphological and biochemical properties were studied. Ribosomal phylogeny 
was used for identification; additionally, protein spectra were obtained using MALDI- 
TOF mass spectrometry.
Results. Small gray colonies were isolated from an enrichment medium from cerebro-
spinal fluid sample. The cell morphology was Gram-negative rods, oxidase- and cata-
lase-positive. Identification using the NEFERMtest system was inconclusive. The strain 
was susceptible to increased doses of trimethoprim-sulfamethoxazole. Protein spec-
trum with a low score and convergence indicated a primary identification as Steno-
trophomonas maltophilia. A 1470-bp 16S rRNA gene sequence was assembled using 
Sanger sequencing. Primary identification using the NCBI database revealed 99.8 % 
homology to the type strain of the species P. kaohsiungensis. Protein spectra obtained 
using MALDI-TOF mass spectrometry were processed, and a reference protein profile 
was generated for identifying P. kaohsiungensis strains.
Conclusion. Difficulties in bacteriological identification of clinically significant new 
bacterial strains and the lack of reference protein spectra in databases highlight the im-
portance of genomic tools for accurate pathogen identification and characterization 
and confirm the gold standard of molecular sequencing and ribosomal phylogeny. 
The obtained results highlight the urgent need to strengthen genomic monitoring 
and update databases for the rapid identification of opportunistic pathogens.
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ОБОСНОВАНИЕ

Бактерии рода Pseudoxanthomonas впервые были 
выделены на предприятии по переработке отходов 
животного происхождения из экспериментальных био-
фильтров, используемых для очистки сточных газов. 
В 2000 году был описан новый род Pseudoxanthomonas 
с типовым штаммом Pseudoxanthomonas broegbernensis 
B1616/1T, который отличался от родов Xanthomonas, 
Stenotrophomonas и Xylella на основании различий про-
филей жирных кислот и рибосомной таксономии [1]. 
К бактериям рода Pseudoxanthomonas относятся мед-
ленно растущие аэробные, оксидазоположительные 
грамотрицательные палочки, образующие выпуклые 
колонии желтовато-бежевого цвета [1, 2]. Основным ре-
зервуаром местообитания этих бактерий являются поч
вы разного типа и с разной степенью антропогенного 
загрязнения, пресные, морские и минеральные воды, 
некоторые виды растений [3]. Особое внимание пред-
ставляют собой случаи выделения отдельных пред-
ставителей и описания нового вида из клинического 
материала [2, 4, 5]. Поэтому если ранее представители 
рода Pseudoxanthomonas воспринимались как микро-
организмы, связанные с антропогенным загрязнением 
почв, то в настоящее время их рассматривают как но-
вых оппортунистических патогенов человека [5, 6].

Бактерии вида P.  kaohsiungensis впервые были вы-
делены в 2005 году около города Kaohsiung (Гаосюн), 
расположенного на юге Тайваня из почвы загрязнен-
ной нефтью [7]. Выделенный штамм J36 хорошо рос 
на сложных питательных средах, не образовывал спор 
и был подвижен за счет одного полярного жгутика. 
Благодаря продукции внеклеточных веществ обладал 
эмульгирующей активностью и был устойчив к ами-
кацину, гентамицину, канамицину и стрептомицину 
[7]. В 2018 году этот же вид был выделен из крови ра-
ботника нефтеперерабатывающего завода города 
Kaohsiung [4]. Пациент в течение трёх лет проходил 
заместительную почечную терапию из-за пузырно-мо-
четочникового рефлюкса и жаловался на боль в груди. 
Длительность симптомов указывала на хроническую 
инфекцию, вызванную возбудителем с низкой виру-
лентностью. При этом возбудителя не удалось выде-
лить из перикардиальной жидкости, поскольку чашки 
Петри с агаром уничтожали после трех дней инкуба-
ции, а вид P.  kaohsiungensis характеризуется как мед-
ленно растущий. Микроорганизм был выделен толь-
ко из посевов крови и идентифицирован с помощью 
MALDI-TOF [4] и до настоящего времени является един-
ственным документально описанным клиническим 
случаем. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что P.  kaohsiungensis является потенциальным патоге-
ном человека у пациентов с ослабленным иммуните-
том, а не только бактерией, продуцирующей биосур-
фактанты в окружающей среде [4].

Таким образом, недостаточная изученность 
и потенциальная трудность идентификации видов 
рода Pseudoxanthomonas может приводить к недоо-
ценке вклада нетипичных возбудителей в развитие 

внутрибольничных инфекций, что диктует необходи-
мость проведения регулярного микробиологического 
мониторинга для предотвращения развития инфекций 
при оказании медицинской помощи [8].

