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Meéginiai buvo paimti 1996-2001 m. i§ nafta uzterStos dirvos, KurSiy mariy bei Sulinio
vandens, esancio Juodkrantéje, medienos ir Kalvarijy turguje pardavinéjamy maisto pro-
dukty. Pseudomonas genties bakterijoms isskirti i§ $iy méginiy buvo naudojama selektyviné
cetrimido terpé. Sitaip buvo isskirti 144 izoliatai: 40 izoliaty buvo iSskirta i§ dirvos, 11 —
i§ vandens, 56 — i§ medienos ir 37 — i§ maisto produkty. Atsizvelgiant i kai kuriuos kul-
tirinius bei morfologinius savitumus, tolesniems tyrimams buvo atrinkti 56 bakterijy Stamai.

Atlikus tyrimus buvo nustatyta, kad Pseudomonas fluorescens bakterijos vyravo vande-
nyje, medienoje ir maisto produktuose; Pseudomonas putida — dirvoje, medienoje ir van-
denyje; Pseudomonas aeruginosa — dirvoje bei medienoje; Pseudomonas syringae — medie-
noje ir maisto produktuose; Pseudomonas spinosa — vandenyje; Pseudomonas fragi, Pseudo-
monas delafieldii, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas phaminea, Pseudomonas facilis — maisto
produktuose.

Raktazodziai: mikroorganizmai, Pseudomonas genties bakterijos, dirvoZzemis, vanduo, me-

diena, maisto produktai

IVADAS

Pseudomonas (Migula) genties bakterijy randama
jvairiomis ekologinémis salygomis: jirose, geluose
vandenyse, nuotékose, naftos telkiniy vandenyse,
dumble, dirvoje, nafta uZterStuose dirvoZzemiuose,
maisto produktuose [5, 10] augaly pavirSiuje, auga-
linés kilmés substratuose [5, 6]. Sios bakterijos savo
mitybai sugeba vartoti jvairius organinés bei neorga-
ninés kilmeés substratus — kauciuka, elektroizoliaci-
nes juostas, jvairius audinius — kaproninius bei pluos-
tinius, naftos produktus.

Aplinka, kurioje laikoma nafta bei jos produktai,
uzterSiama. Nafta — sudétingas substratas, i kuria
jeina iki 200-300 jvairiausios sudéties cheminiy jun-
giniy, i§ jy daugiausia angliavandeniliai (50-98%):
normalis alkanai, izoalkanai, cikloalkanai, arenai, cik-
lanai-alkanai (hibridiniai junginiai) [7, 9, 17]. Be ju,
i naftos sudetj jeina deguonies, sieros, azoto jungi-
niy, aptinkama vanadzio bei nikelio. Naftoje taip pat
yra neangliavandeniliniy junginiy — riebiyjy ragsciy.
Dél savo specifiniy savitumy tai puiki mitybiné ter-
pé ivairiems mikroorganizmams, tarp jy — ir Pseudo-
monas genties bakterijoms [8]. DirvoZemyje, uzterSta-
me nafta, galima sutikti Pseudomonas putida, Pseu-
domonas aeruginosa risis, intensyviai skaidancias naf-
tos produktus ir juos vartojancius savo mitybai [§].
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Vanduo, kaip ir dirva, yra natiirali mikroby gyve-
namoji terpe. Pseudomonas genties bakterijy randa-
ma jvairiuose vandens telkiniuose, gruntiniuose van-
denyse. Siy bakterijy galima rasti net distiliuotame
vandenyje (Pseudomonas huthiensis, Pseudomonas lan-
ceolata) ir labai druskinguose ezeruose (Pseudomo-
nas halophila), kur NaCl koncentracija siekia 0,02—
3,3 M [2, 15]. Pseudomonas genties bakterijy, kaip
nuolatinés mikrofloros, nemazai yra juros bei géluo-
se vandenyse (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomo-
nas putida, Pseudomonas fluorescens), [5]. Sios bak-
terijos sugeba oksiduoti nepaprastai didelj kiekj or-
ganiniy junginiy. Dauguma vandenyje gyvenanciy
Pseudomonas genties bakterijy pasizymi geb¢jimu |
aplinka iSskirti fluorescuojancius pigmentus (Pseudo-
monas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens) [15, 16].

