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Зразки томатів (Solanum lycopersicum L) та перцю овочевого (Capsicum anuum L), які мали симптоми у вигляді плям бурого загнивання були відібрані влітку 2013 року. Асоціації бактерій розділили на окремі культури і дослідили за допомогою мікробіологічних методів. Визначено, що у зразках уражених плодів є бактеріофаги, здатні лізувати ізольовані бактерії, їх виділили методом збагачення. Морфологічні особливості вірусів досліджено за допомогою трансмісійного електронного мікроскопу. Ізольовані бактеріофаги можуть бути розглянуті у якості фаготерапевтичних агентів проти виділених культур бактерій.
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Бактерії є поширеними збудниками хвороб багатьох економічно важливих видів рослин, а тому вивчення екологічних, епідеміологічних та патофізіологічних особливостей бактерій є важливим завданням для науковців. Плямистість на плодах та листкових пластинках, опіки, рак, в’янення, виділення ексудату є характерними ознаками бактеріозу. Серед найбільш шкодочинних фітопатогенних бактерій виділяють наступні види: Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum, Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas sp., Erwinia amylovora, Xylella fastidiosa, Pectobacterium sp., та багато інших [1]. 

Фітопатогенні бактерії в ході еволюції виробили механізми взаємодії з рослинами-хазяями, які призводять до розвитку хвороби – бактеріозу. Більшість патогенних для рослин бактерій є позаклітинними організмами, що володіють різноманітними системами доставки своїх чинників вірулентності до клітин. До цих чинників належать ефекторні білки, які впорскуються у цитоплазму завдяки спеціалізованим пілям – інжектісомам, котрі складаються з білків секреції ІІІ типу. Серед інших чинників вірулентності слід згадати низькомолекулярні фітотоксини, які продукуються бактеріями в апопласт, екзополісахариди та пектолітичні ферменти [2]. Варто зауважити, що механізми патогенності бактерій для рослин та тварин є схожими. Останні дослідження вказують на те, що багато фітопатогенних бактерій набувають здатності колонізувати та уражувати організми, які не є рослинами, а є тваринами – комахами, птахами, ссавцями [3] і навпаки: бактерії, які в нормі колонізують організми тварин набувають здатності населяти і уражувати рослини, використовуючи їх у якості альтернативних хазяїв. Подібне явище патогенності одних і тих самих видів бактерій для представників різних царств є небезпечним, оскільки уражені рослини можуть виступати джерелом інфекції для людини, а тому потребує детальнішого аналізу та вивчення [4].

Більшість наукових робіт, опублікованих з цієї теми стосуються бактерій родини Enterobacteriaceae, серед яких є патогенні для людей види, що викликають харчові отруєння, деякі з цих бактерій можуть взаємодіяти з рослинами. Прикладом таких бактерій є Serratia marcescens, що зустрічається на різних типах ґрунтів. Нещодавно з’явилися повідомлення що ця бактерія еволюціонувала в небезпечного збудника м’яких гнилей цибулі ріпчастої (Allium cepa L) [5]. Інші грунтові ентеробактерії, зокрема Enterobacter cloacae і Proteus mirabilis, теж асоційовані із хворобами рослин [6]. Більшість з описаних культур цих бактерій не є шкодочинними для рослин і тварин, проте деякі штами бактерій Pantoea agglomerans, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis є збудниками опуртуністичних нозокоміальних, урогенітальних та кишкових інфекцій, які становлять небезпеку для здоров’я людей з ослабленим імунітетом [7]. Ситуація ускладнюється поширенням антибіотикорезистентності між різними штамами бактерій та здатністю до зміни джерела живлення: з органічних решток у ґрунті на органічні речовини у складі організмів рослин та тварин. 

Впродовж останніх років з’являються численні повідомлення про те, що фрукти та овочі є джерелом харчових отруєнь, котрі зумовлюються саме ентеробактеріями [3, 8]. Багато таких випадків асоційовані із вживанням томатів та перцю овочевого. Незважаючи на це, мікробіологічна якість томатів та перцю овочевого в Україні нез'ясована.
«Очищення» сільськогосподарських угідь від патогенних бактерій є дуже важливим завданням, і бактеріофаги, як природні антагоністи, мають значний потенціал для розробки методичних підходів з контролю за поширенням збудників бактеріозів. Бактеріофаги мають низку переваг у порівнянні із іншими методами контролю збудників бактеріозів: вони є високоспецифічними до бактерій-хазяїв (до штаму включно), нетоксичні для макроорганізмів, нешкодочинні для нормофлори рослин та ґрунту [9]. 

