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В настоящее время одной из наиболее актуаль-

ных проблем состояния Мирового океана является 

антропогенное загрязнение, представленное раз-

нообразными поллютантами, выступающее в роли 

стрессора для морских микроорганизмов, что может 

являться причиной модификационных изменений у 

бактерий. Загрязнение морских акваторий оказы-

вает отрицательное воздействие на микроорганиз-

мы, влияя на их биологические свойства, состав 

микробных ценозов. Приспосабливаясь к новым 

химическим соединениям, загрязняющим морскую 

среду, они способны трансформировать и утилизи-

ровать практически все существующие в природе 

органические вещества. Приспособления эти могут 

выражаться в изменении как морфологии, так и ге-

нотипа бактерий [6, 13]. Вместе с тем экологические 

и эпидемиологические последствия этих изменений 

еще не определены, но можно предположить, что 

подобные приспособления могут сопровождаться 

приобретением микроорганизмами признаков, пред-

ставляющих опасность для гидробионтов, наземных 

организмов и человека [18]. Данные о влиянии за-
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у микроорганизмов как ответной реакции на воздействие стрессового фактора, что имеет как общебиологическое, так и важное 
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грязнения морской среды на проявление патогенных 

свойств у сапрофитных микроорганизмов нами не 

обнаружены, однако, по сообщению ряда исследо-

вателей [11, 16], изменение абиотических факторов 

среды приводило к повышению вирулентных свойств 

у патогенных бактерий.

Цель работы – дать сравнительную характеристику 

биологических свойств, в том числе факторов патоген-

ности, морских бактерий, выделенных из акваторий 

с разной антропогенной нагрузкой.

Для достижения цели необходимо было собрать 

коллекцию морских штаммов, полученных из вод 

акваторий с разной антропогенной нагрузкой. Изо-

ляты проверяли с помощью определенных тестов на 

свойства, характеризующие факторы патогенности 

бактерий (ферментативные свойства в отношении 

органических субстратов, гемолитическую актив-

ность, адгезивные и инвазивные свойства – актив-

ность ферментов плазмокоагулазы и гиалорунидазы, 

цитотоксичность), т. е. способность адгезировать на 

поверхности эпителия и проникать внутрь макроор-

ганизма.

Методы

Объектом исследования явились микроорганизмы, 

выделенные из прибрежных акваторий в Японском 

море: б. Золотой Рог, б. Киевка, б. Круглая. В июне 

– августе 2014 года в каждой из указанных бухт в 

500 м от берега с соблюдением условий стерильности 

трижды отбирали пробы воды с глубины 10–15 см 

от поверхности. Исследуемые районы расположены 

как в зоне активной береговой деятельности, для 

которых характерно комплексное загрязнение одно-

временно всеми видами поллютантов, что вызывает 

значительное экологическое напряжение и стрессы 

(б. Золотой Рог), так и в чистых (свободных от ан-

тропогенного воздействия) районах (б. Киевка, б. 

Круглая) (рис. 1). 

Бухта Золотой Рог вдается в северный берег 

пролива Босфор Восточный, между мысом Тигровым 

и мысом Голдобина, с северо-запада бухта ограни-

чена полуостровом Шкота, вследствие чего для нее 

характерен низкий водообмен. Бухта используется для 

судоходства круглый год. Объем годового стока в бухту 

от разнообразных источников в 4,6 раза превышает 

объем воды ее акватории. Основными источниками 

загрязнения являются сточные системы городской 

канализации, судоремонтные предприятия, крупные 

городские порты. Часть акватории практически по-

стоянно покрыта нефтяной пленкой, толщина которой 

у берегов может достигать 100 мкм, в донных осадках 

толщина отложений нефтесодержащих отходов со-

ставляет от 1 до 3 метров. В воде и грунтах высоко 

содержание техногенных металлов, фенолов, хлоор-

ганических и поверхностно-активных соединений [4].

