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Актуальность проблемы. Ыетанотрофы являются фкзкодогачес-
ки и таксовомическн единой группой микроорганизмов. Она обла­
дают специфическими морфологическими, физиологическими к био­
химическими признаками. Им принздоюжит важная роль в кругово­
роте углерода биосфера. 
Кроме того, облкгатяые метанотрофные бактерии представляют 
значительный практический интерес. В настоящее время существу-
ют реальные перспективы использования этих микроорганизмов в 
различных областях биотехнология - для производства бедка и 
полисахаридов из природного газа, для снижения содержания ме­
тана в угольных пахтах, для биотрансформации различных угле­
родных соединений с цель» получения полезных химических взцесзв 
и при создании микробиологических топливных алементов. 

За последние года из разнообразных природных субстратов 
выделено большое число культур метанокисляндах микроорганиз­
мов. Однако общепринятая идентификация метанотрофов по сово­
купности признаков трудоемка, а отсутствие полных видовых ди­
агнозов не всегда позволяет однозначно дифференцировать эти 
бактерии. В связи с этим являются актуальными поиск к разра­
ботка доступных экспресс-методов диагностики метанотрофов, п 
в частности применение для этой цеди методов серодиагностика. 

Состояние водтюса. паль и задачи исследования. В настоя­
щее время описано 26 видов облигатных ыетанотрофннх бактерий. 
Однако таксономия этих микроорганизмов все еще оставтся в не-»* 
которой степени неопределенной. Классификационная система, 
предложенная Виттенбари, Фглднпсом и Уилкансоном (wm **еиЬсит» 
Phill ips a» Wilkinson, 1970) практически признается всеми 
исследователями, но она не имеет статуса официальной, в то 
время как в восьмом изданиа определителя Берти при классифи­
кации метанотрофов не учтены их биохимические и ультраструк­
турные различия. Четкая: и быстрая идентификация метанотрофов 
осуцествляется на основе жирно-кислотного и фосфолипвдного 
состава клеток метанотрофов (Андреев и Гальченко, 1978, 1Э79), 
их белковых спектров (Гальченко, Нестеров, 1981). Однако наз­
ванные подхода позволяют проводить идентификацию метанотрофов 
только в чистых кудтлураж. Поэтому в экологических иссладова-. 
ниях эти метода невримекямн.. Несмотря йа то, что в литературе 

: имеется многочислеггзнй дуоликации о применении серодяагв'астж-
кв для идентификаци* различных микроорганизмов, в отношении 
«етано^рофо^сдуйазиована-лвга-две-ртатьио 

овдява возможностей ис~ 
пользованкй| c^poxon^eossoE ке««дрв ув? решения saga? UQ так-и:";»»-



сономии и экологии метанотрофов. 
Основные задачи исследования СОСТОЯЛИ В следующем: 
1. разработать схему иммунизации животных антигенным ма­

териалом метанотрофов и получить специфические догдунные case— 
рот?»'с достато^шо.Ейсокими титрами. • • * 

2. определять основные серологические свойства метано-. 
трофных- бактерий. ;::-'". 

3. Уточнить таксономическое положение метанотрофов ;серо-
логическими методами. . 

4 . , оценить возможность использования серологических: ме— 
тодсв для идентификации метанотрофов в чистых, культурах и в ; 
пдирещянх образцах. ' V '"-V''. 

Научная новизна.. Разработан способ иммунизации животных-
комплексными антигенами метанотрофов. Получены иммунные; сыво-
ротки к 32 штаммам метанотрофов с достаточно высоюся титрами 
и четкой ввдово? спедафачностьо.. Изучены иаглуногенЕость и ан­
тигенная специфичность более. 70 штаммов метанотрофов. Получен­
ные при использовании серологических методов результаты позво­
лили уточнить существующую классификационную систему метано-. 
трофных бактерий, и разработать метода идентификации метанотро­
фов в природных экосистемах. 

Ппатагичео/кая нечностъ. Разработанные, методы серодиагнос­
тики могут быть применены' для быстрой идентификации меданотро— 
$оа ери тьсаользовании этих микрооргазаз»г.в в различных облас­
тях биотехнологии,. а также при. изучении их аутоэкодогии. . . 