Виходячи з вищесказаного, метою представленої роботи було: (1) ізолювати та ідентифікувати шкодочинні бактерії, які уражують томати та перець овочевий в Україні та (2) ідентифікувати бактеріофаги, специфічні до виділених бактерій. 
Матеріали і методи. Зразки томатів та овочевих перців із симптомами  у вигляді бурих загнивань плодів та опіків листкових пластинок були відібрані із агроценозів під час літньої вегетації. Поверхню плодів знезаражували за допомогою 76 % розчину етанолу, після чого промивали стерильною дистильованою водою 4 рази. Вміст бурих зон загнивання вирізали, гомогенізували і висівали на різні щільні живильні середовища: LB, картопляно-декстрозне середовище, дріжджово-декстрозо-карбонатне середовище, м’ясо-пептонний агар [10]. Розділення бактеріальних культур проводили шляхом зведення до 5 і 50 КУО/мл, після чого культури висівали на живильні середовища. Для відокремлення усіх бактеріальних культур, присутніх у зразках, чашки Петрі інкубували в термостатах за температури 27°C протягом 7 діб. Для визначення морфологічних особливостей бактеріальних колоній використовували метод світлової мікроскопії (Biomed MS-1 ZOOM). Бактеріальні клітини фарбували за методом Грама і досліджували при збільшенні х1600 (MICROmed XS5520) [11]. Тип метаболізму бактерій визначали за допомогою OF-тесту на середовищі Хью-Лейфсона [12]. Діагностично-важливі біохімічні профілі ізольованих бактерій визначали за допомогою тест-систем “ENTERO-16”, Erba Lachema, Республіка Чехія. Додаткові тести, зокрема на протеолітичні властивості, проводили методом желатинових стовбчиків. Здатність відновлювати нітрати визначали на нітратному середовищі з реактивом Касаткіна [12]. Чутливість до антибіотиків визначали за допомогою бактеріологічного аналізатору "VITEK-2" [13]. Фітопатогенні властивості бактерій визначали методом картопляних дисків [14], досліджували здатність індукувати реакцію надчутливості на молодих рослинах тютюну сорту «Самсун» (Nicotiana tabacum var. “Samsun”). Інокуляцію рослин проводили на стадії 4-х справжніх листків шляхом ін’єкції бактеріальної суспензії в концентрації 107 КУО/мл у бічну жилку листкової пластинки та в стебло [15]. 

Для ізоляції бактеріофагів використовували ті ж самі зразки після поверхневої стерилізації. Вміст бурих зон загнивання поміщали у пробірки  із рідким літичним середовищем (див. вище) і інкубували протягом 48 годин за температури 27°C. Після центрифугування середовище піддавали низькошвидкісному центрифугуванню (5000 об/хв, 25 хв), супернатант змішували із хлороформом для уникнення контамінації. Зразки висівали на бактеріальні тест-культури методом агарових шарів [16]. Негативні колонії вирізали із верхнього агару та поміщали в пробірки із стерильним фізіологічним розчином NaCl (1 мл). Чисті лінії бактеріофагів отримували після щонайменше п’ятиразового пересівання ізоляту вірусу із одиничної негативної колонії. 

Високий титр вірусів для подальших досліджень отримували методом зливного лізису: чашки Петрі із негативними колоніями чистої лінії бактеріофагу заливали фізіологічним розчином NaCl (10 мл). Через 120 хв шар верхнього агару знімали разом із фізіологічним розчином NaCl та піддавали  диференційному центрифугуванню: 1-й етап – 15000 об/хв, 15 хв, 2-й етап: надосадову рідину, отриману після 1-го етапу, центрифугували в режимі 98000/хв протягом 120 хв (центрифуга УЦП-65, ротор РЦП-50) [17]. Отримані осади ресуспендували з фізіологічним розчином NaCl.

Препарати для електронної мікроскопії виготовляли на основі мідних сіточок-підкладинок та формварової плівки. Готову сіточку-підкладинку занурювали в краплину із зразком бактеріофагів, витримували 2 хв, потім переносили у краплину з контрастером – 2% ураніл ацетатом і витримували 30 с. Після цього залишки контрастеру забирали фільтрувальним папером, препарат підсушували. Морфологічні особливості бактеріофагів вивчали за допомогою трансмісійного електронного мікроскопу (JEOL 1400, інструментальне збільшення х25.000-90.000) [18].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ

З агроценозів Кіровоградської та Черкаської областей було відібрано 24 зразки томатів (Solanum lycopersicum L) та 12 зразків перцю овочевого (Capsicum anuum L). Основними симптомами бактеріального ураження, які спостерігали на плодах, були зони м’якого бурого загнивання, розм’якшення тканин плодів та виділення ексудату (рис. 1). 
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Рис. 1. Симптоми бактеріального ураження на плодах томатів (А) та перцю овочевого (Б). 