Целью настоящего исследования стали биоло-
гическая характеристика, филогенетический анализ 
и определение белкового спектра для идентификации 
штамма Pseudoxanthomonas kaohsiungensis – потенци-
ального нового и редкого патогена человека.

МЕТОДЫ

Объект исследования
Объектом исследования стал штамм P. kaohsiungen-

sis IMB-1, выделенный от ребенка, который проходил 
лечение в стационаре областного уровня (Городская 
Ивано-Матренинская детская клиническая больница). 
Информация о пациентах после получения бактери-
альных культур обезличивалась, т.  к. основной целью 
исследования было изучение биологических свойств 
выделенных изолятов.

Идентификация микроорганизмов
Для лабораторного подтверждения клиническо-

го и эпидемиологического диагноза согласно МУК 
4.2.4067-24 проводился отбор спинномозговой жид-
кости (СМЖ, ликвор) [9], отобранная проба доставлена 
в бактериологическую лабораторию для микроско-
пического и бактериологического исследования. При 
проведении прямой световой микроскопии биома-
териала в 10 полях зрения микроорганизмы не были 
обнаружены.

Для бактериологического анализа 0,5  мл ликвора 
засевали в среду обогащения (сывороточный агар, СА, 
питательная среда, готовая к употреблению, произво-
дитель БиоВитрум, Россия) и доставляли в лаборато-
рию. При посеве 3–4 капли СМЖ вносили непосред-
ственно на питательные среды шоколадный агар (ША, 
питательная среда, готовая к использованию, произво-
дитель БиоВитрум, Россия) и кровяной агар (КА, пита-
тельная среда, готовая к использованию, производи-
тель БиоВитрумтм, Россия) в течение 1  ч после взятия 
образца. Посевы инкубировали при температуре 35–
37°C в течение 24–48 часов в атмосфере, содержащей 
5–10 % углекислого газа [9].

После контроля роста на плотных питательных 
средах проводили визуальную оценку выросших коло-
ний. Готовили мазок по Граму, определяли оксидазную 
и каталазную активность, тест Хью-Лейфсона. Затем 
проводили дальнейшую идентификацию возбудителя 
и определение чувствительности к антимикробным 
препаратам (АМП).

Для проведения теста на каталазу использовали 
3  % раствор перекиси водорода. С помощью иноку-
ляционной петли отбирали колонии с поверхности 
питательной среды, помещали на предметное стек-
ло, затем добавляли каплю раствора и смешивали 
с нанесенной на стекло культурой. Положительным 
результатом считали выделение пузырьков в капле. 



9090

ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2026, Vol. 11, N 2

Microbiology and virology Микробиология и вирусология

В качестве положительного контроля использовался 
штамм Staphylococcus aureus АТСС 25923, в качестве от-
рицательного контроля – Streptococcus pyogenes АТСС 
19615 (Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии (ФБУН ГНЦ ПМБ) Госу-
дарственная коллекция патогенных микроорганизмов 
и клеточных культур «ГКМП-Оболенск»).

Для проведения оксидазного теста использова-
ли тест-полоски OXItest производства Erba Lachema 
(Чехия). Суточную культуру микроорганизма нано-
сили деревянной зубочисткой на тест-полоску, учет 
результатов реакции проводили через 5–10  с после 
нанесения. Положительной реакцией считали окра-
шивание тест-полоски в синий или фиолетовый цвет 
за счет образования индофенола. При отрицательной 
реакции изменения цвета не происходило. В каче-
стве контроля использовали Pseudomonas aeruginosa 
27853 (положительный контроль) и Escherichia coli ATCC 
25922 (отрицательный контроль) (Государственный 
научный центр прикладной микробиологии и биотех-
нологии (ФБУН ГНЦ ПМБ) Государственная коллекция 
патогенных микроорганизмов и клеточных культур 
«ГКМП-Оболенск»).

Тест Хью-Лейфсона (НИЦФ, Санкт-Петербург) пред-
назначен для определения типа ферментации углевода 
(глюкозы и лактозы) грамотрицательными бактериями 
в аэробных и анаэробных условиях. Положительной 
реакцией считали разложение глюкозы и пожелтение 
среды. При ферментации кислота продуцируется в аэ-
робных и анаэробных условиях (пожелтение всего стол-
бика среды). При окислении кислота образуется только 
в открытой среде (пожелтение верхнего слоя среды), 
под слоем масла цвет среды не изменяется. Другие ми-
кроорганизмы не вызывают изменения среды под мас-
лом и дают щелочную реакцию открытой среды.

Дальнейшую идентификацию культуры проводили 
с помощью тест-системы для идентификации нефер-
ментирующих грамотрицательных бактерий (НГОБ), 
NEFERMtest 24, производства Erba Lachema (Чехия).