Аптюбашгя работы.. «Сериалы диссертации доложены на кон­
ференциях молодых ученых Макеевского научнонясеслед бвательско-
го института по безопасности горных -работ (г. Макеевка^ 1978 
т.># ^института иикробаологги>и вирусологии им:.Д.К.Заболотно^'. . 
го (г. Киев, 1981 г . ) , Шститута • биохимии и физиологии мшерс— 
организмов АН ССОТ(г«Щ^йо. 1982 г . ) , на У1 съезде Всесоюз­
ного микробиолдгического^щества (г.Рига, 1980 г . ) , яа науч­
ной конференции по итогам-яаучно-исеяедовательсках работ Дон 
Ш {г.Донецк, 1982 г'Л'-.на расширенном заседании кафедры мик­
робиологии Донецкого государственного медицинского института 
ии.К.Горькото. (г.Донецк, 1982 г . ) . Диссертация апробирована 
на объединенном семинаре лаборатории анатомии и биофизики мик-: 

роорганиамов и лаборатории биогеохимии ШЗйА АН СССР 30 июня 
1983 г. '..•.•/- - ••..'. Ч-'ч.'• к ' . . 

Место проведения работы. Работа проводилась в IS&cij^T/THf 
йжсжЕша ж физиологии микроорганизмов АН СССР в: лаборатории * 
биогеохимик (заведупций лабораторией — чл.корр.. Afr СССР, док—.'• 



тор биол. наук М.В.Иванов). Некоторые разделы работы выполне­
ны в Донецком государственном медицинском институте им.М.Горь-
кого на кафедре микробиологии {заведующий кафедрой-заслужен-
ный деятель науки УССР, доктор мед.наук, проф; Т. П.Кондратен­
ко) и 14акеевском научно-исследовательском институте по безопас­
ности горных работ в лаборатории "Управления состоянием масси­
ва горных пород" (заведущий лабораторией — кандидат техничес­
ких наук В.А.Громов). Ряд лабораторных работ проводили сов­
местно с В.Ф.Гальченко. -

Структура и объем работы. Диссертацияизясншана 147 стра­
ницах мазгснописного текста, включая 19 таблиц, 18 рисунков и 
состоит из введения, 6 глав, обсуждения результатов и выведав. 
Список литературы включает 357 работ, из них 127 отечествен­
ных и 230 зарубежных. • . 

Объекты и методы исследований 
?Лкктхюрганизмы и их культивитювание. В работе для полу­

чения иммунных сывороток использовали итаммы 12 видов обли-
гатных метанотрофов, относящиеся к I и И группам, из коллек­
ции ШШ АН СССР, а также штаммы ОВЗв, 0В4, 0В5в, ОВВР, 5,12, 
y , s l t во8,любезно предоставленные профессором Квейлом и про­
фессором Виттенбари (Англия), и'штаммы, ли/1, 10529, GB26, лю­
безно предоставленные доктором'Лайер и доктором Вснше С1ДР) 
(табл.1). 

Культуры выращивали на минеральной среде следупцего со­
става (в г/л,дистиллированной воды): кко,-1,0} MgS0,»7H2O-o,2; 
Ка2НГ04»5Н20-1,5гКН21'04-0,7 (в м г / л ) ; трИЛОН Б-5 ; FeS0 4 • 
•7Л20-2 (f2tr/a);.ZuS04»7H2(K100; KnCl2«4H20-30; СоС12«Н20 -
200; СиС12»5Н20 - 100; KiCl^HgO - 20; Иа^оОф - 30 ; рН с р е -
дн 6,9 i 0,2. 

Кулгтивировагате проводили в конических колбах объемом 
0,7 и 2 л, в которые добавляли 0,1 и 0,5 л жидкой среды соот­
ветственно. После посева колбы заполняли смесью метана и воз­
духа (1:2) и культивировали на роторной качалке (120 об/мин.) 
при 30°.-: ;• '••_'.'' 

Для иьилунизации клетки метанотрофов отбирали в конце эк­
споненциальной фазы роста, двавды отмывали 0,15 М раствором 
ЯаС1 к ресуспеЕДйровали в то?л асе растворе до концентрация 10 
клеток/мл. ..;'.':•• 

На примере Двух культур - K<sthylomoL.aB methanica (ттЛ2) 
И Methyloslnus trlshosporium (гат.44) — были изучены имлуно-
генные свойства метанотрофов: токсигенность, токсичность,ви-



Таблица I 
Титра антител в иммунных сыворотках к метанотрофным 

бактериям 

п/п! Организм ! Штамм ! Титры антител 
*«; Utra.roethanica 
2 ; - " -
3 . •*"-
4 . Mtb;vinelandii 
5 . Mtb.bovis . 
Gi Utbichroococcum 7 i Mtc ioapsulatus 
Qi *"-9; Utaitrichosporium 10. -'V 
11i -"-12; -'"-13; Mts.sporium 14; -"-15. 
16; Mtes.minimus 17. 
18; l i tcs . methanol! CUB 
1 9 . - " -
2 0 , ~ » -
21; Mtcsipireformls 
22i Mtos.echlnoides 
23. 
24; Mtce. parvus 
25; 
26. -" -

12 
52 
S V 

87 
89 
90 
Texas 

113 
44 

0B3B 
OB 4 
OB 53 

5 
19 
35 
42 
82 
10 
24 
32 
14 

1 
2 

54 
57 

OBB? 