Враховуючи той факт, що рослини могли бути уражені різними видами бактерій, серед яких і ентеробактерії, зразки висівали на різні живильні середовища.
При культивуванні зразків бактерій на середовищі ДДКС спостерігали утворення ослизлих колоній та значне виділення екзополісахаридів, що ускладнювало розділення бактеріальних угрупувань на окремі ізоляти, тому їх титрували до 5-50 КУО/мл і висівали на інші живильні середовища КДС, МПА. При утворенні колоній угрупування розділяли на окремі ізоляти базуючись на морфологічних особливостях колоній. Два ізоляти – II (виділений із томату) і XXIV (виділений з перцю овочевого) відзначалися швидким ростом на МПА, КДС, LB, що не є характерним для фітопатогенних бактерій, які культивують на середовищах, які містять у своєму складі вуглеводи рослинного походження. Ці два ізоляти були обрані для подальших досліджень, як імовірні ентеробактерії.

Ізолят II призводив до утворення великих (d=7 мм), округлих, молочно-зелених колоній з нерівним, хвилястим краєм, випуклим профілем, гладенькою і блискучою поверхнею. Після 24 г інкубації колоній ізоляту ІІ спостерігали утворення зон «роїння» – концентричних кіл переміщення бактеріальних клітин від колонії, що свідчить про рухливість бактерій (рис. 2).
[image: image3.jpg]



Рис. 2. Колонії ізоляту II на МПА та зони роїння. Час інкубації – 24 г.

Ізолят XXIV утворював великі (d = 7 мм), округлі, зеленуваті колонії з випуклим профілем, хвилястим краєм та гладенькою поверхнею.

Мазки бактерій фарбували за Грамом і вивчали за допомогою світлового мікроскопа. Обидва ізоляти виявились грам-негативними паличковидними бактеріями, розміри клітин становили 2-4 мкм.

В середовищі Хью-Лейфсона ріст бактерій призводив до зміни забарвлення та утворення пухирців газу в анаеробних та аеробних умовах, що свідчить про здатність обох ізолятів ферментувати глюкозу. Подібне явище характерне для бактерій, які є факультативними анаеробами. Тест на активність β-галактозидази був позитивним для ізоляту XXIV.
Результати ідентифікації ізолятів бактерій представлено в таблиці (таб. 1). Ізолят ІІ був класифікований як Proteus mirabilis, ізолят XXIV – Enterobacter cloacae. Отримані нами результати співпадають із даними «Визначника бактерій Берджі» [19].

Таб. 1. Діагностично-важливі біохімічні маркери ізолятів бактерій II (у порівнянні з Proteus mirabilis) і XXIV (у порівнянні з Enterobacter cloacae) 
	Біохімічний маркер
 
	OXI
	ONP
	H2S
	LYS
	IND
	ORN
	URE
	PHE
	ESL
	SC

I
	MAL
	INO
	ADO
	SUC
	SOR
	TRE
	MAN
	GEL
	NIT

	Ізолят II 
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	+

	Proteus mirabilis*
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	+

	Ізолят XXIV
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	Enterobacter cloacae*
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	+


Високий рівень співпадіння біохімічних маркерів між клінічними ізолятами бактерій та отриманими нами з уражених овочів може свідчити про поширення опортуністичних патогенних бактерій в агроценозах.
Результати, отримані після перевірки виділених ізолятів на антибіотикорезистенстість за допомогою бактеріологічного аналізатора "Vitek-2" вказують на резистентність бактерій до певних речовин, які мають антимікробну активність. Резистентність до амоксіцилліну, цефалексіму, цефподоксіму, енрофлоксацину була виявлена у ізоляту Enterobacter cloacae.  Proteus mirabilis був резистентний до енрофлоксацину, нітрофурантоїну, тетрацикліну. Було зафіксовано низьку чутливість Enterobacter cloacae до нітрофурантоїну, що може свідчити про формування резистентності до сполук фуранового ряду. Чутливість бактерій до антибіотиків представлено в таблиці 2 (таб. 2).
Таб. 2. Чутливість до антибіотиків у виділених ізолятів бактерій Enterobacter cloacae та Proteus mirabilis. Ч – чутливість, Р – резистентність, НЧ – низька чутливість.
	Антибіотик
	Ізолят бактерії

