
ՀԱ-ՅԿԱԿԱՆ ՍՍԱ ԴԻՏՈՒԹ ՅՈՒՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՍԴԱՅԻ ԶԵԿՈՒՅՑՆԵՐ 
ДОКЛАД Ы АКАД ЕМКИ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР

XIX ՜ 1954 Г՜

БИОЛОГИЯ

В. Г. Айрапетян

О направленной изменчивости бактерий из группы 
Пастерелла

(Представлено М. А. Тер-Карапетяном 5 X 1953)

Вегетативная гибридизация создает возможность осуществлять 
направленную изменчивость живых форм, в том числе и микроорга
низмов.

В настоящее время трудами советских ученых уже накоплено 
большое количество фактов, подтверждающих плодотворность приме
нения метода вегетативной гибридизации в микробиологии.

Грачева (’) показала, что при длительном выращивании кишеч
ной палочки (В. ;coli communae) на синтетической среде, содержа
щей в качестве источника азота убитые микробные тела одной из 
бактерий паратифозной группы—В. Breslau—и сыворотку кролика, ки
шечная палочка приобретает биохимические, вирулентные и антиген
ные свойства В. Breslau. Эти данные Н. Ф. Гамалея (2) считал при
мером вегетативной гибридизации у микроорганизмов.

Аналогичные данные были получены также Тимаковым (3), Ка
линым (4) и др. по превращению одного вида микроба в другой пу
тем предоставления первому виду продуктов распада второго вида 
и, в частности, специфических нуклеопротеидов.

В настоящей работе мы приводим результаты наших исследова
ний по вегетативной гибридизации между микроорганизмами, принад
лежащими к далеко стоящим друг от друга видам—Pasteurella bo- 
visepticum и В. coli. Результаты эти были получены путем добав
ления к среде, посеянной Р. bovisepticum, продукта распада В. coli и, 
наоборот, путем добавления в среде, где развивались В. coli, продукта t 
распада Р. bovisepticum.

Для культивирования взаимно воспитываемых штаммов бралась 
синтетическая среда Тиродэ, которая разливалась по 5 мл в пробирки 
и автоклавировалась при 2 атм. в течение 15 минут. pH среды рав
нялась 7—7,2.

Р. bovisepticum в жидкости Тиродэ не культивируется массо
вое отмирание микробов наступает через 2—3 дня после посева,
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В. соИ же сохраняется в этой среде несколько дольше—отмирание 
бактерий происходит после 5 —6֊го пересева.

В качестве источника азотистых продуктов к среде прибавля
лось перед посевом определенное количество убитых микробных тел: 
в одних случаях В. соН, в других~Р. Ьоу1зер1։сит. В другой ряд 
пробирок, кроме микробных тел, к жидкости Тиродэ прибавлялась 
стерильная неинактивированная сыворотка, здорового кролика в коли
честве 0,25 мл.

Микробные тела, используемые в качестве источника азота, смы
вались жидкостью Тиродэ с поверхности мясопептонного агара 
(МПА) после суточного роста при 37°С, титровались до содержания 
2 миллиардов микробных тел по стандарту, затем прогревались в во
дяной бане: при 75 С в течение 30 минут для В. соИ и при 80°С в 
течение 30 минут для Р. Ьоу18ерНситп. Стерильность микробных 
взвесей проверялась высевами на обычных питательных средах, а 
Р. ЬоУ15ерНсит еще и введением подкожно белой мыши в количестве 
0,5 мл. Взвеси считались пригодными к использованию, если в те
чение 5 суток посевы оставались стерильными, а белые мыши—жи
выми. В качестве воспитываемого объекта было взято: а) Р. 
Ьоу1зер11сит—штамм „1337а, выделенный из крови крупного рогатого 
скота, долгие годы применявшийся в нашей лаборатории в качестве 
вакцинного и отличавшийся хорошо выраженной антигенностью и вы
сокой вирулентностью; 0,1 мл суточной бульонной культуры этого 
штамма убивает белую мышь в течение 18—24 часов и 2-годичного 
бычка в течение 24—36 часов. В мазках из органов и крови павших 
животных всегда усматриваются хорошо выраженные, биполярно окра
шенные коккобактерии. Микроб этот—грамм-отрицательный, непод
вижная коккобацилла, растущая на косом агаре в виде мелких бес
цветных, прозрачных колоний (как роса), а в мясопептонном бульоне 
образующая равномерную нежную муть. Сбраживает только глюкозу 
с образованием кислоты и газа, желатину не разжижает, молоко не 
свертывает; б) В. сиИ—лабораторный штамм „1520й, выделенный из 
кишечника теленка, был типичным для этого вида микроба во всех 
отношениях.