1*1024 
1*640 
1*640 
1*1280 
1*2048 
1*640 
1*1280 
1*1280 
1*1024 
1*160 
1*640 
1*1280 
1*640 
1*320 
1*1024 
1*2048 
1*1280 
1*1280 
1*1024 
1*160 
1*320 
1*1280 
1*1280 
1*160 
1*320 
1*320 

рулентность, аллергизлрунцее влияние на микроорганизмы. 
Иммунизацию кроликов проводили по разработанной трех-

цикличноЯ схеме: подкожно (две инъекции), внутримышечно (две 
инъекции) и внутривенно (три инъекции), с использованием как 
прогретых, так и нативкых комплексных антигенов метанотрофова 
а также спорового материала. Пря первой инъекции вводили кор­
пускулярные антигены совместно с неполным адъювантом Фрейнда. 
Ьа весь период иммунизации каждое животное получило 7«10 . 
микробных глеток (1,4 мг белка). Дозы, методы, сроки введения 
подбирались БмшрическКо В процессе иммунизацЕи изучали анти-
телогенез. При достаточно высоких титрах (не ниже 1:60) про­
водили эвтанацию животных методом тотального обескровливания 
из бргано? аорты под эфирным варкозом. Полученные иммунные 
сыворотки хранили в замороженном состоянии с добавлением для 
консерзации кертиолата (1:10000). Специфичность рммунных сы­
вороток проверена в перекрестных реакциях с рядом.штаммов ке-



танотрофов, а также с 32 балластными штаммами, полученными из 
коллекций ДМИ (г.Донецк) и ИБФМ АН СССР (г.Цущино). 

В .работе использовали следующие иммунологические методы; 
в реакции агглютинации (классический вариант и микрометод) 
определяли титры иммунных сывороток, искомые антигены в про­
бах, выявляли перекрестнорезгирухщие антигены. Непрямой ИММУ-
нолшикеспснтный метод (по общепринятой методике-ИЭМ им.Гама­
леи) использовали для таксономических и экологических иссле­
дований. Апробировали ряд тушителей фона с целью более четко­
го выявления специфически люминесцирунцих клеток бактерий. В 
реакции преципитации (реакция Оухтерлони) сравнивали исследу­
емые антигенные системы метанотрофов, предварительно проводи­
ли раститрозку в каждой системе "антиген-антитело". Для конт­
растирования линий преципитации гели обрабатывали 0,065? раст­
вором сернокислого кадмия, красили раствором амидо-черного 
или раствором Coomasie Brilliant Blue, фотографировали в про­
ходящем свете. 

При определении в природных образцах видового состава 
метанотрофов пробы проходили этап предварительной подготовки: 
осадок профильтровывали через бактериальный фильтр К2,центри­
фугировали (4000 об/мин), несколько раз промывали забуферен-
ным физиологическим раствором. К отмытому осадку добавляли 
иммунную сыворотку против определенного вида метанотрофов, 
встряхивали (3 мин.), центрифугировали (4000 об/мин.^После­
дующий этап-добавление флуоресцирующей сыворотки, отмывка не-
прореагировавших реагентов, просмотр мазков под люминесцент­
ным микроскопом МЛ-2. Подготовку фильтров проводили по методи­
ке Артемовой и Корш (1972). Для выявления и идентификации кле­
ток метанотрофов а накопительных культурах использовали как 
поливалентные, так и видовые иммунные сыворотки. При опреде­
лении метанотрофов в угле использовали модифицированный метод 
микроскопического анализа численности бактерий в почвах. С 
целью изучения характера распределения и фильтрации метано­
трофов в угле применяли стендозув установку УФ-I. На внутрен­
них сколах кернов клетки метанотрофов определяли методом ок­
раски акридиновым оранжевым и иммунолсминесцентным методой. 
Эти же методики использовали при определении зоны микробиоло­
гической обработки угольного пласта, применяемой для снижения 
метаноносности. 
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Результаты работы 
Разработанные применительно к метанотрофам методы серо­

диагностики позволили решить ряд вопросов таксономии, а также 
экологии этих микроорганизмов. 

