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Повышение стабильности биопрепаратов на основе углеводородокисляющих бактерий (УОБ), ис-
пользуемых для биоремедиации нефтезагрязненных объектов окружающей среды, является акту-
альной задачей вследствие частых и массовых разливов нефти. В настоящем исследовании с целью
повышения титра жизнеспособных клеток при хранении жидких культур УОБ в неблагоприятных
для длительного выживания условиях (температура 18–24°С, доступ кислорода) разработан новый
подход, предполагающий создание штамма, образующего повышенное количество клеток-перси-
стеров (высокоперсистерный штамм, ВПШ). ВПШ УОБ Acinetobacter seifertii WS1 получен методом
антибиотической селекции с использованием ципрофлоксацина. После 13 последовательных цик-
лов селекции доля клеток-персистеров в популяции выросла с исходного уровня 1.2 до 52%. При
хранении полученного ВПШ A. seifertii в течение нескольких месяцев выживало в 2–4 раза больше
клеток, чем в контрольной культуре. Новый штамм сохранял способность к образованию высокого
уровня клеток-персистеров при множественных пассажах без антибиотической селекции. После
хранения в течение 4 мес. культура ВПШ окисляла нефть со скоростью в 2–4 раза более высокой,
чем контрольная культура. Разработанный подход повышения титра жизнеспособных клеток при
их длительном хранении применен впервые и может быть использован для нужд экобиотехнологии.

Ключевые слова: углеводородокисляющие бактерии, Acinetobacter seifertii, штамм с высоким содер-
жанием клеток-персистеров, длительное хранение, деструкция нефти
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Фенотипическая гетерогенность микробных
популяций является их конститутивным свой-
ством, обеспечивающим адаптацию и выживание
популяций в постоянно меняющихся условиях
внешней среды. В литературе широко рассмат-
ривается внутрипопуляционная гетерогенность,
приводящая к выживанию в стрессовых и неро-
стовых условиях (например, при воздействии
бактериоцидных антибиотиков) одной субпопу-
ляции за счет гибели другой. Такая адаптацион-
ная стратегия основана на диверсификации изо-
генной (и даже моноклональной) бактериальной
популяции и может рассматриваться в качестве
одного из известных феноменов: (1) каннибализм у
спорообразующих бактерий в голодающей культу-
ре, когда одна субпопуляция, с низким уровнем
белка SpoОA, лизируется и служит дополнительным
источником питания для другой субпопуляции, с
более высоким уровнем этого белка, “включаю-
щим” программу спорообразования (Veening et al.,
2005; Lopez, Kolter, 2010); (2) автолиз одной суб-

популяции Streptococcus pneumoniae приводит к
появлению в среде свободной ДНК, которая за-
хватывается компетентными клетками другой
субпопуляции, вследствие чего осуществляется
передача признаков вирулентности в популяции
в целом (Dagkessamanskaia et al., 2004; Guiral et al.,
2005); (3) персистенция – это способность одной
из субпопуляций, ‒ клеток-персистеров, выжи-
вать при воздействии бактерицидных препаратов
при одновременной гибели клеток другой субпо-
пуляции (Balaban et al., 2019), продукты автолиза
которой способствуют выживанию персистеров
(Grant et al., 2012). Клетки-персистеры (П) всегда
образуются в развивающейся культуре (П второго
типа), но в большем количестве – в культуре ста-
ционарной фазы роста (П первого типа) (до 1.0%
от общего числа клеток популяции); в новом цикле
роста П воспроизводят родительскую популяцию,
чувствительную к антибиотикам и другим стрес-
сорам и образующую вновь П (Lewis, 2010; Van der
Bergh et al., 2017; Balaban et al., 2019). Показано,
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что применение антибиотиков обусловливает
приобретение к ним устойчивости за счет как по-
явления антибиотикорезистентных штаммов, так
и отбора высокоперсистерных клонов (Van der
Bergh et al., 2016a; Bakkeren et al., 2020; Sulaiman,
Lam, 2021). Для изучения П как основного фено-
типа развития устойчивости к антибиотикам был
предложен способ получения высокоперсистер-
ных штаммов (Van der Bergh et al., 2016b). Нами в
предыдущих исследованиях была выдвинута гипо-
теза о созревании П, в которых прошли процессы
цитодифференцировки (Balaban et al., 2004, 2019), в
цистоподобные покоящиеся формы (ПФ) (Лойко
и соавт., 2015; Мулюкин и соавт., 2015), устойчивые
к повреждающим воздействиям и сохраняющие
жизнеспособность в течение длительного времени
(месяцы–годы–миллионы лет) (Эль-Регистан и
соавт., 2006). Применение таких ПФ для создания
бактериальных препаратов как экологического, так
и других назначений, представляется перспек-
тивным. В частности, стабилизация жидких био-
препаратов углеводородокисляющих бактерий
является актуальной задачей, т.к. они широко ис-
пользуются для целей биоремедиации экотопов,
загрязненных нефтепродуктами (Das, Chandran,
2011).