Идентификацию масс-спектрометрическим мето-
дом MALDI-TOF проводили на приборе Smart MS 5020 
(Zhuhai DL Biotech, Китай).

Определение чувствительности к АМП проводили 
согласно критериям EUCAST, v.15.0 [10]. Использовали 
диски с АМП производства HiMedia Laboratories Pvt. 
Ltd. (Индия) и Bio-Rad (Франция).

Белковое профилирование с помощью MALDI-
TOF масс-спектрометрии

Для белкового профилирования культуру выра-
щивали на кровяном агаре. Биомассу клеток анализи-
руемого штамма из отдельной колонии суспендиро-
вали в 150  мкл деионизованной воды. К полученной 
суспензии добавляли 450  мкл 96  % этанола, центри-
фугировали на настольной центрифуге при 13 400 об/
мин в течение 2  мин. Супернатант удаляли, к осадку 
добавляли 10  мкл 70  % муравьиной кислоты и пере-
мешивали до его полного растворения. К полученно-
му раствору добавляли равный объём ацетонитрила, 
аккуратно перемешивали и центрифугировали 2 мин 

при 13  400  об/мин. Надосадочную жидкость перено-
сили в новую пробирку и использовали для дальней-
ших исследований.

Для приготовления мишени для белкового профи-
лирования использовали коммерческий набор «MALDI-
TOF проба» (Литех, Россия). В лунку мишени наносили 
1 мкл супернатанта, подсушивали на воздухе, затем на-
носили 1  мкл матрицы (α-циано-4-гидроксикоричная 
кислота). Анализ проводили масс-спектрометрическим 
методом MALDI-TOF на приборе Smart MS 5020 (Zhu-
hai DL Biotech, Китай) в диапазоне масс 3  000–20  000 
Да с первичной идентификацией согласно базе данных 
прибора (v. 20250409).

Полученные спектры подвергали обработке с ис-
пользованием специализированного программного 
обеспечения Microbe Analysis v.1.1.1.1 для построения 
референсных профилей и последующей идентифика-
ции микроорганизмов.

Молекулярно-генетический анализ
Для выделения геномной ДНК культуру выращи-

вали на кровяном агаре. С агаризованной среды сни-
мали по штриху несколько колоний и использовали 
для выделения ДНК. Выделение ДНК чистой культуры 
исследуемого штамма проводили с помощью коммер-
ческого набора реагентов «ДНК-сорб-B» (АмплиСенс®, 
Россия). Для этого бактериальные клетки суспенди-
ровали в 100 мкл стерильного физиологического рас-
твора и обрабатывали лизирующим раствором при 
65°С в течение 5 мин. ДНК осаждали на сорбенте, после 
чего трижды промывали от несвязанного материала. 
Очищенную ДНК элюировали в ТЕ-буфере.

Практически полноразмерную последовательность 
гена 16S рРНК получали путем проведения нескольких 
ПЦР с использованием консервативных бактериальных 
праймеров (табл.  1). Для получения перекрывающих-
ся фрагментов использовали следующие пары прай-
меров: 27F–500R, 27F–1000R, 500F–1230R, 800F–1350R, 
800F–1542R. Реакционную смесь для ПЦР готовили на ос-
нове коммерческого набора “Encyclo Polymerase” (Евро-
ген, Россия), содержащего 50× смесь термостабильных 
ДНК-полимераз с «горячим стартом» и 10× Encyclo бу-
фер. Дополнительно добавляли смесь дезоксинуклео
зидтрифосфатов до конечной концентрации 0,2  мМ 
каждого, праймеры – до 1 пМ и матричную ДНК – до кон-
центрации 0,5 нг/мкл. ПЦР проводили в амплификаторе 
«ДТпрайм» (ДНК-Технология, Россия) в следующем режи-
ме: первый цикл 95°C, 5 мин; 25 циклов: 94°C, 30 c, 60°C, 
30 c, 72°C, 30–60 с (в зависимости от длины амплифици-
руемого фрагмента); последний цикл 72°C, 5 мин.

ПЦР-продукты анализировали с помощью гель-
электрофореза в 1  % агарозном геле, окрашенном 
бромистым этидием (10  мг/мл) для дальнейшей ви-
зуализации ДНК на трансиллюминаторе. Для опре-
деления размера ампликона использовали маркер 
молекулярного веса «GeneRuler 100 bp DNA Ladder» 
(Thermo Scientific, США), который имеет линейку фраг-
ментов от 100 до 1500 п. н. с шагом 100 п. н. Вырезан-
ные из агарозного геля ампликоны очищали методом 
вымораживания-оттаивания.
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Сиквенсную реакцию каждого ампликона вели 
на одном из праймеров (табл.  1) с использованием 
набора реагентов «Brilliant Dye Cycle Sequencing Kit v. 
3.1» (NimaGen, Нидерланды) в следующем режиме: пер-
вый цикл 96°C, 45 с; 25 циклов 96°C, 10 c; 50°C, 5 c; 60°C, 
4 мин. Очистку продуктов сиквенсной реакции прово-
дили методом переосаждения ДНК этанолом.