Схема постановки опытов представлена в табл. 1.
Основной посев воспитываемых штаммов производился петлей с 

суточной агаровой культуры, при дальнейших пересевах пастеров
скими пипетками (приблизительно одинакового диаметра)—в количе- 

. стве 4 капель.
После пересева пробирки ставились в термостат на 24 часа при 

37°, затем на 5 дней при комнатной температуре. На 7-й день от 
начала опыта производились следующие пересевы из каждой пробирки 
в такую же пробирку с аналогичной средой и затем выдерживались 
в том же порядке.
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Таблица 1

Основная питательная 
среда

Источники азота Воспитываем ые штаммы
убитые* микроб
ные тела в коли

честве 2 млрд, 
в 1 мл

Past, bovisepticus 
.1337-

0,25

0,25

В. coli 
„1520-

1
2
3

4

5

6
7
8

Жидкость Тиродэ 5 мл
То же............................
То же............................

То же............................

В. coli................
В. coli................
Past, bovlsepticum

{Past, bovisepticurn

Штамм „1337-
Штамм „(337-

контрольн. пробирки

Жидкость Тиродэ 5 мд

То же............................
То же............................

То же............................ ..

Штамм 
„1520“ 
Штамм 
„1520-

0,25

I 0,25

Штамм „1337-

Штамм „1337-

Штамм 
„1520-

Штамм 
.1520-

Одновременно из содержимого каждой опытной пробирки 1—2 
капли переносились пастеровской пипеткой в отдельные чашки Петри 
на среду „Эндо" и шпаделем рассеивались по всей поверхности среды. 
Чашки на сутки ставились в термостат при 37°С, после чего изуча
лись колонии. Тут же представлявшие интерес колонии пересевались 
на косой агар и среды для изучения биохимических свойств.

Обычно выделялись те колонии, которые на среде „Эндо1* про
являли нехарактерный рост, т. е. когда появлялись красные колонии 
из пробирок, где пастерелла воспитывалась на убитых В. coli, и бес
цветные колонии из пробирок, на которых коли воспитывались на 
убитых Р. bovisepticurn.

Всего было проведено 3 серии однотипных опытов, причем каж
дая серия доводилась до 7֊го пассажа. Из всех 3 серий опытов во 
всех пассажах получались одинаковые показатели.

Результаты наших наблюдений сводятся к следующему: Past, 
bovisepticurn, воспитываемые на убитых микробных телах В. coli в 
присутствии кроличьей сыворотки, остаются жизнеспособными в те
чение всех 7 пассажей, давая при этом характерный рост на МПА 
и отсутствие роста на „Эндо“, как и исходная культура. На 7-м же 
пассаже характер роста на этих средах резко меняется. На среде 
„Эндо“ появляются мелкие красные лактозоразлагающие колонии; на 
МПА же рост более пышный, приближающийся к росту микробов 
кишечной группы, но не характерный для исходной культуры Р. bovi- 
septicum. Суточная бульонная культура от этих красных колоний в дозе 
0,2 мл вызывает смерть белой мыши на 3-й день, причем в мазках 
из органов мыши было видно множество коротких, хорошо крася
щихся коккобактерий, напоминающих морфологию пастерелл, однако 
биполярно окрашенные почти совершенно не встречаются. Эти крас
ные колонии трансформанты и по своим биохимическим свойствам 
резко отличаются от исходной культуры. Они становятся весьма ак
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тивными, и разлагают, с образованием кислоты и газа, лактозу, глю
козу. маннит, мальтозу и проч., но не разлагают сахарозу и дульцит; 
исходная же культура отличается тем, что разлагает только глюкозу 
без образования газа, обладает высокой вирулентностью и в мазках 
из органов окрашивается биполярно.