Изучены иммуногенные свойства метанотрофов. Показано,что 
метанотрофы не обладают выраженной токсигенностью, имеют низ­
кую токсичность, слабую вирулентность и оказывают аллергнзи-
рупцее влияние на организм в больших дозах с применением адь-
ювантов. Данные свойства метанотрофов учитывались при разра­
ботке схемы иммунизации животных. Однократное введение непол­
ного адъюванта Фрейнда было обусловлено наблюдающимися аллер­
гическими реакциями у животных при повторпых инъекциях.Интен-
сивяость ентителогенеза при иммунизации кроликов метанотрофа-
ми оказалась недостаточно высокой. При изучении кинетики на­
растания антител в сыворотках отмечены все характерные стадии 
антителогенеза, степень напряженности иммунитета высока и сох­
раняется длительное время. Антигенность изученных штаммов ме­
танотрофов различна, о чем свидетельствуют титры полученных 
иммунных сывороток (табл.1). При хранении в замороженном со­
стоянии титры иммунных сывороток изменялись незначительно в 
течение трех лет. ' 

Чувствительность негтоямого иммунолтапнеспентного метода 
при приготовлении мазков бактерий непосредственно из взвеси 
бактерий колеблется в пределах 1*10^ - 5» К г кл/мл . Примене--
ние этого метода в качестве экспресс-метода при диагностике 
метанотрофов позволило установить отсутствие штаммовой специ­
фичности полуденных иммунных сывороток наряду с их строгой 
видовой специфичностью (табл.2,3).В контрольных реакциях стро­
гая видоспецифичность иммунных сывороток была подтверждена -
выявлена антигенная изолированность метанотрофов в перекрест­
ных реакциях агглютинации и иммунофлуорвсценцик. При наличии 
колебания интенсивности свечения иммунолюминесценции в гомо­
логичных рядах-штаммов метанотрофов специфичность свечения 
периферии клеток сохраняется. Полученные иммунные сыворотки 
против метанотрофов дают положительные реакции иммунолшинес-
ценции независимо от формы, величины клеток, наличия капсулы. 
Возможность зафиксировать реакцию отдельных пар "антиген-ан­
титело" иммунояиФсбузионкым методом позволила 'провести деталь­
ный таксономический анализ изучаемых штаммов метанотрофов 
(табл.4,5). При оценке антигенных комплексов, полученных при 
разрушении клеток метанотрофов разными способами, установле-= 
на недостаточная эффективность использования метода заморажи—. 

6 



ТаЛяща 2 
Реакции иммуиофлуоресценции метанотрофных бактерий I группы со специфическими . 

иммунными сыворотками 

Организм 

Utm.methanica 
- И -

- И -

- « -
Mtw.albus 
MtMeQlbus 

«."• 
Mtb.vinelandi i 

«Я— 

Mtb.bovis 
•.".. 

Mtb.capsulatus 
Mtb.chi-ooooccum 
fctc.capsulatua 

и.о. - не 

! 
! 
! 

Штамм 

12 
52 
S I 

овз 
JK/1 
16 BG8 
30 
87 
89 
98' 
У 

90 

из 
Техаз 

В26 

определяли 

1 

{ 12 

4* 
2+ 

3+ 
3+ 

3+ 
' + 

+ 
-

-
— 

-

-

| 52 

2+ 
3+ 

+ 
н.о. 

-
-

«9> 

-

: 
-

•» 

1 ч ! S I 

3+ 
+ 

4+ 
+ 

2+ 
• + 

— 
-
• * • 

-
-

-

-

Сцвототка к 
| 87 

-

-

-
4+ 
4+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
-

-

J 89 
- ' 

i 
i 

i 
i 

i 

. -
+ 
+ 

4+ 
4+ 
+ 
+ 
-

-

штамму 

! 90 

"-

i
t 

i 
il

 

-
-
•* 

-
+ 

3+ 
-

: 

|пз | 
- • 

i 
i 

i 
i 

i 

*» 
•» 
*» 
«• 
*т 

-

4+ 
2+ 
2+ 

Техаа 

-

-

-
-

ж 

-

: 
3+ 
3+ 
3+-



Реакции шшунофауоресценцш мвганотрофных бактерии II грушш со специфическими кимуннши сыворопаш 