Целью настоящего исследования явилось по-
лучение высокоперсистерных штаммов углеводо-
родокисляющих грамотрицательных бактерий и
исследование сохранения ими жизнеспособно-
сти при длительном хранении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. В работе использовали
штамм Acinetobacter seifertii WS1 из коллекции
культур лаборатории нефтяной микробиологии
Института микробиологии ФИЦ Биотехнологии
РАН, способный к окислению углеводородов.

Культивирование и определение углеводородокис-
ляющей активности бактерий. Культуру бактерий
A. seifertii WS1 для получения биопрепарата выра-
щивали в богатой питательной среде LB (Miller,
“Sigma-Аldrich”) в колбах объемом 250 мл с 50 мл
среды при температуре 28–30°С на орбитальной
качалке (100 об./мин) до стационарной фазы ро-
ста. Функциональную (углеводородокисляю-
щую) активность культуры A. seifertii после хране-
ния проверяли при росте в минеральной среде
Раймонда (г/л): CaCl2 ⋅ 6H2O – 0.01; MnSO4 ⋅ 5H2O –
0.02; FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.01; Na2HPO4 – 1.5; KH2PO4 –
1.0; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.2; NH4NO3 – 1.0; NaCl – 5.0;
pH 6.8–7.2. В качестве единственного источника
углерода и энергии в минеральную среду исполь-
зовали сырую нефть (Черeмуховское месторож-
дение, Республика Татарстан, РФ) в концентра-
ции 2 об. %. Бактерии после 4 мес. хранения при
18–24°С и свободном доступе воздуха вносили в

среду культивирования (200 мкл, что соответству-
ет ≈6 × 108 кл.). Выращивание бактериальных
клеток проводили в герметично закрытых флако-
нах объемом 120 мл с 10 мл среды при температуре
30°С на качалке (100 об./мин). О росте культур и,
соответственно, потреблении нефти судили по
эмиссии СО2 (накоплению газа в воздушной фа-
зе) с помощью газового хроматографа Кристалл
5000 (“Хроматэк”, Россия).

Получение высокоперсистерных штаммов. Вы-
сокоперсистерные штаммы (ВПШ) A. seifertii по-
лучали по схеме, описанной в работе Van der Bergh и
соавт. (2016а). В пробирки с 5 мл среды LB и анти-
биотиком ципрофлоксацином (2 мкг/мл, раствор
для инфузий; “Курган-синтез”, РФ) вносили
100 мкл культуры стационарной фазы роста, вы-
ращенной на среде LB до конечной концентрации
(5.9 ± 0.4) × 107 кл./мл. Через 3.5 ч (время инкубации
с антибиотиком оптимизировано в предваритель-
ных экспериментах) определяли количество жиз-
неспособных клеток (титр колониеобразующих
единиц, КОЕ при рассеве на плотные среды), от-
мывали клетки от антибиотика (при помощи цен-
трифугирования при 5000 g в течение 10 мин) 4 раза
фосфатным буфером (0.05 М, рН 7.0). Отмытые
клетки разводили в 103, 104, 105 раз и использова-
ли в качестве инокулята для выращивания A. seif-
ertii в среде LB, как описано выше. Клеточную по-
пуляцию, выросшую в варианте опыта с наиболь-
шим разведением инокулята, использовали для
следующего цикла экспериментов, как описано
выше. Стабильность ВПШ проверяли путем де-
вятикратных пересевов в жидкие (LB) и на плот-
ные (LА) среды без антибиотиков. Жизнеспособ-
ность бактериальных клеток в длительно храня-
щихся культурах определяли по числу КОЕ при
высеве клеточных суспензий из десятичных раз-
ведений на агаризованную среду LА.