Эти же Past, bovisepticum, воспитанные на убитых телах В. coli, 
без наличия кроличьей сыворотки, пассажируются без изменения своих 
свойст в. В среде же только с кроличьей сывороткой Р. bovisepticum не 
размножается, более устойчивые особи сохраняются до 3—4-го пас
сажа. а затем вымирают. В жидкости же Тиродэ, без источника азота, 
они погибают в течение первых же дней.

В coli, как во многих других, так и в нашем опыте, прояв
ляют большую склонность к изменчивости. В присутствии убитых 
Р. bovisepticum и кроличьей сыворотки с 5-го пассажа появляются 
лактозонеразлагающие колонии, сначала единичные, а уже с 7-го 
пассажа все бесцветные, у некоторых из которых в центре слабо
розовая точка. В пробирках, в которых имеется только кроличья сы
воротка без убитых Р. bovisepticum, бесцветные колонии появляются со 
2-го пассажа, сохраняющиеся до 6-го, а затем вообще перестающие 
расти как на среде „Эндо“, так и на косом агаре. На жидкости Ти
родэ без источника белка кишечная палочка сохранялась в нашем 
опыте до 5-го пассажа, а затем на контрольных средах переставала 
расти. Эти бесцветные колонии лактозонеразлагающей кишечной па
лочки по биохимическим своим свойствам отличаются от исходной 
культуры тем. что на цветных средах перестают вызывать газообра
зование.

Суммируя полученные данные, мы усматриваем после опыта в 
воспитываемых штаммах определенные изменения, которые приведены 
в табл. 2.

Таблица 2

Критерий 
изменчивости

Р. bovisepticum
До опыта | После опыта

В. coli
До опыта После опыта

1. Морфология ’

2. Биохимические 
свойства на сре
дах с: 
гл юкозой 
лактозой 
другими саха
рами  |*

3. Вирулентность

* Применялись среды, содержащие: маннит, мальтозу, арабилозу, ксилозу и 
другие.

Коккобактерии 
Биполярность+ 
Г рам—

Коккобактерии 
Биполярность—
Г рам—

I
I Короткие
: палочки

Г рам—

Без изменения

К + Г— 
К—Г—

К—Г—

К + Г + 
К+Г +

К + Г +

К + Г-
К—Г—

К + Г—

Убивает белую 
мышь за 18—24
часа

Убивает белую 
мышь за 72 часа

К + Г + 
К + Г +

К + Г +

Приведенные нами 
изменчивость возможна

наблюдения показывают, что направленная 
не только между близко стоящими видами
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микроорганизмов, но и между далеко стоящими друг от друга видами 
патогенных микробов, путем изменения типа ассимиляции, типа об
мена веществ (5).
Армянский научно-исследовательский 

ветеринарный институт
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Վեգետատիվ հէրրիդէդացիան հնարավորություն է տալէս ի րագործելու կենդանի 
տեստկնե րէ , այդ թվում և »Հ է կ ր no ր գ ան է դ մեե րէ նպատակադիր վերափոխում ը։

Այս ուդդությամ ր ակտդ*  Գամալեյայի լաբորատորիայում Գրաչևտյի կողմից BaCte- rium coli comm.-/» մասին բհրված սկդրնական արդյունքներին բազմաթիվ նոր փաստեր 
ավելցվեցին սովետական մ ի կր որէ ոլո գնե ր ի կողմից։ Այս փորձերով հաստատվել է, որ 
երր տվյալ տեսակի մ ի կրոօր դան իդմ ը զարգանում է նույն խմբէն պատկանող, րա,գ 
ուրիշ տեսակի մէ միկրոօրգանիզմի քայքայման նյութերի նե րկայո, թ յամ ր , աո ահին մ ի կ֊ 
րոօբ զանիգմ ր ձեռք կ բերում երկրորդի հ ա տ կ ութ յո ւնն ե ր ր ։