Секвенирование методом капиллярного электро-
фореза проводили на генетическом анализаторе «На-
нофор-05» (Синтол, Россия).

Рибосомная таксономия
Коррекцию полученных последовательностей 

и сборку полного гена 16S рРНК проводили вручную 
в программе Bioedit v. 7.7 [11]. Видовую идентификацию 
исследуемого штамма проводили путем сравнительно-
го анализа полученной последовательности гена 16S 
рРНК с последовательностями базы данных «16S ribo-
somal RNA sequences (Bacteria and Archaea)» NCBI (Na-
tional Center for Biotechnology Information) с помощью 
инструмента BLASTn [12].

Для филогенетического анализа из базы данных 
LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in Nomen-
clature) [13] были отобраны последовательности гена 
16S рРНК типовых штаммов 27 видов рода Pseudox-
anthomonas (табл.  2). Дополнительно из базы данных 
NCBI были выбраны последовательности гена 16S рРНК 
штаммов вида P. kaohsiungensis, длина которых больше 
1400 п. н.

Множественное выравнивание последовательно-
стей проводили в программе MEGA v.12 [14] с примене-
нием алгоритма ClustalW. Филогенетические деревья 
реконструировали в программе MEGA v.12 с примене-
нием метода ближайших соседей (англ., Neighbor-join-
ing, NJ) [15]. Статистическую поддержку топологии 
деревьев оценивали методом бутстрэп с числом ре-
плик  – 1000. Для укоренения филогенетического де-
рева в качестве внешней группы использовали после-
довательность гена 16S рРНК Bacillus subtilis IAM 12118 
(AB042061).

Исследование выполнено в рамках госзадания 
№  126020216227-3 (одобрено этическим комитетом 
ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ протокол № 9 от 15.12.2025 г.) с ис-
пользованием оборудования ЦКП «Центр разработки 
прогрессивных персонализированных технологий 
здоровья» и УНУ «Коллекция микробиоты человека 
Иркутской области» ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ, г. Иркутск.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Культивирование штамма P. kaohsiungensis IMB-1
После непосредственного посева исследуемого 

образца ликвора на КА и ША роста через 24 часа не об-
наружено. Посевы оставлены в термостате при 37°C 
в атмосфере, содержащей 5–10 % углекислого газа еще 
на 24 часа. Визуального роста также не обнаружено.

Образец ликвора был пересеян со среды обогаще-
ния после культивирования 24 часа при 37°C в атмос-
фере, содержащей 5–10 % углекислого газа на КА и ША. 
Еще через 24 часа на питательных средах обнаружены 
мелкие серые колонии. При дальнейших пересевах 
культура вырастала в аэробных условиях через 48 ча-
сов, образуя колонии серо-белого цвета.

В мазке по Граму – грамотрицательные па-
лочки. Тесты на оксидазную и каталазную ак-
тивность – положительные. Тест Хью-Лейфсона 
на окисление/ферментацию: окисление глюкозы – от-
рицательный, окисление лактозы – положительный, 
ферментация – отрицательный.

Идентификация с помощью тест-системы 
NEFERMtest 24:

OXI (Оксидаза) – положительный; URE (Уреаза)  – 
отрицательный; LAC (Лактоза) – отрицательный; GAL 
(Галактоза) – отрицательный; ARG (Аргинин) – отри-
цательный; MAN (Маннитол) – отрицательный; MLT 
(Мальтоза)  – отрицательный; ORN (Орнитин) – отрица-
тельный; TRE (Трегалоза) – отрицательный; CEL (Целло-
биоза) – отрицательный; LYS (Лизин) – отрицательный; 

ТАБЛИЦА 1

СТРУКТУРЫ ПРАЙМЕРОВ, ИСПОЛЬЗОВАННЫХ 
В РАБОТЕ, И РАЗМЕР СООТВЕТСТВУЮЩИХ 
АМПЛИКОНОВ

TABLE 1

STRUCTURES OF PRIMERS USED IN THE WORK AND 
THE SIZE OF THE CORRESPONDING AMPLICONS

Примечание: * – праймер, который использовали в сиквенсной реакции.

Название праймера Нуклеотидная структура (5’–3’) Длина ПЦР-продукта, п. н.