Бухта Киевка вдается в берег между мысом 

Суткового и мысом Островной. Северозападный и 

восточный берега бухты высокие, а берег вершины 

отмел и окаймлен песчаным пляжем. К берегу вер-

шины бухты выходит низменная долина, по которой 

протекает река Киевка. На побережье отсутствуют 

жилые постройки, в летний период времени бухта 

испытывает незначительную рекреационную нагрузку. 

Бухта более открыта, имеет место более активный 

водообмен по сравнению с другими выбранными, 

мониторинговые исследования позволяют отнести ее 

воды к категории «чистые» [5].

Бухта Круглая, защищенная от юго-восточных 

ветров, незначительно вдается в северо-западный 

берег полуострова Брюса в 1,4 мили к WSW от мыса 

Брюса. Входные мысы бухты скалистые и обрывистые, 

к вершине бухты берег понижается и переходит в 

широкий галечный пляж. На берегу располагается 

санаторно-оздоровительный комплекс. Несмотря 

на то, что техногенного загрязнения здесь не на-

Рис. 1. Карта-схема районов работ: бухта Золотой Рог(1), бухта Круглая (3), бухта Киевка (2)
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блюдается, в летний период времени имеет место 

рекреационная нагрузка [10].

Для выделения чистой культуры морских бакте-

рий использовали известные микробиологические 

методы [14] и среду для морских гетеротрофных 

микроорганизмов [20]. Для выделения бактерий 

сем. Enterobacteriaceae использовали среду Эндо. 

Определение исследуемых изолятов проводили на 

основании таксономических признаков с помощью 

API-стрипов фирмы BioMerieux (Франция). 

Определение липолитической, протеолитической 

и амилолитической активности проводили в соот-

ветствии с известными методами, описанными в 

литературе [14], высевая суточную культуру на соот-

ветствующие среды: с агаровой средой, содержащей 

3 % липидного гомогенизата; 25 % снятого молока; 

0,2 % крахмала. Активность ферментов определяли 

по проявлению реакции на этих средах (рис. 2). Опре-

деление активности плазмокоагулазы и гиалорунидазы 

проводили согласно известным методам [14].

Рис. 2. Пример учета липазной активности изучаемых штаммов

Для определения чувствительности микроорганиз-

мов к антибиотикам использовали метод диффузии 

антибиотика в питательный агар на основе гидролиза-

та рыбной муки (ГРМ-агар) с применением бумажных 

дисков, пропитанных антибиотиком. Взятые в работу 

антибиотики (карбеницилин, тетрациклин, ампицилин, 

цефотаксим, ципрофлоксацин, цефтозидим, цефопе-

разон) обладают широким спектром действия. Дей-

ствуют на различные микробные структуры, такие как 

клеточная стенка, генетический аппарат, белки [19].

При определении чувствительности методом диф-

фузии в агар чистую культуру бактерий засевали 

«газоном» на питательный агар в чашке тампоном, 

смоченным в стандартизованной (108 КОЕ/мл) 

суспензии микроорганизма. Затем на поверхность 

агара укладывали стандартные бумажные диски с 

антибиотиками, которые диффундируют в агар, соз-

давая градиент концентрации. На чашку диаметром 

90 мм равномерно укладывали 6–7 дисков. После 

инкубирования при комнатной температуре измеряли 

диаметры зон задержки роста вокруг дисков и по 

специальным таблицам определяли степень устой-

чивости к тому или иному антибиотику [8]. Диаметр 

зон задержки роста микроорганизмов выражали в 

мм. Учитывали все случаи встречаемости штаммов, 

не чувствительных к тому или иному антибиотику.

К факторам патогенности относят проявление у 

микроорганизмов гемолитической, цитопатической 

активности и адгезивных свойств. Для исследова-

ния гемолитической активности использовали 5 % 

кровяной агар [14]. 