Ներկա աշխատ ությունում բերվում են Գրաչևայի մշակած մեթոդով մհր կողմիդ 
ստացված արդյունքները, երբ ՐՅՏէՕԱ^113 Է)Ո\ՈՏ6թէ^ԱՈ1 բակտերիան դաստիարակվում կ 
մի այլ խմրի պատկանող В. СОН֊/» քայքայման նյութերի վրա, և բնգհակաոակր, երբ В coli-ն դաստիարակվում կ Р. bOVlSeptiClim-/» ս/^/7 ւսՆ նյու^1եր!ւ վրա։

թ յ ո ւնն ե ր ի ւվււեւքան I и ր ր բերված է ijj րյյուս ակ 1֊ումյ gnt յց Լ ւո ա լ ի ս յ որ
դասս։ ի ա ր ակ մ ա h են թ ա կ ա ր ա կ ա ե ր ի ա ն ե ր Д ա մ ե Ն մի աե սակ ը աճեցվում է 8 ի ր ո у Լ ի լու
ծույթի մեջ*
շիճուկէ իսկ

որին ավելացված է որպես աղոտի աղբյուր 
մյուս վարիանտում մ ի ամ ամ ան ակ Հա ցար ի

մի վ ա ր ի ան ա ո ւմ մի այն ճ ա ղարի 
շիճուկ և մյուս տեսակի րակւոե֊

րիաների սպանված pՀի$նԼ ր ր (քայքայման նյութերը)։ ստի արակման у ո ողոլթ յուն ր
կատարվում է միևնու յն մ իջավայրում' 7 հաղորդական ցանումներով ( սլասամ}։ 

Մեր հետադասությունները հան դե/ են հետևյալ արդյունքներին։
Միայն Տիրոդէի մ իջավայրում (կոնտրոլ) թե p. bOViSCpticiHll*  ր և թե В. COll*̂
ճաղարի շի ճուկո վ հա րսաացված Տիրոդեի միջավայրում ե Р. bOVi SC pti CU Ш* ’/1 ե թեВ. colli-Ъ ա ճու մ են մինչև 5 — 6֊րդ պասամըէ րայց վերափոխման երևույթ չեն ցու- 

ցարերում է
Վերջապես, երր Տիրոդկի մ իջավայրը հարստացվում կ միամտմանակ ճաղարի շի֊ 

ճուկով ե քայքայված բակտերիաների նյութե րով , աճող մ ի կ ր ոօ ր զ ան ի ղ մ ր ձեոք կ բե
րում սպանված մ ի կ ր ոօ ր ղան ի ղմեե ր ի յ ուր ա հ ա տ կութ յ ո ւնն ե ր ր։ Այսպես, փորձի վերևում Ր. Է»07յՏ6թԱշսՈ1-/» ցուցարերոլմ կ 8. շօհ֊/ս և ընդհակաուակր 8. ՕՕԱ-^Տ» ցուցարե- 
րում կ թ. է^1ՏՕթԱՇԱրՈ-/» հատկ ութ յունները։

Փորձարկված շտաՍևերի մ ո ր ֆ ո լո ց ի ա կան / բիոքիմիական ե վիրուլենտության հատ֊ 
կութ յուննե րի վերափոխման արդյունքները բերված են 2 աղյուսակում ։

Մեր հետազոտությունները ցույց են տալիս, որ բակտերիաների ղեկավարված վե- 
ր ա ւի ոխ ում ր ա րե լի կ կատարել ոչ միայն իրար մոտ գտնվող տեսակների միհև, ինչպես 
հայտնի կ գրականության մե9, այլ նաև ^եկր մյուսից հեռու գտնվող տարրեր խմբերի 
պատկանող մ ի կ ր ոօ ր ց ան ի ղմնե ր ի տեսակների միջև։
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