Pseudomonas genties bakterijy yra ant jvairiy au-
galy, juy ziedadulkese, augalinés kilmés substratuose
(S3akose, kelmuose). Sios bakterijos gali biiti saprot-
rofinés (nesukeliancios jokiy ligy), salyginai patoge-
ninés, fitopatogeninés (sukeliancios ivairias augaly
ligas) bei patogeninés zmonéms ir gyviinams. Pseu-
domonas genties bakterijos ardo organinés kilmes
medziagas, iSskirdamos fermentus (antrinius meta-
bolitus) — arginindehidrolazz (Pseudomonas aerugi-
nosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida),
dekarboksilaze (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomo-
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nas fluorescens) ir kt. [14]. Sie metabolitai kartu su
kity bakterijy bei gryby iSskirtomis medZiagomis ga-
li sukelti jvairias respiracines ligas (astma, bronchi-
ta, pneumonija). Pseudomonas maltophilia bakterijy
randama ant augaly Ziedadulkiy [6], kurios i$skiria
toksinus ir taip sukelia Zmoneéms bei gyviinams aler-
gija.

Fitopatogeninés rasys Pseudomonas syringae pv.
atrofaciens sukelia jvairias augaly ligas, pvz., augaly
demetligiy sukeléjai, priklausantys P syringae bakte-
rijoms [16].

Didel¢ Pseudomonas genties bakterijy rusiy ivai-
rové randama maisto produktuose — vaisiuose, darzo-
vése, mesoje, piene, jo produktuose, pyraguose, duo-
noje. Cia aptinkami mikroorganizmai gali biiti saprot-
rofiniai ir patogeniniai Zmonéms bei gyviinams [5].

Ant darzoviy ir vaisiy mikroorganizmai patenka
i§ oro, dirvos, nuo taros, zmoniy ranky; ypa¢ daug
ju randama turgavietése pardavinéjamuose maisto
produktuose. Kol vaisiai bei darZoves $viezi, saprot-
rofiné mikroflora nepavojinga, nes jie atspariis mik-
roorganizmams, taciau juos mechaniSkai suzalojus i
vidinius audinius ima skverbtis mikroorganizmai, kur
dauginasi, pradeda isskirti jvairius antrinius metabo-
litus, ptdo bei gadina Siuos maisto produktus. Dar-
Zoviy ir vaisiy pavirSiuje randama itin pavojingy Zmo-
néms Pseudomonas mallei ir Pseudomonas pseudo-
mallei bakterijy riiSiy, sukelianciy melioidozes [1].
Ant grudy yra nemazai mikroorganizmy, i§ kuriy
labiausia paplitusios Pseudomonas azotoformans, P
fulva [2, 5, 15].

Sviezia skerdiena nebiina uZterita mikroorganiz-
mais, taciau jie gali patekti i§ iSorés. Pseudomonas
fragi — saprotrofinés bakterijos, randamos mésoje.
Netinkamai laikoma mésa (teigiama temperatiira, per
didelis drégnumas ir kt.) genda; ta gedima sukelia
bakterijos. Pseudomonas genties bakterijos sukelia
mésos gleivéjima, puvima (Pseudomonas fluorescens).
Kai kurios bakterijos mésg nudazo jvairiomis spal-
vomis (Pseudomonas aeruginosa — mélyna). Gami-
nant deSras, mésos bei Zuvies paStetus, Zaliava taip
pat gali biiti uzkreciama jvairiais mikroorganizmais.
Netinkamai laikomi mésos bei Zuvies produktai ima
gleivéti, piti ir apkarsti. Sj procesa sukelia Pseudo-
monas fluorescens |[5].