Для постановки опыта с целью изучения адгезивных 

свойств исследуемых штаммов была использована 

методика В. И. Брилис [2]. В качестве эксперимен-

тальной модели были взяты эритроциты человека О 

(I) группы Rh (+) крови. Взвесь бактерий готовили 

в концентрации 109 клеток/мл, бактерии инкуби-

ровали при 37 °С. Адгезию изучали под световым 

микроскопом на микроскопе Micros mc 20. При 

оценке адгезивных свойств микроба использовали 

следующие показатели: средний показатель адгезии, 

коэффициент участия клеток в адгезивном процессе и 

индекс адгезивности микроорганизма (ИАМ). Подсчет 

вели на 100 клетках, просматривая все предметное 

стекло. Микроорганизмы считали неадгезивными при 

ИАМ меньше 1,75, низкоадгезивными – от 1,76 до 

2,5, среднеадгезивными – от 2,51 до 4,0 и высоко-

адгезивными при ИАМ выше 4,0.

Рис. 3. Визуальная оценка цитопатогенного действия морских микроорганизмов на монослой клеток Vero E6, выращенного 

в течение 3 суток на среде Игла МЕМ. (А) – неповрежденный монослой; (В) – разрушенные клетки монослоя
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Для исследования цитопатических свойств микро-
организмов использовали культуру клеток Vero E6. 
Монослой клеток выращивали в течение 3 суток на 
культуральных 96-луночных планшетах с использова-
нием среды Игла МЕМ (minimal essential medium) с 
двойным набором аминокислот и витаминов, допол-
ненной L-глютамином (1 мг/мл) и 7 % сыворотки 
эмбрионов коров. Для инокуляции клеточных культур 
готовили суспензию бактериальных клеток, выращен-
ных на питательной среде для морских гетеротрофных 
организмов [21]. В эксперимент были взяты раз-
ведения культуры по стандарту мутности от 10-9 до 
10-1 клеток/мл. Инокуляцию проводили суспензией 
22-часовой культуры. Через определенные интервалы 
времени (24, 48 часов) оценивали цитотоксические и 
инвазионные свойства по инфицированию культуры 
клеток бактериями, по изменению морфологии от-
дельных клеток и деструкции монослоя при микро-
скопическом исследовании (рис. 3). Цитопатические 
свойства микроорганизмов считали выраженными 
при наблюдении в поле зрения микроскопа дегене-
ративных изменений монослоя Vero E6 (гибель более 
50 % клеток в трех полях зрения).

Результаты

На первом этапе исследования были выделены 
из морской воды 75 морфотипов бактерий, из них 
25 изолятов из б. Золотой Рог, 27 – из б. Круглая, 
23 – из б. Киевка, при этом в коллекцию не были 
включены штаммы сем. Enterobacteriaceae (с целью 
исключения из эксперимента патогенных и условно-
патогенных бактерий). 

У полученных изолятов исследовали наличие актив-
ности гидролитических ферментов (липаза, амилаза, 
протеиназа) как ответную реакцию на изменение фак-
торов среды. При этом сравнительные исследования 
случаев проявления гидролитической активности у 
микроорганизмов, выделенных из морских акваторий 

с разной антропогенной нагрузкой, не выявили раз-
личий по этим показателям. 

В результате проверки теста на устойчивость к 
антибиотикам в большинстве случаев у штаммов из 
б. Золотой Рог отмечена более высокая устойчивость 

к антибиотикам, используемым в эксперименте, по 
сравнению с изолятами, выделенными из чистых 
акваторий (рис. 4а). 

Были исследованы свойства морских бактерий, 
которые характеризовали бы их потенциал с точки 

зрения патогенности – способность клеток бактерий 
к адгезии и инвазии. Исследования показали, что 
доля штаммов, обладающих сильноадгезивными свой-

ствами, была выше в б. Золотой Рог, по сравнению 
с чистыми акваториями (рис. 4б). Неадгезивными 
свойствами (ИАМ меньше 1,75) в большинстве 
(75 %) своем обладали штаммы из б. Киевка.