27F* AGAGTTTGATCATGGCTCAG
493

500R TTACCGCGGCTGCTGGFACG

27F AGAGTTTGATCATGGCTCAG
993

1000R* CCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC

500F GTGCCAGCAGCCGCGGTAA
749

1230R* CATTGTAGCTCGTGTGTAGCCC

800F AGGATTAGATACCCTGGTAGTC
572

1350R* CTTGTACACACCGCCCGTC

800F AGGATTAGATACCCTGGTAGTC
764

1542R* AAGGAGGTGATCCAGCCS
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XYL (Ксилоза)  – положительный; SUC (Сахароза)  – от-
рицательный; AAM (Ацетамид) – отрицательный; ARA 
(Арабиноза) – положительный; INO (Инозитол) – от-
рицательный; BGL (ß-глюкозидаза) – положительный; 
AGA (α-галактозидаза)  – положительный; GGT (γ-глу-
тамилтрансфераза)  – положительный; NAG (N-аце-
тил-ß-D-глюкозаминидаза)  – отрицательный; BGA 
(ß-галактозидаза)  – положительный; PHS (phosphatase 
production)  – положительный; SCI (Цитрат Симмонса)  – 
отрицательный; MAL (Maлонат) – отрицательный; ESL 
(Эскулин) – положительный. Код профиля по Кодовой 
книге для НЕФЕРМтест24 100022764, что соответство-
вало видам Chryseobacterium indologenes, Sphingomonas 
paucimobilis и Vibrio hollisae.

Выбор АМП для определения чувствительности 
был ограничен предполагаемым видом микроорга-
низма  – Stenotrophomonas maltophilia, к которому со-
гласно критериям EUCAST для ДДМ рекомендован 

1  в соответствии со списком LPSN, URL: https://lpsn.dsmz.de//�

один антибиотик – триметоприм-сульфаметоксазол 
1,25/23,75. Культура была чувствительна при увеличен-
ной экспозиции к триметоприму-сульфаметоксазолу, 
зона задержки роста составила 26 мм.

Таким образом, рутинными методами провести 
корректную идентификацию с точным определением 
вида микроорганизма было невозможно.

Для дальнейшей идентификации использовали 
MALDI-TOF спектрометрию. Выделенный штамм куль-
тивировали в обычной атмосфере на КА в течение 48 
часов, отбирали изолированные колонии серо-белого 
цвета.

Идентификация штамма P. kaohsiungensis IMB-1 
с помощью масс-спектрометрии

MALDI-TOF масс-спектрометрия была использована 
для анализа белкового спектра штамма P. kaohsiungensis 
IMB-1 и его сравнения с актуальной базой данных при-
бора Smart MS 5020. Белковый спектр с низкой степенью 