СО О р г а н и з м Штамм I-
С ы в о р о т к а • т а н к у 

-и 
:44 sОВЭВ:0В4 
« '• •• 

0B5BJW5 : И :35 ;42 : 62 : 10 : 24 : 32 ; И i I 2 : 54 :57 г ОВВР 

llt«.trlchoeporluM 20 
44 
0B3S 2* 

з+ 2+-
4+ 2+ 

4+ 
0В4 4+ 3+ 
ОВБВ 3+ 4+ 

3+ 
2+ 
4+ 
4+ 
4+ 

3+ 
3+ 
4+ 
4+ 
4+ 

*4«.apcilum 

»"-

W5 
12 
19 
35 
37 

+ - 4* . 2* 3». 
• - * Z* 2+ 2+ 

- 3 + 3 + 3 / 
и.о. и.о. и.о. и.о. и.о. 3+ 

- + + 2 + 3 + 2 + 
Htos. nisimits 26 

42 
43 
82 

3+ 
3+ 
3+ 
3+ 

4+ 
3+ 
3+. 
4+ 

Ktea.oatbanolloua 

Ktoe.parnu 

10 
24 
25 
32 

3+ 
3+ 
3+ 
2+ 

2+ 
3+ 
2+ 
2+ 

2+ 
3+ 
2+ 
2+ 

Ktoa.iuthuolloui 

Htoa.fjrifoimii 

Y,;. • _ • ; • • . ' 

,' •*• -

35 

14 
I 
2 

C493/5 

-
-. 
'-
« 
-

-
' • -

-
- ' 

-
-
-
-
-

-
-
-
. 
-

-
-
. . 

-
-

• -

-
-

-
ч 

..' 
-

-• 
. • 

-' • 
• • 
,-

-
-
• 

. + 
. • 

2+ 

. • 
- • • 

. 

• 

-
..... 

-

2+ 

• 

.-
.• . ' 

-
4+ 

-
. .-
• ' - • , 

-
-

3+ 
2+ 
2+ 

-
-

2+ 
3+ 
3+ 

• 

-
-
. 
-

• 

-
-

• -

• 

• 

-
. 
-. 

15 
54 
57 

OBBP 

4 + 3 + 4 + 
4 + 3 + 3 + 
4 + 4 + 3+ 
3+ 3 + 4 . 

• • : ! . ' . - • 

и.о. не определяли 



Таблица 4 
Перекрестные реакции иммунодиффузии между иммунными 

сыворотками и антигенами метанотрофшх бактерий 
I группы 

" Антигены \ Штамм; -О^ротта к штамму • 
микроорганизмов ] j £j}12 j87 |89 J90 JTexaa JII3 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ . 

+ 
+ • 

4 
4 
I ; 
I 
X 
IV. 
— • - . 

-
-

-
— 
— 

+ 
. + 

+• 

+ 
+ 
-

.- : 

I 
I 
4 
3 
2 
1+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
-
+ . : 

+ 
+ • 

— .. 

-" 

I-

- г г г 5 
4 
2 
D-. •-
+ •"..• 

+ 
- • 

+ 

+ 
- -. 
+ 
+ 
+ 
<+) 
(+) 

'•.. + • • 

+ 
' +' 
-. 
+ 

" ' + 
<+) 

• .9 
• : • • • ! • • 

2 
6 
2 

+ 
+ 
+ 
+ 
.+ 
(*). 
<+) 
+ • 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
I 
r I 
2D 
I 

2-9 - количество линий преципитации в гомологичной системе 
антиген-антисыворотка (АГ-АС); 

Г". —'. количество линий преципитации в гетерологичной системе 
АГ-АС; , 

+ — линии преципитации со "шпорой", (частичная идентичность); 
(+) -» перекрещивагвдиеся линии преципитации (неродственные 

антигены); ; 

D ' — джффуеиая линия прещпштацино 

Kethylomonaa methanica 
—••. 
—и— ' 
„ я . : •.-.•, 

м**<> 
llethylomonas aXbua 

•»•»-. 
Uethylobacter vinelandii 

" ' . . • . . • — И — : • 

Methylobacter bovis; 
. . . . . - " - • " » • • • ' • 

sT. 
ЛГ/1 
12 
46 
75 

BG8 
16 
87 
30 
89 
98 

Methylobacter chroococcum 90 
• . • ' • — " — 

Methylobacter capsulatue 
liethylococcue .•:' capaulatue > 

• ' — " . » 

~*~ 
• • ™ « — '••"'. 

72 
r 
Texas 
GB26 
10529 
113 
117 

5 
Г 
4 
I 
2 

.' +•'-' 
'_.. 
• + 

+ 
+ ' 
I 
+ 

;'+. 
+ 

:.-+' 
+ • 

' +.•'' 

1+ 
+ 

I 
I 
I 
I 

• I 

I 
— 
— 
—. 
— 
— 
. — 
— 

' + 
+ 

. +' 
+ 
+ 
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Таблица 5 
Перекрестные реакции кииунодиф$узки меяду кммуккшя сквэроткакя и антигенами ыетаютрофншс бактерия П грушш 

Ояигены микроорганизмов Штамм у 
С и « о р о 

еОВЗВ 0S4 :СВ5В : 