К факторам патогенности относятся такие по-

казатели, как гемолитическая активность (способ-
ность разрушать эритроциты человека), активность 
ферментов гиалуронидазы (инвазивные свойства 

– способность проникать внутрь клетки хозяина), 

плазмокоагулазы (формирует непроницаемый для 

антител и затрудняющий действие фагоцитов «че-

хол»), адгезивные свойства (отвечают за первый этап 

проникновения в клетку хозяина).

Гемолитическая активность была обнаружена 

только у двух изолятов, выделенных из б. Золотой 

Рог. При сравнении случаев проявления плазмо-

коагулазной активности было установлено, что у 

микроорганизмов из б. Золотой Рог встречаемость 

штаммов, обладающих этим ферментом, составила 

68 %, из б. Круглая – 44,4 % и из б. Киевка – 

47,8 %. Доля штаммов, обладающих гиалуронидазной 

активностью, также была выше у изолятов б. Золотой 

Рог (60 %), чем у изолятов б. Круглая (40,7 %) и 

б. Киевка (47,8 %).

Рис. 4. Сравнительная характеристика антибиотикочувствительно-

сти (А), адгезивных свойств (при ИАМ от 4,0 и выше ) (Б) и ЦПД 

(гибель клеток составила 50 % и выше) (В) морских бактерий из 

районов с разной степенью антропогенной нагрузки
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При изучении цитотоксических свойств исследуемых 

штаммов при исходной концентрации клеток 109 кле-

ток/мл не было получено четких результатов, так как 

в большинстве случаев наблюдали цитолиз клеток 

монослоя. Разведение культур штаммов позволило на-

блюдать более существенную разницу в отношении их 

токсичности к чувствительным тест-клеткам. Штаммы 

из б. Киевка и б. Круглая слабо разрушали клетки 

монослоя при десятикратном разведении культуры, и 

практически не наблюдалось цитопатического действия 

при последующих разведениях культуры этих бактерий 

(рис. 4в). Высокий цитопатический эффект (50 % и 

более гибели монослоя клеток при контакте с микро-

организмами) наблюдали у штаммов, выделенных из б. 

Золотой Рог, даже при разведении культуры бактерий 

до 105 кл/мл (рис. 4 в). 

Обсуждение результатов

По данным наших исследований, практически все 

изоляты, независимо от места их выделения, обладали 

гидролитической активностью. Возможно, в данном 

случае этот тест не подходит в качестве показа-

тельного в силу того, что морские микроорганизмы 

разлагают органические субстраты независимо от 

их происхождения (коммунально-бытовые стоки или 

остатки разлагающихся растений, животных и т. д.). 

Известно, что микроорганизмы, относящиеся к роду 

Pseudomonas, морские аэробные гетеротрофные 

бактерии типа Bacteroidetes способны усваивать 

широкий спектр разнообразных субстратов [6, 9]. 

Морские микроорганизмы, как и многие другие, об-

ладают потенциальной устойчивостью к большинству 

факторов среды, включая и антропогенную нагрузку 

(устойчивость к различным ядам, в том числе и к 

антибиотикам бактерий природных экосистем) [20]. 

Известно, что факторы среды оказывают влияние на 

микробиологическую антибиотическую активность. 

С возрастанием интенсивности антропогенной на-

грузки на водоток увеличивается доля резистентных 

бактерий в составе микробного сообщества [12]. 

Наши исследования подтвердили, что значительная 

доля коллекции изолятов из б. Золотой Рог обладала 

устойчивостью к большинству антибиотиков, взятых 

в эксперимент, по сравнению с микроорганизмами, 

обитающими в чистых водах. Кроме того, согласно 

данным литературы, в водах б. Золотой Рог высока 

численность микроорганизмов, устойчивых к тяжелым 

металлам [1], а металлоустойчивость у бактерий часто 

связана с антибиотикорезистентностью, что может 

быть обусловлено присутствием в бактериальной 

клетке одних и тех же плазмид, где локализованы 

соответствующие гены [15].