ТАБЛИЦА 2

СПИСОК ВИДОВ РОДА PSEUDOXANTHOMONAS1, 
ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ДЛЯ РИБОСОМНОЙ 
ТАКСОНОМИИ

TABLE 2

LIST OF SPECIES OF THE GENUS 
PSEUDOXANTHOMONAS USED FOR RIBOSOME 
TAXONOMY

Название Номенклатурный статус

Pseudoxanthomonas arseniciresistens Mohapatra et al. 2020 Валидирован

“Pseudoxanthomonas beigongshangi” Sun et al. 2021 Не валидирован

Pseudoxanthomonas broegbernensis Finkmann et al. 2000 Валидирован

“Pseudoxanthomonas byssovorax” Okeke and Lu 2011 Не валидирован

“Pseudoxanthomonas composti” Lin et al. 2019 Не валидирован

Pseudoxanthomonas daejeonensis Yang et al. 2005 Валидирован

Pseudoxanthomonas dokdonensis (Yoon et al. 2006) Lee et al. 2008 Валидирован

Pseudoxanthomonas gei Zhang et al. 2014 Валидирован

Pseudoxanthomonas helianthi Kittiwongwattana and Thawai 2016 Валидирован

“Pseudoxanthomonas humi” Akter et al. 2015 Не валидирован

“Pseudoxanthomonas icgebensis” Rani et al. 2010 Не валидирован

Pseudoxanthomonas indica Kumari et al. 2011 Валидирован

Pseudoxanthomonas japonensis Thierry et al. 2004 Валидирован

“Pseudoxanthomonas jiangsuensis” Wang et al. 2011 Не валидирован

Pseudoxanthomonas kalamensis Harada et al. 2006 Валидирован

Pseudoxanthomonas kaohsiungensis Chang et al. 2005 Валидирован

Pseudoxanthomonas koreensis Yang et al. 2005 Валидирован

Pseudoxanthomonas mexicana Thierry et al. 2004 Валидирован

Pseudoxanthomonas putridarboris Lee et al. 2017 Валидирован

Pseudoxanthomonas sacheonensis Lee et al. 2008 Валидирован

Pseudoxanthomonas sangjuensis Kim et al. 2015 Валидирован

Pseudoxanthomonas spadix Young et al. 2007 Валидирован

Pseudoxanthomonas suwonensis Weon et al. 2006 Валидирован

Pseudoxanthomonas taiwanensis Chen et al. 2002 Валидирован

Pseudoxanthomonas winnipegensis Bernard et al. 2020 Валидирован

Pseudoxanthomonas wuyuanensis Li et al. 2014 Валидирован

Pseudoxanthomonas yeongjuensis Yoo et al. 2007 Валидирован
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оценки от 1,41 до 1,49 и сходимостью от 49,76 до 52,59 % 
показал первичную идентификацию как S.  maltophilia 
штаммы 300851, 105626 и 105622. Спектр отличался на-
личием дополнительных пиков разной интенсивности 
при разном соотношении масса/заряд (m/z) для отдель-
ных частиц (рис. 1).

Для построения референсного профиля получен-
ные спектры подвергали обработке с использованием 
специализированного программного обеспечения Mi-
crobe Analysis и депонировали в базу данных прибора, 
чтобы использовать для последующей идентификации 
бактерий этого вида.

Рибосомная таксономия штамма P.  kaohsiun-
gensis IMB-1

По результатам секвенирования полученных ам-
пликонов была собрана последовательность гена 16S 
рРНК длиной 1470  п.  н. Первичная идентификация 
по базе данных NCBI выявила максимальную гомоло-
гию с типовым штаммом P.  kaohsiungensis J36, которая 
составила 99,8  % (табл.  3). Длина общего фрагмента 

составила 1422  п.  н., в последовательности гена 16S 
рРНК P.  kaohsiungensis IMB-1 определены три замены: 
A→C (102), T→C (639), G→C (1289).

Для уточнения таксономического положения 
была проведена рибосомная филогения, в которой 
были использованы не только последовательности 
гена 16S рРНК типовых штаммов рода Pseudoxan-
thomonas, но и имеющиеся в базе данных последова-
тельности штаммов вида P.  kaohsiungensis, не смотря 
на их длину. На момент проведения рибосомной так-
сономии род Pseudoxanthomonas включал 21 валидно 
зарегистрированный вид и шесть охарактеризованных, 
но не валидированных видов (табл.  2). Дополнительно 
были включены четыре последовательности штаммов, 
идентифицированных как P.  kaohsiungensis: P.  kaohsi-
ungensis M9 (PV154027), P.  kaohsiungensis MMS17-SY254 
(MG385712), P. kaohsiungensis MadaFrogSkinBac.DB-.2342 
(MF526104) и P. kaohsiungensis DBTP12 (OL468272).

На филогенетическом дереве последовательность 
гена 16S рРНК штамма P.  kaohsiungensis IMB-1 попала 

ТАБЛИЦА 3

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ШТАММА P. KAOHSIUNGENSIS 
IMB-1 НА ОСНОВАНИИ СРАВНЕНИЯ 
С РЕФЕРЕНСНЫМИ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЯМИ 
ИЗ БАЗЫ ДАННЫХ NCBI

TABLE 3

IDENTIFICATION OF P. KAOHSIUNGENSIS 
STRAIN  IMB-1 BASED ON COMPARISON WITH 
REFERENCE SEQUENCES FROM THE NCBI DATABASE

РИС. 1. 
Белковый спектр штамма Pseudoxanthomonas kaohsiungensis 
IMB-1. В качестве референсного спектра приведен белковый 
спектр штамма Stenotrophomonas maltophilia 300851 из базы 
данных прибора Smart MS 5020

FIG. 1. 
Protein spectrum of Pseudoxanthomonas kaohsiungensis strain 
IMB-1. The protein spectrum of Stenotrophomonas maltophilia 
strain 300851 from the Smart MS 5020 database is used as a refer-
ence spectrum

Название гомолога Номер в базах данных Genbank / EMBL Процент гомологии

Pseudoxanthomonas kaohsiungensis J36 NR_043070 / AY650027 99,8

Pseudoxanthomonas koreensis T7-09 NR_042972 / AY550263 99,1

Pseudoxanthomonas daejeonensis NBRC 101159 NR_113984 / AB681401 98,8

Pseudoxanthomonas suwonensis 4M1 NR_043276 / AY927994 98,5

Pseudoxanthomonas jiangsuensis waxT NR_132712 / FJ796079 98,0

Pseudoxanthomonas broegbernensis B1616/1 NR_025306 / AJ012231 97,4

Pseudoxanthomonas icgebensis ICGEB-L15 NR_116834 / FJ838784 97,4

Pseudoxanthomonas sangjuensis 5GH38-5 NR_137263 / KJ607172 97,3

Pseudoxanthomonas japonensis NBRC 101033 NR_113972 / AB681337 97,1

Pseudoxanthomonas mexicana AMX 26B NR_025105 / AF273082 97,0
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в кластер, сформированный типовым штаммом этого 
вида и последовательностями других штаммов этого 
же вида (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