т к • 
Г 

ш т а м м у 

44 ;.f» " « 19 ; 42 j 62 s 2 j24 !I4 ;C8SP : 54 
- j 
* 37 

itathyloalnui trlohoaporlua 

mmm 

0838 
0B4 
0B5B 

5 • 
20 
44 

2 D 
I 
I 

* 
• 
• 

ID 
4 
I 
• 
• 
I 

0 I 
I . I 
so i 

• • I 
• I 
+ 4 I.* 

• 
• 
• 
• : 
• 
• 

' ! . • 
I . * 
I . * 
! . • 

• 

: . • 
fcm/thjloainuJ eporlun 

•.*• 
•*•» 
-.•*-
•#-

Brthjlocyetla einijBU* 

-*• 
e*_ 

••thjrlocjetie tchlnoidti 
—*» 

W5 » 
WIJ* 
18 
19 
2 7 

26 
42 
62 

2 
83 

: ,< •> 
( • ) 
<•> 
( • ) 

to 
-
-
: 
- . 
i 

i 
i 
i 
i 
-
-
• 
-
-
-

i t * 
I.* 
i.* 
I . * 

+ 

• 
• • 

• • 

• 
• 

( • ) 
( • ) 
(•> 
( • ) 
i 

. -. 
-
-
-

7 
2 
1 . 
S 

r 
• ; 
• i 
« i 

+ . 

4 
. 4 

I 
0 

' • 

• 
• 

r* 
• 
• 

-
-
-
-
-
• 
2 

". • • 

• 
• 

. • • 
• 
• 
+ 
• 

•. I 
I 
В 

+ 
• 

* 
* 
• 
• 
+ 

. + 

. * 
• . 

7 
4+ 

• 
• 
• 
• 

* 
I 
I 
• 

-
• 

• 
+ 

* 
• • 

•• 

• • 
• 

• • 

• 
" • 

• 
• • 

• • 

• 

, I 

-
' -
' - • 

- • 

. 

. 
-
. 

. • 

-
-
-

• 

. 
. • 

I 
* 

• • " 

• 
• 

• 
• 

Jbtbjrloeystla methanollouo 

••thjrleeyitla ••thanolloni 

lethyloeyatla pjrrlforele 

JUtfyloontlo p tmi i 

• . ' ' - * -

ттш . * ' 

24 

94 

14 
79 

ОЕВР 
54 
57 
81 

I . * 
•• • 

I 
I 

+ 
+ •• 

• 
• 

-
-
-• 

-
• - ' 
•-

• 
• 

• 

It* 
I .* 

• • 
1.0 

" 
-
. 

— 

-
• 

-
• ; 

• ; 
• : 

* 
- : 
-

• 

i . + 

• + 

•• 

-
-

• 

• 

'-

• ' . 

• 

• 

*. 
- • 

• 

• 

4 

• 

* • 

• 
• 

3 

2 , * 

I . * 
I .» 

It* 
• ' 
• 
• 

• 

• 

4 
4 

I .* 
• 
• 

. • 

( • ) 

• 

'_ _ 
• 8 

I 
I 
8 

-
- • ; 

m 
i 
i 
i 
• 

j ~ . . . . , 

" i ' ' . . ' • 

• 

i 
I •'. . 

i 
• 

* Штаммы, полученные от проф. Р.Питтенбари.' 
Другие обозначения аналогичны такооим в таблице 14. 



вания-оттаивания проб (метода Ipacce) для получения раствори— 
M U X антигенов при ультразвуковой обработке суспензии отмечена 
потеря антигенов. В опытах установлено преимущество получения 
растворимых антигенов путем дезинтеграции на прессе ИБЭМ,' я 
также незначительное влияние температурного режима на ход ре­
акции. 

Методом иммунодиффузии определены внутривидоЕЫе серологи­
ческие связи, выявлены строгая видовая и неотчетливо выражен­
ная родовая специфичность иммунных сывороток к метанотрофам и 
проведен серологический анализ антигенных связей микроорга­
низмов по сравнению с вышерассмотренными методами агглютина­
ции и Еммунофлуоресценции. в реакции Оухтерлони обнаружены 
внутривидовые серотиш метанотрофов. Иммунадиффузионный метод, 
позволяя исследовать глубиннорасположенные клеточные антиген­
ные комплексы, выявлял даже слабо выраженные антигенные связи 
бактерий. 

