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САПРОЗООНОЗОВ В МОРСКОЙ СРЕДЕ
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Показано, что способность Listeria monocytogenes и Yersinia pseudotuberculosis выживать в водной сре-
де зависит от свойств штамма и температуры. Установлено, что штаммы листерий и иерсиний, адаптиро-
ванные к низким температурам, размножаются в морской воде при низких положительных температурах 
и сохраняются длительное время. Исследована биологическая активность экзометаболитов (ЭМ) морских 
микроводорослей в отношении L. monocytogenes. Установлено, что ЭМ альгокультур середины стационар-
ной фазы роста микроводорослей стимулируют размножение листерий. ЭМ Skeletonema сostatum обладали 
антилистериозным эффектом. Фракции ЭМ морских микроводорослей Рhaeodactylum tricornutum не активи-
зируют размножение листерий, но стимулируют рост иерсиний и имеют белковую природу. ЭМ, выделенные 
из естественной морской воды, стимулировали рост листерий и были представлены в основном липидами. 
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 HABITATION OF SAPROZOONOSIS AGENTS IN THE MARINE ENVIRONMENT
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It is shown the ability of Listeria monocytogenes and Yersinia pseudotuberculosis to survive in the 
water depends on properties of strain and temperature. It is established the strains of L. monocytogenes and 
Y. pseudotuberculosis adapted for low temperatures can reproduce in marine water at low positive temperatures 
and remain viable for a long time. Biological activity of marine microseaweed exometabolites (EM) concerning 
L. monocytogenes is investigated. It is established EM of algal cultures of the middle of a stationary growth phase 
stimulate the reproduction of L. monocytogenes. EM of Skeletonema costatum had antimicrobial effect against 
L. monocytogenes. EM fractions of marine microseaweed Phaeodactylum tricornutum don’t intensify reproduction 
of L. monocytogenes, but stimulate growth of Y. pseudotuberculosis and have the proteinaceous nature. EM isolated 
from natural marine water stimulated growth of L. monocytogenes and were presented generally by lipids. 
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Listeria monocytogenes и Yersinia 
pseudotuberculosis относятся к возбуди-
телям сапрозоонозов и обладают двой-
ственной (сапрофитной и паразитической) 
природой, благодаря чему способны суще-
ствовать как в эндотермных, так и в экто-
термных организмах, растительных объек-
тах, а также в почвенной и водной средах. 
Для них характерен широкий диапазон 
экологической толерантности, то есть спо-
собность выживать в различных услови-
ях. Сведения о длительном существовании 
и размножении патогенных бактерий в на-
земных экосистемах довольно обширны [3]. 
Однако литературные данные об исследова-
ниях их жизнеспособности в воде ограни-
чены и разноречивы [1, 2]. Необходимость 
изучения этой проблемы очевидна, так как, 
начиная с конца 80-х годов и до настояще-
го времени, в ряде стран Европы и Амери-
ки отмечаются многочисленные вспышки 
листериоза, связанные с употреблением 
в пищу инфицированных морских продук-
тов [6, 8, 9]. Известно, что высеваемость 
листерий из морских гидробионтов доста-

точно высока (10–18 %) [7, 10]. Можно пред-
положить, что патогенные бактерии попада-
ют в морскую среду вместе с паводковыми 
и грунтовыми водами, вымывающими их 
из береговых почв, а также со сточными 
и речными водами. При этом не исключена 
возможность длительного выживания ли-
стерий и иерсиний в морской воде, но неиз-
вестны условия, при которых размножение 
этих бактерий становится возможным. 

Цель работы – определить возможность 
размножения L.monocytogenes и Yersinia 
pseudotuberculosis в морской воде при раз-
ных температурах, а также изучить влияние 
метаболитов морских организмов, в част-
ности микроводорослей, на размножение 
патогенных бактерий в морской среде.