I piena mikroorganizmai patenka nuo gyvulio
odos, plauky, teSmens, indy, aparatiiros; i§ paSary,
vandens ir oro. Piene bei jo produktuose randama
Pseudomonas fluorescens, P aeruginosa bakterijy, ku-
rios skaido baltymus ir riebalus, gadindamos pieno
ir jo gaminiy kvapa bei skoni [5].

Pseudomonas genties bakterijos labai placiai pa-
plitusios aplinkoje. Ypa¢ daug jy yra dirvoje, vande-
nyje, augalinés kilmés substratuose, maisto produk-
tuose. Jos gali buti ne tiktai saprotrofinés (nesuke-
liancios jokiy ligy), bet ir patogeninés zmonéms,

gyviinams bei augalams. Taip pat Zinoma, jog Pseu-
domonas genties bakterijos gali biiti salyginai pato-
geningés (ta pati bakterijy rasis, gyvenanti savo jpras-
toje aplinkoje, yra saprotrofine, taciau patekusi i
palankias augti ir daugintis s'lygas tampa patogeni-
ne). Pvz., Pseudomonas aeruginosa — vandenin¢ bak-
terija, bet susidarius palankioms aplinkybéms ji gali
tapti patogenine zmonéms bei gyviinams (sukelti vi-
dinés ausies uzdegima, bakteremija) [15].

Pasaulyje Pseudomonas genties bakterijos yra in-
tensyviy tyrimy objektas. Lietuvoje iki Siol Siy bak-
terijy tyrimams buvo skiriama nepakankamai dé-
mesio. Beveik neturime duomeny apie jy paplitima
atskiruose substratuose bei rasiy jvairove. Todel dar-
bo tikslas buvo iSskirti Pseudomonas genties bakte-
rijas i§ dirvos, vandens, medienos, maisto produkty
ir palyginti Siy bakterijy atskiry rasiy paplitima mi-
nétuose substratuose.

TYRIMO METODIKA

IS atskiry skirtingomis ekologinémis salygomis esan-
¢iy viety, buvo paimti pavyzdziai:

1. 1996 m. rudeni — 12 dirvozemio méginiy i$
Vilniaus naftos kuro bazés teritorijos, i§ po naftos
cisternomis esanciy ploty (garinimo transporto sky-
riaus baras, tamsiy naftos produkty sandelis, dyzeli-
nis tepalas M10G2, emulsolas EGT, tamsinis tepalas
nigrolas, turbininis tepalas TP 22, industrinis tepalas
I 30 A, Industrinis tepalas I 20 A, transmisinis te-
palas TEP, tepalas auSinimo staklems MR 7; kon-
trolei du méginiai buvo paimti uz naftos kuro bazés
teritorijos riby).

2. 1997 m. vasara — 6 méginiai i§ vandens (Uos-
tadvario Nemuno upés, KurSiy mariy prie Ventés
rago, prie Alksnynés, prie Juodkrantes, prie Nidos
bei geriamo vandens $ulinio Juodkrantéje).

3. 2000 m. rudenj 10 méginiy paimti i§ medienos
(Karoliniskiy landSaftiniame draustinyje trys ir Ver-
kiy regioniniame parke septyni (1 lentele)).

4. 2001 m. ziemg i$ Kalvarijy turgavietéje parda-
vinéjamy maisto produkty paimta 20 mésos, vaisiy,
darzoviy méginiy (2 lentelé).

Pseudomonas genties bakterijoms iSskirti buvo
ruolliama kaupiamoji tokios sudéties terpé (g/1): pep-
tonas — 6,0; Na,HPO, - 9,8; KH PO, - 3,0; NaCl -
1,0; gliukozé — 4,0; H,O (distiliuotas) — 1,01 [4]. Ter-
pé supilstyta i 250 ml kolbutes po 100 ml. Po to i
Sig terpe idéta atitinkamai arba 0,25 g tiriamosios
dirvos, arba supilama 2,5 ml vandens, arba jdeda-
mas 2,5g sveriantis medienos gabaliukas, arba 2,5 g
maisto produkto. Méginiai buvo inkubuoti 28°C tem-
peratiiroje 3-5 paras.