В экспериментальном исследовании новый штамм, 
выделенный из образца ликвора ребенка, был иден-
тифицирован как вид Pseudoxanthomonas kaohsiun-
gensis на основе рибосомной таксономии. Следует 
отметить, что степень гомологии с типовым штаммом 
традиционно используется для оценки уровня так-
сономического сходства. Недавно были предложены 
обновленные пороговые значения для классифика-
ции прокариот и идентификации новых таксонов [16]. 
На массиве данных 19 556 типовых штаммов показано, 

что последовательности гена 16S рРНК одного и того 
же вида имели как минимум 97,2–100 % идентичности, 
а 90,1–99,0 % – для рода [16]. При этом отмечено, что гра-
ницы пороговых значений перекрываются и должны 
интерпретироваться вместе с другими данными при 
описании вида [16]. Гомология гена 16S рРНК штамма 
IMB-1 с последовательностью типового штамма вида 
P. kaohsiungensis J36 составила 99,8 %, что попадает в по-
роговые значения для классификации вида. Построе-
ние филогенетических взаимосвязей подтверждает эту 
идентификацию, на филогенетическом дереве после-
довательности гена 16S рРНК двух штаммов IMB-1 и ти-
пового J36 сформировали общий кластер.

Среди основных биологических свойств 
штамма IMB-1 следует отметить медленный рост 
на питательных средах, наличие таких ферментов 
как оксидаза, каталаза, ß-глюкозидаза, α-галактозидаза, 

РИС. 2. 
Рибосомная филогения бактерий рода Pseudoxanthomonas. 
Филогенетический анализ проведен с применением метода 
ближайших соседей, статистическую поддержку топологии 
деревьев оценивали методом бутстрэп с числом реплик – 
1000. Масштаб обозначает 2 замены на каждые 100 п. н.

FIG. 2. 
Ribosomal phylogeny of bacteria in the genus Pseudoxanthomon-
as. Phylogenetic analysis was performed using the neighbor-joining 
method; statistical support for tree topology was estimated using 
the bootstrap method with a replicate count of 1000. The scale bar 
represents two substitutions per 100 bp.
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γ-глутамилтрансфераза, N-ацетил-ß-D-глюкозаминида-
за и ß-галактозидаза, способность метаболизировать 
арабинозу и эскулин, продуцировать фосфатазу. При 
определении чувствительности к АМП диско-диффу-
зионным методом согласно критериям EUCAST штамм 
показал чувствительность при повышенном режиме 
дозирования к триметоприму-сульфаметоксазолу. 
Типовой штамм этого вида выделен из почвы, загряз-
ненной отходами нефтеперерабатывающего предпри-
ятия возле города Kaohsiung. Штамм продуцировал 
внеклеточные биосурфактанты, обладал эмульгирую-
щей активностью и был устойчив к аминогликозидам 
[7]. Описан единственный клинический случай, когда 
через 13 лет после описания типового штамма вида 
P.  kaohsiungensis, потенциально патогенный штамм 
был выделен из крови работника этого же нефтепе-
рерабатывающего завода, демонстрируя нетипичную 
картину хронической инфекции, вызванную возбу-
дителем с низкой вирулентностью [4]. Тестирование 
изолята на чувствительность к антибиотикам соглас-
но клиническим и лабораторным стандартам (Clinical 
and Laboratory Standards Institute, CLSI) для бактерий, 
не относящихся к семейству Enterobacteriaceae, вклю-
чая Pseudomonas  spp., позволило определить проме-
жуточную чувствительность к амикацину, азтреонаму 
и гентамицину, при этом МИК для этих АМП были 32, 16 
и 8 мг/л соответственно [4].