Статистическая обработка данных. Исследова-
ния проводили в двух–трехкратной повторности
по два параллельных эксперимента в каждом.
При расчете титра КОЕ определяли среднее
арифметическое и экспериментальный разброс
(ошибку) (функция Excell “среднее отклонений
экспериментальных значений от среднего”) из 5–
7 параллельных проб с использованием программы
Microsoft Office Excell 2007. Различия между вариан-
тами считали значимыми, если они превышали
экспериментальную ошибку (для экспериментов
по определению КОЕ не более 30%). На рисунках
представлены результаты типичных эксперимен-
тов, каждая точка представляет среднее арифмети-
ческое и экспериментальный разброс.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исходное количество клеток-персистеров
первого типа (П I) в культуре A. seifertii дикого ти-
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па (ДТ) составляло 1.12% (рис. 1). В качестве се-
лектирующего агента применяли антибиотик ци-
профлоксацин. Как видно из рис. 1, с каждым
циклом селекции доля клеток-персистеров воз-
растала. Через 13 циклов селектирующей обра-
ботки антибиотиком был получен штамм, чис-
ленность персистеров у которого составляла 52%.
Это свойство стабильно сохранялось в течение
последующих 9 пересевов в свежую жидкую (LB)
или на плотную (LA) среды без антибиотиков.

При хранении в течение 110 сут исходного (ДТ,
дикий тип) штамма и ВПШ после 13 циклов обра-
ботки антибиотиком титр жизнеспособных кле-
ток у штамма ДТ снижался более чем на два по-
рядка. У ВПШ число жизнеспособных клеток бы-
ло выше в 2–4 раза по сравнению с контролем
(рис. 2). Несоответствие (~ в 50 раз) между воз-
растанием удельной доли клеток-персистеров в
ВПШ относительно исходного штамма ДТ и пре-
вышением (в 2–4 раза) титра КОЕ ВПШ над ДТ,
по-видимому, можно объяснить следующими со-
ображениями. Теоретически стратегия “страховки”
(bet-hеdging) описывает общую популяционную
стратегию, обеспечивающую минимизацию рис-
ков исчезновения популяции (вида) при смене
условий окружающей среды (Browning et al.,
2020). Популяция разделяется (молекулярно-ге-
нетическими механизмами) на субпопуляции, у
каждой из которых реализуется собственная так-
тика поведения, что обеспечивает выживание
(адаптацию) одной из субпопуляций за счет гибе-
ли другой. В нашем случае это: а) среднесрочное
(час–сутки) сохранение клеток-персистеров при
одновременном автолизе субпопуляции обычных
клеток-неперсистеров; б) долгосрочное сохранение
жизнеспособности покоящихся форм (ПФ), созре-
вающих из П в образованном автолизате. Пока
остается неизвестным, каково должно быть соот-
ношение численности П, созревающих в ПФ, и ав-
толизирующихся клеток, хотя для выживания П и
созревания ПФ автолизат необходим (Бухарин и
соавт., 2005). Если рассматривать эту ситуацию на

уровне функционирования сообщества, то эво-
люционно должны были сформироваться пределы
(min–max) доли в популяциях высокоустойчивых
персистеров и образовавшихся из них ПФ, обеспе-
чивающие стабильность состава и функционирова-
ния сообщества в целом. Можно предполагать, что
более чем 50%-ное образование персистеров –
это “завышенный” резерв для сохранения структу-
ры сообщества, поэтому значительная часть пер-
систеров в наших экспериментах не созревала в
ПФ. Следует отметить, что отмирание клеток
ВПШ протекало гораздо медленнее, чем клеток
контрольного штамма: через 1 мес. хранения титр
КОЕ в ВПШ был в 24 раза выше, чем в штамме
ДТ. А через 3 мес. хранения титр КОЕ в культуре
ВПШ был в 2–4 раза выше, чем в контрольном
варианте (культура ДТ) (см. рис. 2). Эти данные
не противоречат приведенному объяснению.

О сохранении углеводородокисляющей актив-
ности исходного и высокоперсистерного штаммов
A. seifertii судили по образованию СО2 клетками,
растущими на нефти как единственном источни-
ке углерода, при использовании в качестве ино-
кулята культур ДТ и ВПШ, хранившихся в тече-
ние 4 мес. (рис. 3).