Анализ большого числа вариантов прецлпитационных линий, 
полученных в гомологичных и перекрестных реакциях иммунодиф-
фузии антигенов метанотрофов I и П групп, подтвердил резуль­
таты Еммунофлуоресценции. Данные указывают на серологическую 
обособленность исследованных пяти родов метанотрофов, которые, 
однако, обладают некоторыми внутркгрупповими родственными свя­
зями. Анализ данных позволил построить предварительные схемы 
взаимоотношений между отдельными видами и родами исследован- . 
них облигатных метанотрофов (рис.1). Внутри рода Methylobac-
ter наиболее иммунологическа близкими оказались Kethylobac-
ter boris и Kethylobacter.chroococcum, к которым примыкает 
Kethylobacter vinelandli.Несколько изолированным является 
Methylobacter capaulatus, .серологически связанный только с 
Methylobacter сагоососсит.Последний также является связующим 
звеном между родами Methylobacter и Methyiococcue.c Methylo-
monas род Methylobacter связан через Methylobacter bovis. В 
роду Methylocyetie вид Methylocystia minlEua оказался наибо­
лее изолированным и связан только с Kethylocyatia aethanoli~ 
cue. Серологические связи между родами Uethylosinua и Methy-
locyatia прослеживаются через Methyloeinua trichoeporium и 
Kethylocyatia echinoidee (рис.1). 

Образование в перекрестных иммунодиффузионных реакциях 
линий преципитации свидетельствует о НАЛИЧИИ общего группово­
го антигена СА (common antigen) у изученных в эксперименте 
штаммов метанотрофов. Подученные иммунофлуоресцентным и им-
мунодиффузионным методами данные позволяют рекомендовать се-

• - • - • • ' " ' • - ' ' • ' ' ; ' v ' ' v ' •'•'•-•• ' - •• : . _ • ' , ы 



Lltm.albua 

it Utta.metbanlca 

, I I 

M f b . v i n e l a n d i i 
у 

• S-

Ufb.bovis J 

„ I 
" • N * 

Mtb.chroococcura 

t 
LItt>.cap3ulatua 1 

Hts.sporiun 

I H 

live ,cap3ulatu3 

"•' 4 

I 

lit s . t r i c b o s p o r i u n 

I 
| Htcs .parvus 

I litcs.echinoidos 

Htos. 
nethanolicus 

Ktcs.pyxi fornis 

I 
Mtcs .miniaus 

! 

Предварительные схеыы серологических взаимоотношений меяду 
отделыш.31 видами и родами исследованных облягатных метано» 
T*DOdbOB - ' " • * ' . • . 
А ( I - 5J) - В Е Д Ы I группы метанотрофов; 
Б (1У-У) - виды I I группы метано гросоов. • • . ' • -
I - Metbyl^monas | I I - MethylоЪасхег; I I I - Methylococcua; • 
IV - iJUtbyleelnuai V - M e t h y l o c y s t i s . - r." 



ротипирование культур при таксономическом изучении иетанотро— 
фов. • 

Наличие строгой видовой специфичности иммунных сывороток 
явилось основой для применения метода иммунофлуоресценции при 
определении метанотрофов в природных образцах. Проведана ро­
довая и видовая экспресс-диагностика метанотрофов в пробах, 
отобранных в Черном море. Для этого в 45 накопительных куль­
турах с помощью поливалентных иммунных сывороток к определен­
ным родом метанотрофов выявляли наличие или отсутствие пред­
ставителей данного рода непрямым иммунолгаинесцентным методой 
(табл.6). 

Таблица 6 
Определение родового состава метанотрофов в осадках 

Черного моря иммунофлуоресцентным методом 

Станция М. 555 !559! 568 '573!580! 590-.!598!620 Горизонт! (22 м) !(26! (86 м)!(70!С340! (66 м)!(55!£20 
< ( w ]——•—Uah—, м) }м? {—.—1м) мУ 

Род \ !Ь-Г2^ 7- |5- |0-2}5- |0- |5- |0-1{2-5 0-1 0-2 
" ! 1~10!-10! • гЩ-Щ-Щ ! 1 I 

Methyloainus + н 
Uethylocystia + -
Methylomonaa. — 
Methylobacter -» н 
'Jethylococcua + 

Поливалентные иммунные сыворотки для кавдого из пяти родов 
метанотрофов представляли собой смесь ранее полученных к от­
дельным Бидаи специфических сывороток. Предварительная оценка 
родового состава метанотрофов з культурах с помощью полива­
лентных сывороток позволила сократить время идентификации ме­
танотрофов. Чаще всего встречались.представители рода Kethy-
loolaus — Utsetrichoeporium и Kta.sporium реже Других видов 
метанотрофов выявлялись в образцах клетки uethylononas bovia. 
Виды Methylobacter vinelaadii и Methylobactep chroococcum оп­
ределены в четырех и пяти станциях соответственно. Результаты 
определения видового состава метанотрофов иммунофлуоресцент­
ным и бактериологическим методами практически совпали. 