	
	Enterobacter cloaceae
	Proteus mirabilis

	
	MIК
	Реакція
	MIК
	Реакція

	Амікацин
	≤2
	Ч
	≤2
	Ч

	Амоксіциллін
	≥32
	Р
	≤2
	Ч

	Ампіциллін
	-
	-
	≤2
	Ч

	Цефалексін
	≥64
	Р
	16
	Ч

	Цефпіром
	≤1
	Ч
	≤1
	Ч

	Цефподоксім
	0,5
	Р
	≤0,25
	Ч

	Цефтіофур
	≤1
	Ч
	≤1
	Ч

	Хлорамфінікол
	≤2
	Ч
	-
	-

	Енрофлоксацин
	≤0,12
	Р
	≤0,12
	Р

	ESBL
	-
	-
	-
	-

	Гентаміцин
	≤1
	Ч
	≤1
	Ч

	Іміпенем
	≤2
	Ч
	-
	-

	Марбофлоксацин
	≤0,5
	Ч
	≤0,5
	Ч

	Нітрофурантоїн
	64
	НЧ
	256
	Р

	Піперацин
	≤4
	Ч
	≤4
	Ч

	Поліміксин B
	-
	-
	-
	-

	Рифампіцин
	-
	-
	-
	-

	Тетрациклін
	≤1
	Ч
	≥16
	Р

	Тобраміцин
	≤1
	Ч
	≤1
	Ч

	Tриметопрім
	≤20
	Ч
	≤20
	Ч


Враховуючи отримані дані, виділені нами бактерії можуть слугувати джерелом факторів антибіотикорезистентності. Горизонтальний дрейф генів між іншими фітопатогенними та патогенними для людей бактеріями, який відбувається в природніх умовах, може призвести до появи нових, мультиантибіотикорезистентних бактерій.

При інокуляції тютюну в бічну жилку суспензією бактерій в концентрації 107 КУО/мл спостерігали утворення некротичних плям (рис. 3). Обробка картопляних дисків суспензією бактерій не призводила до мацерації тканин, що може свідчити про відсутність пектиназ та амілаз, поширених факторів вірулентності фітопатогенних бактерій.  
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Рис. 3. Утворення локальних некрозів після інокуляції рослин тютюну в бічну жилку листка. A – контроль, Б – утворення некрозу після інокуляції ізолятом II (Proteus mirabilis) і В – ізолятом XXIV(Enterobacter cloacae). Утворення некрозів спостерігали через 12 годин після інокуляції.

У світовій практиці боротьби з фітопатогенними бактеріями дедалі частіше використовують бактеріофаги, як високоспецифічні протимікробні агенти природного походження. Віруси не існують у природі без свого організму-хазяїна, а тому логічним кроком було виділення вірусів з овочів, що були ураженні бактеріями. 

В результаті проведеної роботи були виділені ізоляти фагів, специфічних до отриманої природної культури Proteus mirabilis. Ізоляти фагів φPrm1 і φPrm2 призводили до утворення дрібних негативних колоній, d<1 мм. Результати, отримані після електронно-мікроскопічних досліджень ізолятів бактеріофагів свідчать, що віруси природної культури Proteus mirabilis є представниками родини Myoviridae (рис. 4). Ізолят φPrm1 мав ікосаедричну головку розмірами 80X80±4 нм і хвостовий відросток довжиною 90±5 нм, ізолят φPrm2 мав головку розмірами 110X110±6 нм і видовжений хвостовий відросток 305±10 нм довжиною. Обидва віруси належали до морфотипу А1.
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Рис. 4. Морфологічні особливості ізолятів фагів φPrm1 (A) і φPrm2 (Б), бар – 100 нм. 