Материал и методы исследования
В качестве объектов исследования были взя-

ты референс-штаммы Listeria топоcytogenes: 2 м, 
10 CN, № 546, К, П, А, 1-А (1/2 а и 4b серовариан-
ты), полученные из музея ВГНКИ ветпрепаратов, 
г. Москва, и штаммы Yersinia pseudotuberculosis 
512 и Н-2781 (1b серовариант) из музея Всероссий-
ского центра по иерсиниозу и псевдотуберкулезам 
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(НИИЭМ им. Г.П. Сомова СО РАМН, г. Владиво-
сток). Пробы воды были взяты в октябре в б. Лазур-
ная Японского моря, в 100 м от берега. Стерилиза-
цию морской воды проводили методом фильтрации 
через ватно-марлевый и бактериальный фильтры. 
Заражающую дозу, подобранную с помощью стан-
дарта мутности (1000 клеток в 0,1 мл инокулируемой 
среды для нативной воды, 100 клеток в 0,1 мл сре-
ды для стерильной воды), вносили в морскую воду 
и культивировали при положительных температурах 
6–8 и 20–25 °С. Для подсчета выживших в воде бак-
терий (КОЕ) 0,1 мл инокулированной воды высевали 
в определенные сроки на чашки Петри с питательной 
средой (дрожжевой агар с добавлением на 100 мл 
среды 0,2 % глюкозы, 40 мг налидиксовой кислоты 
и 0,2 мл 10 % раствора трипофлавина). Адаптирован-
ные к низкой температуре штаммы листерий и иер-
синий получали путем пятикратного пасcирования 
микроорганизмов и морской воды в течение одного 
месяца при температуре 6–8 °С.

Для изучения влияния экзометаболитов мор-
ских микроводорослей на размножение листерий 
и иерсиний был использован метод А.Х. Тамбиева 
с соавторами [4]. Для эксперимента были взяты аль-
гологически чистые культуры микроводорослей, рас-
пространенные в прибрежных водах дальневосточ-
ных морей: Bacillariophyta – Skeletonema costatum, 
Chlorophyta – Chlorella minutissima, Platymonas sp., 
Cryptophyta – Chroomonas salina. Исключение соста-
вила культура Phaeodactylum tricornutum, выделенная 
из Красного моря, являющаяся универсальным альго-
логическим тест-объектом. Водоросли культивирова-
ли при температуре 20 ± 2°С и освещенности 3000 лк 
люминесцентными лампами со свето-темновым перио-
дом 12 ч свет/12 ч темнота в питательной среде, приго-
товленной на основе натуральной стерильной морской 
воды соленостью 34 ‰. Стадию кривой роста определя-
ли графическим методом (количество колоний выража-
ли в lg). [5]. Экзометаболиты водорослей, взятых в экс-
поненциальной и стационарной фазах роста, получали 
центрифугированием в течение 30 минут со скоростью 
2000 об/мин. В эксперименте ЭМ водорослей разводи-
ли физиологическим раствором 1:10, 1:1000 соответ-
ственно, после чего инокулировали L. monocytogenes 
(заражающая доза 103 КОЕ/мл). Температура культиви-
рования 6–8 °С, время экспозиции 14 суток. Контролем 
служили кривые роста листерий в среде, используемой 
для культивирования водорослей, разведенной физио-
логическим раствором 1:10 и 1:1000 соответственно. 

С целью изучения природы веществ, стимулиру-
ющих рост бактерий в морской среде, экзометаболи-
ты микроводоросли Рhaeodactylum tricornutum, выра-
щенной как на искусственной, так и на естественной 
морской воде, получали последовательной экстрак-
цией 1 л фильтрата культуральной жидкости рядом 
органических растворителей, в порядке возрастания 
их полярности (по 100 мл гексана, бензола, этилаце-
тата). Экстракты упаривали в вакууме при 40 °С. Кон-
тролем служили аналогичные фракции, полученные 
в результате экстракции 1 л морской воды, как есте-
ственной, так и искусственной, пропущенной через 
бактериальный фильтр. Полученные фракции ЭМ 
были пропущены через бактериальные фильтры и ис-
пользованы в качестве сред для культивирования бак-
терий, при этом заражающая доза бактерий составила 
1000 кл/мл культивировали при 22 °С в течение двух 
недель (срок наблюдения). Рост бактерий определяли 
на спектрофотометре СФ-24 при длине волны 540 нм.

Результаты исследования 
и их обсуждение

В ходе экспериментальных исследова-
ний было установлено, что музейные штам-
мы L. monocytogenes, Y. pseudotuberculosis 
быстро погибали в нестерильной морской 
воде при температуре 20–25 °С, но выжива-
ли при 6–8 °С (до 3–4 суток в зависимости 
от штамма). Наиболее устойчивыми к за-
данным условиям в морской воде оказались 
штаммы L. monocytogenes 2м, 10CN, наиме-
нее устойчивым – штамм L. monocytogenes 
К. В стерильной морской воде листерии 
размножались до 103–104 КОЕ/0,1 мл, как 
при температуре 6–8 °С, так и при 20–25 °С. 
При температурах выше 8 °С бактерии бы-
стрее достигали максимальной числен-
ности, но дольше сохранялись при низкой 
температуре (до 1 месяца), если в воду 
вносили адаптированные к низкой темпера-
туре и голодным условиям штаммы бакте-
рий и выращивали при температуре 6–8 °С. 
Следовательно, оптимальными условиями 
для размножения листерий в естественной 
морской воде является низкая температу-
ра культивирования и адаптированность 
штамма к условиям среды.