При работе с образцами угля установлено, что, являясь 
прекрасным адсорбентом, уголь изменяет рН среды и адсорбирует 
краситзли. Поэтому при просмотре мазков, приготовленных из 

+ + + + . + - + + + + 
+ + + + — — + + + +• 
+ + - + - + - + - -
+ + + + - - + + + + 
- + + - + + + + - -
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угольной ш л и с содержащимися.в ней метанотрофами, приходилось 
пользоваться тушителями (альбукзт, моченый родклшом; India 
ink . Добавление в исследуемую водную пробу с флуорохромом* 
соляной кислоты обеспечивало высокую оффективность связыва­
ния флуоресцирующих анионов флуорохрома микробной клеткой,что 
приводило к резкому увеличению квантового выхода флуоресцен­
ции красителя, то есть к возрастанию интенсивности флуорес­
ценции бактериальных клетои. При окраске образцов акридино­
вым-оранжевым наблюдали свечение всех микроорганизмов, кото— ' 
рые находятся в пробе. В данной ситуации только опыт исследо­
вателя может помочь отделить на общем фоке клетки метанотрс— 
фов. Иммунофлуоресцентный метод позволяет сразу по специфичес­
кому свечению, по сравнению картины ф^оресценцзпг в внда дан­
ного поля в фазовом контрасте, идентифицировать клетки метано— 
трофов. 

Непрямой пкмунофлуоресцентный метод был использовал при 
промышленном испытании способа вскрытия выбросоопаеннх . уголь­
ных пластов с применением микробиологического воздействия на 
шахте "Комсомолец". 

Серодиагностическимп методами исследовано распростране­
ние метанотрофов, введенных в угольный пласт, и определены 
размеры зоны пласта,, обсемененной этими микроорганизмами. 

На основании полученных результатов можно заключить, что 
метанотрофы являются серологически обособленной группой.Реак- • 
цшшн агглютинации, 1шмунофлуоресценцин и Оухтерлони показана 
антигенная изоль-рованность I и П групп метанотрофов, в част­
ности серологический анализ таксономических связей метанотро-
фов подтвердил разделение метанотрофов на I и П группы, дока­
зал правомочность выделения новых видов, описанных Гальченко 
с соавт. (Гальченко, 1977; Гальченко с соавт., 1977). 

Даннче Еммунофлуоресцентного и иммунодиффузконного мето­
дов согласуются с данными нумерического анализа белковых зяек-
трофореграмм (Гальчепко, Нестеров, Г081), анализа жирнокис-
лотлых и фосфолипидных спектров (Андреев с. соазт., 1977;Галь-
ченко, 1978; Андреев и Гальченко, 1979; Андреев с соазт., 
1900). Полученные результаты свидетельствуют о праБомерзостн 
классификационных положений, предложенных Виттенбари с кол­
легами (VJhi-ttanbury et.el., 1970, 1975, 1976, 1979). Точное 
пшировглие культур требует примененная и серологического под­
хода. 

Результаты проведенных экологических исследований под -



тзервдаят возможность сспользованмя специфического и чувстви­
тельного иммунолгминесцентного метода для индикации ыетано-
трофов в природных образцах яра определении вид/звого состава 
популяции метаногрофов в различных экосистемах. 

•'.'' Выводы.••,•.•' 

I . Заработана схема гипертадуннзаиии ЖИВОТНЫХ антиген-
ними комплексами цетанотрофных' бактерий. Получены иммунные 
сыворотки к 32 щтаммаа метанотрофов,. охарактеризованы иммуно­
логические свойства исследованных штаммов. 

' 2 . На коллекции чистых культур метанотрофов, вклтащеи 
представителей 5 родов и 12 видов показано, что полученные 
иммунные сыворотки обладаят частичной стаммовой (выявлены се-

. ротипы), строгой видовой с неотчетливо выраяенной родовой 
специфичностью. 

Данные серодиагностики подтверждают основные положения 
классификационной системы Виттенбари с коллегами. 

3 . Установлено, что представители I и П групп облигат-
ных ыетаногрофншс бактерий серологически не родственны. Изу­
ченные роды метанотрофов серологически также обособлены. 

3. Показана возможность использования непрямого иммуио-
флуоресцентного метода для экспресс-определения видового со­
става метанотрофов в накопительных культурах и природных 
образцах. . • ' •• 

.. Чувствительность и. специфичность иммунологических мето­
дов позволили использовать эти методы в таксономии, а также 
при изучении экологии метанотрофов. 
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