Bakterijy grynoms kultiiroms iSskirti i§ kaupia-
muyjy terpiy buvo ruoSiama selektyviné agarizuota
cetrimido tokios sudéties terpé (Pseudomonas (Cetri-
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1 lentelé. Pseudomonas genties bakteriju rusiuy gamtiniai Saltiniai
Table 1. Natural sources of bacteria species of the genus Pseudomonas

I8skyrimo vieta

Substrato pavadinimas

Isskirta rusis (-ys)

Karoliniskiy landsaftinis 1.
draustinis

—_

Verkiy regioninis parkas

[T I~ S I )

3

. Azuolo kelmas

. Skroblo kelmas
. Eglés Saka

. Azuolo Saka

. Pusies saka

Pusis Pseudomonas syringae M.1.3.
. Pusis P fluorescens V M.2.
P fluorescens V M.2.2.
. Pusis P fluorescens V M.3.

P putida M.3.1.

P fluorescens V M.4.
P fluorescens V M.4.1.
P fluorescens III M.5.2.
P fluorescens V M.6.2.
P fluorescens V M.7.3.
P aeruginosa M.8.

midae) agar, Liofilchem
s.r.l., Italy) (g/l): Zelatinos
peptonas — 20; MgCl, -
1,4; KSO, — 10; cetrimi-
das — 0,3; agaras — 15. Ter-
pés pH 7,3 + 0,2 [13]. Siai
terpei budinga tai, kad cet-
rimidai, esantys terpéje, in-
hibuoja gramteigiamy ir
gramneigiamy bakterijy
augima, bet neveikia Pseu-
domonas genties bakterijy.
Paséliui buvo ruoSiami
skiedimai iki milijono kar-
ty. Sejiniai inkubuoti

. Skroblo kelmas

P aeruginosa M.8.1.

P aeruginosa M. 8.2.
P fluorescens V M.9.
P fluorescens V M.10.2.

Skroblo kelmas

+28°C temperatiroje 2—
5 paras. Pirminis Pseudo-
monas genties bakterijy at-
rinkimas buvo atliktas pa-

2 lentelé. IS maisto produktu iSskirtos Pseudomonas genties bakteriju

rusys

Table 2. Isolation of species of the genus Pseudomonas from foodstuff
samples

Eil. Maisto produkto Isskirta rusis (-ys)

Nr. pavadinimas

1.  Suduzes kiauSinis
Zalios mésos gabaliukas

3. Churma

4. Desrele (grill)
5. Bandele

6. Kepeny pastetas
7.  Karpio vyniotinis
8.  Figos

9. Morka

10.  Granatas
11.  Sadyti laSiniai

12.  Pilkoji desra

13.  Kopisto lapai

14.  Juodasis ridikas
15.  Susales poro lapas

16.  Raugintas agurkas
17. Kriause

18.  Pupeles

19. Liny sémeny seklos

20.  Sviezi meésos gabaliukai
su laSiniais

Pseudomonas fluorescens III M.g.2.1.
P fluorescens III M.g. 2.2.

P fragi DA.

P delafieldii V.5..

P fluorescens V B.21.2.2

P fragi K.p.6.4.

P facilis M.r.9.1.

P cichorii M.r9.2.

P fragi L.11.1

P fragi L.11.2.
Pseudomonas sp.12.1.
Pseudomonas sp.12.3.
Pseudomonas sp. K.l.13.2.
Pseudomonas sp. K.L13.3.
Pseudomonas sp. K.l.13.4.
P syringae J.14.2.

P fluorescens V P15.1.1.
P fluorescens V P15.1.2.