Сравнительные исследования показа-
ли, что в образцах фильтрованной морской 
воды численность сапрофитных микроор-
ганизмов снижается в 106–107 раз по срав-
нению с естественной морской водой, что 
позволяет патогенным бактериям не только 
длительно сохраняться, но и размножаться 
в фильтрованной морской воде. Следова-
тельно, в холодное время года, когда количе-
ство сапрофитных бактерий в морской воде 
резко снижается, конкурентоспособность 
возбудителей сапрозоонозов, обладающих 
психрофильными свойствами, значительно 
возрастает. В связи с этим можно предпола-
гать, что поздняя осень и ранняя весна яв-
ляются наиболее вероятным временем для 
заражения гидробионтов, в том числе и ши-
роко используемых в пищу человеком.

Изучение влияния ЭМ морских микро-
водорослей показало, что ЭМ из экспонен-
циальной фазы роста нейтральны по отно-
шению к L. monocytogenes. ЭМ середины 
стационарной фазы роста микроводорослей 
стимулируют размножение листерий. Луч-
ше всего листерии размножались на ЭМ 
зеленых и криптомонадовых водорослей, 
при этом концентрации бактерий в указан-
ных условиях к 14 суткам культивирования 
превышали контроль на 2,3 и 2,5 lg соответ-
ственно. Значительно меньше стимулирова-
ли рост бактерий ЭМ диатомовой водорос-
ли. В данном случае количество бактерий за 
тот же период культивирования увеличилось 
лишь на 1,7 lg по сравнению с контролем. 
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Стимулирующее влияние ЭМ микроводо-
рослей, взятых из стационарной фазы роста 
по-видимому, заключается в том, что в ста-
ционарной фазе роста клетки микроводо-
рослей выделяют больше метаболических 
органических веществ, чем в экспоненци-
альной фазе.

В результате проведенных серий экспе-
риментов было показано, что через 18 ча-
сов культивирования фракции Р. tricornutum 
(гексановая, бензольная, этилацетатная) сти-
мулировали размножение L. monocytogenes 
4b сероварианта на 40,4; 30 и 28 % соот-
ветственно по сравнению с контролем. При 
этом роста клеток 1/2а сероварианта на этих 
субстратах не наблюдали. У иерсиний не 
было отмечено стимулирующего эффекта 
полученных фракций (20; 10 и 0 % соот-
ветственно). Использование же в качестве 
среды культивирования для водорослей 
искусственной морской воды показало ре-
зультаты прямо противоположные предыду-
щим. Так фракции метаболитов водоросли 
Р. tricornutum, выращенной на искусствен-
ной морской воде симулировали размноже-
ние иерсиний на шестые сутки в следующей 
последовательности: этилацетат – 60 %, бен-
зол – 30 %, гексан – 0 %. Размножения листе-
рий на этих фракциях не наблюдали. 

Заключение
Патогенные бактерии – возбудители са-

прозоонозов способны не только существо-
вать в морской среде, но и размножаться при 
определенных условиях. При этом они мо-
гут инфицировать гидробионты, в том числе 
и промысловые виды в цепи питания через 
микроводоросли, которые способны стиму-
лировать их размножение. Биологическая 
активность ЭМ морских микроводорослей 
в отношении L. monocytogenes зависит от 
видовой принадлежности водорослей и ста-
дии развития альгокультуры. Можно пред-
положить, что механизм стимуляции роста 
грамположительных и грамотрицательных 
бактерий ЭМ различен. В фильтратах есте-
ственной морской воды содержится боль-
шое количество экзометаболитов различных 
морских обитателей (водоросли, гидроби-
онты, морские микроорганизмы и т.д.) и, 
как показал наш анализ, превалируют в них 
в основном вещества липидной природы, 
экстрагируемые гексаном. Последние сти-
мулируют рост грамположительных листе-
рий в лаг фазе, но практически не влияют 
на размножение грамотрицательных иерси-
ний. Экзометаболиты, выделяемые в среду 
микроводорослью Р. tricornutum, стимули-
рующие рост Y. pseudotuberculosis в лога-
рифмической стадии (то есть влияют непо-
средственно на скорость деления бактерий), 
имели в основном белковую природу. 
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