 Було виділено три ізоляти бактеріофагів, здатних уражувати виділену природну культуру Enterobacter cloacae. Бактеріофаги призводили до утворення негативних колоній з різними морфологічними особливостями: ізолят фагу φEntc1 призводив до утворення негативних колоній діаметром 5-7 мм. Ізоляти бактеріофагів φEntc2 і φEntc3 призводили до утворення негативних колоній середніх (3 мм) і малих (1 мм) розмірів. Результати, отримані після електронно-мікроскопічних досліджень фагових часточок свідчать, що бактеріофаги є представниками трьох родин вірусів: ізолят φEntc1 представник родини Podoviridae, морфотип C3, він мав видовжену головку (80X30±4 нм) і короткий хвостовий відросток (15±3 нм); ізолят φEntc2 був представником родини Inoviridae, мав довгий гнучкий капсид спірального типу симетрії, розміри якого складали 600±30 нм, морфотип F; ізолят φEntc3 був представником родини Siphoviridae, морфотип B1, розміри головки складали 50X50±4 нм, хвостового відростку – 100±5 нм (рис. 5). 
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Рис. 5. Морфологічні особливості ізолятів бактеріофагів, отриманих після трансмісійної електронної мікроскопії. A) Ізолят φEntc1, бар – 100 нм; Б) ізолят φEntc2, бар – 200 нм; В) ізолят φEntc3, бар – 100 нм.

Ізоляти бактеріофагів не взаємодіяли із іншими культурами бактерій, які були виділені із зразків томатів та перців овочевих. При дослідженні спектрів літичної активності вірусів в лабораторних умовах було показано що вони не викликають лізису культур ентеробактерій, таких як Escherichia coli, Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium amilovorum, Serratia marcescens, Pantoea agglomerans. Подібна специфічність формується між вірусами та їхніми хазяями тільки впродовж тривалого співіснування, тому можна зробити припущення, що популяції бактеріофагів та бактерій у досліджених агроценозах співіснували протягом достатньо тривалого часу для формування взаємовідносин такого кщталту. 

Після детекції умовно патогенних бактерій в плодах томатів та перців овочевих можна висунути припущення, що Proteus mirabilis і Enterobacter cloacae могли потрапити в агроценози з органічними добривами, зокрема, перегноєм. Імовірно порушення режиму сівозміни призвело до проникнення бактерій у нові для них екологічні ніші, такі як організми рослин. Відсутність ферментів, здатних руйнувати рослинні клітинні стінки може свідчити про те, що ізольовані культури бактерій не володіють механізмами, потрібними для руйнування пектину та целюлози. Якщо це припущення є вірним, відсутність целюлаз та пектиназ унеможливлює самостійне живлення ізольованих культур, оскільки вони не здатні руйнувати клітини рослин. Виходячи з цього, найбільш імовірно, виділені нами культури потребують присутності фітопатогенних бактерій, які в результаті своєї життєдіяльності призводять до руйнування клітин рослин і вивільнення органічних речовин. За таких умов умовно патогенні бактерії, такі як Proteus mirabilis і Enterobacter cloacae, можуть використовувати ці органічні речовини у якості живильних субстратів. Між тим, подібна залежність від життєдіяльності інших видів бактерій не зменшує ризиків для здоров’я людей, які споживають контаміновані томати та перці овочеві у свіжому вигляді. Питання щодо патогенності виділених нами культур для людини потребує подальших досліджень, але існування умовно патогенних бактерій в агроценозах, їх поширеність між сортами рослин наводить на роздуми про розробку нових стратегій контролю за поширенням небезпечних бактерій в агроценозах.

ВИСНОВКИ: В результаті проведеної роботи було виділено дві культури умовно патогенних бактерій із зразків уражених овочів, підібрані середовища для культивування бактерій, визначено фізіолого-біохімічні властивості ізольованих бактерій, що дозволило встановити таксономічне положення культур: ізолят ІІ систематизовано до Proteus mirabilis, ізолят XXIV – Enterobacter cloacae. Бактеріофаги, специфічні до обох природних культур бактерій були виділені і досліджені за допомогою електронного мікроскопу. Ізоляти фагів виявилися представниками чотирьох родин ДНК-вмісних вірусів: Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae і Inoviridae. У перспективі виділені ізоляти бактеріофагів можна використати як агенти фаготерапії та для фаготипування культур бактерій.
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�	 OXI – цитохромоксидаза, ONP – β-галактозидаза, H2S – продукція сірководню, LYS – утилізація лізину, IND – продукція індолу, ORN – утилізація орнітину, URE – гідроліз сечовини, PHE – наявність фенілаланіндеамінази, ESL – гідроліз ескуліну, SCI – утилізація цитрату, MAL – утилізація малонату, INO – утворення кислоти з міоінозитолу, ADO – утворення кислоти з адонітолу, SUC – утворення кислоти із цукру, SOR – утвореня кислоти із сорбітолу, TRE – утворення кислоти з трегалози, MAN – утворення кислоти з маннітолу, GEL – гідроліз желатини (22 °C), NIT -  відновлення нітратів.


	* Дані з Визначника бактерій за Берджі.