Как видно из рис. 3, культура A. seifertii ВПШ
окисляла нефть со скоростью, в 2–3 раза превы-
шающей таковую культуры ДТ, что соответствует
большему содержанию жизнеспособных клеток
(см. рис. 2). Следует также отметить, что при рас-
севе ПФ исходного и высокоперсистерного штам-
мов A. seifertii на плотные среды они формировали
популяции фенотипически различающихся между
собой вариантов-диссоциантов. При этом диссо-
цианты не отличались способностью окислять
коротко- и длинноцепочечные или циклические
углеводороды, зато существенно различались ха-
рактеристиками устойчивости к стрессорам, на-
пример, к высоким концентрациям NaCl и ионов
Cu2+ (данные не приводятся). Следует отметить,
что прорастание ПФ в виде спектра различаю-
щихся диссоциантов типично для цистоподобных

Рис. 1. Изменение количества клеток-персистеров A. seifertii в ходе селекции с ципрофлоксацином.
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ПФ и многократно показано ранее для бактерий
разных таксонов, в том числе биотехнологически
значимых штаммов (Эль-Регистан, 2006; Solyaniko-
va et al., 2011; Мулюкин и соавт., 2014; Ivshina et al.,
2015).

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований впервые получен высокоперсистер-
ный (более 50%) штамм A. seifertii – деструктора
нефтепродуктов. При длительном (4 мес.) хране-
нии ВПШ в провокационных условиях (при тем-
пературе 18–24°С и доступе кислорода) число со-
хранивших жизнеспособность клеток было в 2–4
раза больше, чем в исходном штамме. Получен-
ный новый ВПШ сохранял способность к образо-
ванию персистеров в течение 9 и более пересевов
без селекции. После хранения в течение 4 мес.
культура ВПШ окисляла нефть с большей скоро-
стью по сравнению с таковой контрольной куль-

туры. По показателю повышения эффективности
биодеструкции нефти относительно исходного
штамма после длительного хранения, созданный
штамм сопоставим с культурами, стабилизиро-
ванными с применением новых биокомпозитных
материалов (Николаев и соавт., 2021, в печати).

Разработанный прием получения высокопер-
систерных штаммов, обеспечивающий сохране-
ние высокого титра жизнеспособных клеток при
длительном хранении и высокую функциональ-
ную активность, может быть рекомендован для
нужд экобиотехнологии.
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Рис. 2. Титр жизнеспособных клеток (КОЕ/мл) исходного (ДТ) и высокоперсистерного (ВПШ) штаммов A. seifertii
при хранении в течение 4 мес.
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Рис. 3. Накопление СО2 высокоперсистерным (ВПШ) (2) и исходным (ДТ) (1) штаммами A. seifertii после хранения в
течение 4 мес., при их росте в минеральной среде с нефтью.
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Highly Persistent Strains of Hydrocarbon-Oxidizing Bacteria as a Base
for Increasing the Viable Cell Numbers during Long-Term Storage
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Abstract—Due to frequent and large-scale oil spills, increasing the stability of biopreparations with hydrocar-
bon-oxidizing bacteria (HOB), which are used for bioremediation of oil-contaminated environmental ob-
jects, is presently an important task. In the present work, a new approach for maintaining the viable HOB cell
titer under unfavorable storage conditions (oxygen availability at 18–24°C) was developed, which implies
constructing a strain with increased number of persister cells (High Persistence Strain, HPS). The HPS of a
HOB bacterium Acinetobacter seifertii WS1 was obtained by antibiotic selection with ciprofloxacin. The share
of persister cells in the population increased after 13 sequential selection cycles from 1.2 to 52%. Several
months of storage of the A. seifertii HPS resulted in 2–4 times better survival than in the control. The new
strain retained ability to produce high numbers of persister cells after numerous transfers without antibiotic
selection. The rate of oil oxidation by the HPS culture after 4-month storage was 2–4 times higher than in the
control culture. The eveloped approach to increasing the viable cell titer of long-term-stored cells has not
been applied previously and may be used in ecobiotechnology.

Keywords: hydrocarbon-oxidizing bacteria, Acinetobacter seifertii, strains with high persister cells content,
long-term storage, oil degradation
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