P phaminea L.s.19.2.
P phaminea L.s.19.3.
P fluorescens V M.L20.1.2.
P fluorescens II M.1.20.2.1.
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gal morfologinius kolonijy
poZymius. Buvo tiriamos
izoliaty, iSauginty pagal E. Ruban
(1986) pasiulytas metodikas, morfolo-
ginés, citologinés bei biocheminés sa-
vybes.

Bakterijos apibiidintos taikant vi-
suotinai priimtus bakterijy identifika-
vimo metodus, tirtos jy kultiirinés,
morfologinés ir biocheminés savybés
[11, 12, 13, 14, 15].

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tyrimams buvo paimti 48 méginiai (12
dirvozemio, 6 vandens, 10 medienos ir
20 Kalvarijy turgavietéje pardavinéja-
my maisto produkty), i§ kuriy isskirti
203 bakterijy izoliatai. 144 (40 dirvo-
zemio, 11 vandens, 56 medienos, 37
maisto produkty) izoliatai pasizymeéjo
Pseudomonas genties bakterijoms bi-
dingomis savybémis: tai judrios, lazde-
lIés formos, tiesios ar Siek tiek lenktos,
gramneigiamos, aerobinés bakterijos,
turinCios teigiamas katalazés bei oksi-
dazeés reakcijas, iSskyrus du Stamus:
M.1.3. ir J.14.2.

Tolesniems tyrimams i§ naftos pro-
duktais uZter§to dirvoZemio buvo at-
rinkta 5, i§ vandens — 10, i§ medienos
— 15, i§ Kalvarijy turgavietéje pardavi-
néjamy maisto produkty — 26 izolia-
tai, kurie skyrési savo kilme ir kai ku-
riais kultiiriniais, morfologiniais, bio-
cheminiais savitumais.
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Siy izoliaty rasiy sudéciai nustatyti buvo jvertinti
ir kiti bakterijy pozymiai: difunduojancios fluores-
cuojancios ir nefluorescuojancios pigmentacijos in-
tensyvumas, gebéjimas augti +4 ir +41°C tempera-
tiroje, gebéjimas hidrolizuoti Zelating ir krakmola,
vykdyti denitrifikacija, sintetinti levana i§ sacharo-
z¢&s, isisavinti jvairius anglies Saltinius (gliukoze, leu-
cing, D-laktoze, D-alaninag, D-rafinoze, gliceroli,
D(+) sorbita, dulcita, L(-) ramnozg¢, D(+) ksiloze
ir NaPVR), pagal kuriuos nustatyta 10 Pseudomo-
nas genties bakterijy rusiy: Pseudomonas fluorescens,
P aeruginosa, P. putida, P spinosa, P syringae, P fra-
gi, P delafieldii, P cichorii, P faminea, P. facilis.

Taip pat buvo nustatytas Pseudomonas genties
bakterijy pasiskirstymas jvairiuose substratuose:

1. Nafta uzterStame dirvozemyje isskirti 2 Pseu-
domonas putida, 1 Pseudomonas aeruginosa, 2 Pseu-
domonas alkaligenes bakterijy Stamai.

2. Nemuno upéje, KurSiy mariose ir geriamame
vandenyje i§ Sulinio Juodkrantéje — 6 Pseudomonas
fluorescens, o Pseudomonas putida ir Pseudomonas
spinosa po 1 Stama.

3. Medienoje, paimtoje i§ Karoliniskiy landSafti-
nio draustinio bei Verkiy regioninio parko, isskirti:
10 Pseudomonas fluorescens, 3 Pseudomonas aerugi-
nosa ir po 1 Pseudomonas putida ir Pseudomonas
syringae Stamai.

4. Ant maisto produkty, pardavin¢jamy Kalvarijy
turgavieteje: Pseudomonas fluorescens — 7, Pseudo-
monas fragi — 4, Pseudomonas delafieldii, Pseudomo-
nas syringae, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas fa-
cils — po 1 Stama, Pseudomonas phaminea — 2 $ta-
mai.