В грязных водах были обнаружены два штамма с 

гемолитической активностью. Гемолизины – внекле-

точно секретируемые молекулы с мембраноповрежда-

ющей способностью – занимают особое место в ряду 

факторов патогенности бактерий. Микроорганизмы, 

синтезирующие гемолизины, обладают гемолити-

ческой активностью, в результате чего происходит 

лизис эритроцитов с последующим освобождением 

гемоглобина, а способность усваивать железо явля-

ется для большинства патогенных бактерий необхо-

димым фактором сохранения жизнеспособности [7]. 

Сорбируя из среды железо, бактерии приобретают 

способность лучше противостоять неблагоприятным 

факторам, а также получают преимущества в конку-

рентной борьбе [3].

В водах б. Золотой Рог, подверженных антропо-

генному загрязнению, высока доля микроорганизмов, 

обладающих выраженными факторами патогенности, 

что, по-видимому, является отражением агрессив-

ности среды. Способность таких микроорганизмов 

адсорбироваться на определенных, чувствительных к 

данному микробу клетках эпителия обеспечивает их 

проникновение внутрь макроорганизма за счет раз-

рушения кислых мукополисахаридов, составляющих 

межклеточное вещество соединительной ткани, и 

представляет угрозу для организма хозяина.

Очевидно, что биологическое загрязнение (услов-

но-патогенные и патогенные микроорганизмы, попа-

дающие в бухту с хозяйственно-бытовыми стоками), 

которое имеет место в б. Золотой Рог, может быть 

причиной приобретения или утраты тех или иных 

факторов патогенности морскими бактериями, а так-

же следствием изменения выраженности патогенных 

свойств. В основе этих процессов лежат закономерно-

сти функционирования генов патогенности, мутации, 

а также перенос генов между микроорганизмами 

одного или разных видов. Учитывая, что гены, от-

ветственные за патогенные свойства, часто локали-

зуются в плазмидах, можно предположить, что они 

могут мигрировать в клетки сапрофитных бактерий 

[17]. Кроме того, не исключена возможность влияния 

поллютантов (нефтеуглеводородов, фенолов, тяжелых 

металлов) как стрессовых факторов, являющихся при-

чиной не только фенотипической модификационной 

изменчивости, но и генетических изменений [6, 13].

Для окончательных выводов необходимо иссле-

довать штаммы из других акваторий с похожими 

характеристиками в отношении загрязнения. Кроме 

того, идентификация изолятов даст дополнительную 

информацию о влиянии загрязнения на сообщество 

морских микроорганизмов, доминировании определен-

ных таксонов в этих условиях, что является задачей 

дальнейших наших исследований.

Таким образом, сравнительная характеристика 

биологических свойств морских микроорганизмов, 

выделенных из районов с разной антропогенной 

нагрузкой, показала, что большая доля штаммов со 

свойствами, характерными для факторов патоген-

ности, выделена в б. Золотой Рог, где имеет место 

высокое загрязнение по сравнению с изолятами 

из чистых вод. При сравнительных исследованиях 

патогенных свойств микроорганизмов было установ-

лено, что большинство штаммов, выделенных из б. 

Золотой Рог, были более устойчивы к антибиотикам, 

характеризовались более высокой способностью к 

адгезии и разрушению живых клеток, чем штаммы 
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из вод чистых районов, что свидетельствует об их 

потенциальной опасности с эпидемиологической 

точки зрения . Можно предположить, что загрязнение 

морской среды приводит к проявлению агрессивных 

свойств у морских микроорганизмов, как ответной 

реакции на воздействие стрессового фактора, что 

имеет как общебиологическое, так и важное эколого-

эпидемиологическое значение. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (Соглашение № 14-

50-00034).
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