Особый интерес представляют случаи выделе-
ния и идентификации новых штаммов бактерий рода 
Pseudoxanthomonas из клинического материала, когда 
ранее охарактеризованный на основе биологических 
и молекулярных свойств валидированный природ-
ный штамм оказывается близким по своим свойствам 
к штаммам, выделенным внутри больничной среды [2, 
4, 5]. Thierry S. et al. были охарактеризованы мезофиль-
ные бактерии, выделенные из анаэробного реактора, 
мочи человека и загрязненной почвы [2]. Два изоля-
та AMX 26BT и UR374_02 продемонстрировали 100  % 
сходство последовательности гена 16S рРНК, близкие 
хемотаксономические и биохимические свойства, 
на основании которых авторы описали новый вид Pseu-
doxanthomonas mexicana, включающий штаммы AMX 
26BT (типовой штамм) и UR374_02 [2]. Следует отметить, 
что штамм P. mexicana UR374_02 был выделен из мочи 
10-летнего мальчика с множественными катетеризаци-
ями и случайными инфекциями мочевыводящих путей 
в Германии [2]. В последующих исследованиях было по-
казано, что P. mexicana может быть источником метал-
ло-β-лактамазы blaAIM-1, редкого гена резистентности, 
который на сегодняшний день был обнаружен только 
у Pseudomonas aeruginosa [17]. Другим коллективом ав-
торов были проанализированы 12 изолятов, получен-
ные от десяти пациентов, которые были направлены 
в Национальную микробиологическую лабораторию 
Канады в течение 7 лет [5]. На основании данных пол-
ногеномного секвенирования, MALDI-TOF, анализа 
жирных кислот, авторы описали новый вид Pseudoxan-
thomonas winnipegensis  sp.  nov. Тестирование чувстви-
тельности к антимикробным препаратам показало, 

что все штаммы были чувствительны к большинству 
антибиотиков, но для некоторых штаммов P.  winnipe-
gensis наблюдались промежуточные/резистентные 
значения для меропенема и имипенема. МИК варьи-
ровали для большинства изученных антимикробных 
препаратов, для которых отсутствовали пороговые 
значения. Все штаммы имели высокие значения МИК 
по отношению к нитрофурантоину, обычно используе-
мому для лечения инфекций мочевыводящих путей.

У нового штамма, выделенного в нашем исследо-
вании из образца ликвора ребенка, принадлежность 
к виду P.  kaohsiungensis однозначно подтверждена 
на основании рибосомной таксономии. Однако, бел-
ковые спектры, полученные с помощью MALDI-TOF 
масс-спектрометрии, с низкой степенью оценки ука-
зывали на вид S.  maltophilia, что потребовало, после 
подтверждения видовой принадлежности секвени-
рованием, вручную сформировать референсный бел-
ковый профиль для идентификации штаммов вида 
P. kaohsiungensis.

Очевидно, что требуются дополнительные иссле-
дования для определения истинной клинической зна-
чимости штамма P. kaohsiungensis IMB-1, также как и его 
патогенетического потенциала. Использование пол-
ногеномного секвенирования позволит определить 
основные маркеры патогенности, вирулентности, ре-
зистентности к антимикробным препаратам и стрессо-
вым факторам окружающей среды, а также спрогнози-
ровать метаболический профиль [18-21].

Описание биологических свойств и потенциаль-
ных маркеров патогенности, вирулентности и устой-
чивости к антимикробным препаратам для новых 
штаммов, идентифицированных в известных таксонах 
микроорганизмов, представляет актуальную инфор-
мацию для клинических лабораторий и способствует 
выбору клинически значимых тестов для определения 
чувствительности к антимикробным препаратам. Ин-
формируя практикующих врачей о появлении новых 
вирулентных видов с нетипичными фенотипически-
ми профилями, научные исследования способствуют 
пониманию этиологии и эпидемиологии заболеваний 
и подтверждаются результатами исследований влия-
ния близлежащего или отдаленного микробиома в не-
инфекционных системах [22].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Инфекции, вызванные бактериями рода Pseudoxan-
thomonas, являются редкими, и как правило, связаны 
с серьезными заболеваниями у пациентов с компро-
метированной иммунной системой. Не смотря на то, 
что бактерии рода Pseudoxanthomonas – не широко 
известные патогены, исследования их биологических 
свойств необходимы для понимания патогенетическо-
го потенциала к приобретению множественной лекар-
ственной устойчивости и вирулентности.

Таким образом, трудности в бактериологической 
идентификации клинически значимых новых видов 
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бактерий, отсутствие референсных белковых спектров 
в базах данных диктуют необходимость применения 
геномных инструментов для точной идентификации 
и характеристики патогена и подтверждают золотой 
стандарт молекулярных методов секвенирования и ри-
босомной таксономии. Полученные результаты под-
черкивают острую необходимость в усилении геномно-
го мониторинга и обновлении баз данных для быстрой 
идентификации условных патогенов. Эти усилия необ-
ходимы для смягчения растущей угрозы устойчивости 
к противомикробным препаратам и улучшения страте-
гий инфекционного контроля.
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