Literatiirininiais duomenimis [5, 15, 16], Pseudo-
monas fluorescens bakterijy riiSies randama vande-
nyje, augaly pavirSiuje bei jvairiuose maisto produk-
tuose. Atlikus tyrimus paaiskéjo, jog i$ visy Siy sub-
straty mes iSskyréme Sios riiSies bakterijas (1 pav.).
Vandenyje jos sudaré¢ 55% visy aptikty Pseudomo-
nas genties bakterijy, medienoje — 67%, ir maisto
produktuose - 19%.

Literatiiriniuose Saltiniuose raSoma [3, 6, 14], jog
Pseudomonas putida 1iSis sutinkama dirvoje, vande-
nyje, augaly pavirSiuje. Atlike tyrimus pastebéjome,
jog Sios riiSies bakterijy aptikome auks$ciau minétuo-
se substratuose (2 pav.). Dirvoje jos sudaré¢ 40%,
vandenyje — 36%, o medienoje — 4% visy rasty Pseu-
domonas genties bakterijy.

Pseudomonas aeruginosa buvo isskirtas i§ dirvos,
kur sudaré 20% visy riidiy, ir i§ medienos, kur su-
daré 11,5%.

Visos kitos Pseudomonas genties bakterijy risys,
iSskirtos i§ dirvos, vandens, medienos bei maisto
produkty, sudaré¢ maziau nei 10% visy isskirty kul-
tury.
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1 pav. Pseudomonas fluorescens bakteriju rusies papliti-
mas vandenyje, medienoje ir maisto produktuose

Fig. 1. Distribution of Pseudomonas fluorescens bacteria
in water, wood and foodstuff samples
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2 pav. Pseudomonas putida bakterijy rusies paplitimas dir-
voje, vandenyje ir medienoje
Fig. 2. Distribution of Pseudomonas putida bacteria in
soil, water and wood samples

Ne i§ visy paimty maisto produkty pavyzdziy pa-
vyko iSskirti Pseudomonas genties bakterijas. Visai
neisskirtos i§ atveztiniy uZsienietiSky vaisiy — figy,
granato, churmos, kriausés. Taip pat nepavyko isskirti
Pseudomonas genties bakterijy i§ kiauSinio, karpio
vyniotinio, rauginto agurko bei pupeliy.

IS atlikty tyrimy rezultaty galime daryti tokias
i§vadas:

Atlikus tyrimus, buvo iSskirta ir identifikuota
dellimt Pseudomonas genties bakterijy rusiy, kuriy
pasiskirstymas jvairiuose substratuose buvo nevieno-
das.

Didziajg dalj iSskirty izoliaty sudaré Pseudomo-
nas fluorescens bakterijos. Jy buvo rasta vandenyje,
medienoje ir maisto produktuose.

Pseudomonas putida Stamai buvo iSskirti i§ dir-
vos, vandens ir medienos.

Pseudomonas fragi buvo isskirtas tik mésos pro-
duktuose — desrel¢je, lasiniuose, kepeny pastete.
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5. Pseudomonas syringae buvo iSskirtas augalinés

kilmés substratuose — medienoje bei juodajame ri-
dike.
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R. Tekoriené, A. Lugauskas

ISOLATION OF BACTERIA OF THE GENUS Pseudo-
monas FROM SOIL, WATER, WOOD AND FOOD-
STUFFS

Summary

Soil, water, wood and foodstuff samples were taken in
1996-2001. The samples were examinated by dilution pla-
ting on cetrimide agar for gram-negative bacteria of the
genus Pseudomonas. There were isolated 144 cultures: 40
cultures from soil, 11 from water, 56 from wood and 37
from foodstuffs. After identification tests, 56 cultures we-
re selected for future tests.

P, fluorescens was found in water, wood and foodstuff
samples, P putida was found in soil, on the wood sam-
ples and in water, P aeruginosa — in soil and wood sam-
ples; P syringae — on wood and foodstuff samples; P fra-
gi, P delafieldii, P cichorii, P phaminea — on foodstuff
samples.



