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	В обзоре обсуждены факты заражения растений патогенными бактериями, являющимися возможным источником кишечных заболеваний человека. Описаны данные по влиянию условий окружающей среды на проникновение и прикрепление бактерий к растительным тканям. Представлены интересные результаты по скорости распространения, длительности сохранения энтеропатогенов в растительных организмах

	The facts related to contamination of plants with pathogenic bacteria being a possible source of human foodborne intestinal diseases are discussed. Data bound up with influence of environment conditions with respect to attachment and penetration of bacteria in plant tissues are described. Exquisite results related to the rate of proliferation and the time of retaining enteropathogens in plant organisms are presented


	Ключевые слова: РАСТЕНИЯ, МИКРООРГАНИЗМЫ, ЭНДОФИТЫ, ПАТОГЕНЫ ЧЕЛОВЕКА
	Key words: PLANTS, MICROORGANISMS, ENDOPHYTES, HUMAN PATHOGENS



Любой высший организм, в том числе и растение, представляет систему ниш для обширного микробного сообщества [5]. Основные экологические ниши, выделяемые на растении, включают ризосферу, филлосферу и эндосферу. Каждая из них характеризуется различными физическими, химическими и биологическими особенностями.

Ризосфера изначально определялась как почвенная среда обитания микроорганизмов, находящаяся непосредственно под влиянием жизнедеятельности корневой системы растения-хозяина. Однако, сравнительно недавно этот термин стал включать в себя эндоризосферу (среда обитания микроорганизмов внутри корней), ризоплану (местообитание микроорганизмов на поверхности корней), а также связанную с корневой системой почву – собственно ризосферу или экторизосферу [58]. Микробные сообщества, формирующиеся в этих зонах, оказывают существенное влияние на рост и развитие растений. 

Филлосфера характеризуется, главным образом, как местообитание микроорганизмов, связанных с поверхностью листа (микроорганизмы – эпифиты). Микробное разнообразие филлосферы зависит от многих факторов, включая стадию роста растения, возраст листа, наличие патогенов, локальную температуру и влажность [46; 43]. Филлосфера относительно непостоянная и жесткая среда по сравнению с эндосферой и ризосферой. 

Эндосфера представляет собой наименее изученную нишу. Эндосферные (или эндофитные) бактерии локализуются в растительных тканях, межклетниках и сосудах [57]. В этом случае, микроорганизмы лучше защищены от биотических и абиотических стрессов, чем ризосферные и филлосферные бактерии [29; 60], при этом среда их обитания богаче питательными веществами. Большая часть эндофитных бактерий относится к так называемым ассоциативным микроорганизмам [2]. Эта группа включает виды, не являющиеся необходимыми для растений, но способствующие их адаптации к различным условиям окружающей среды, усиливая фотосинтез и продуктивность, устойчивость к действию фитопатогенов и др. [16]. Учитывая, что четкой границы между патогенами и видами-мутуалистами провести нельзя, эндофитные бактерии при некоторых условиях могут, вероятно, выступать в роли фитопатогенов. 
Исследованиями последних лет, показано, что некоторые эндофитные бактерии, относятся к видам, которые в медицинской микробиологии принято называть условно-патогенными. Эти виды могут длительное время находиться в организме человека, не принося вреда, и вызывать заболевания при ослаблении его организма. Условно-патогенные микроорганизмы обладают широкой специализацией и высокой адаптационной способностью. Пребывание патогенов человека в растениях является частью цикла их циркуляции во внешней среде. Вероятно, они используют растения в качестве альтернативного хозяина и переносчика в организм животного [64].

Бактерии, патогенные для человека, также способны к эпифитному существованию. Их наблюдали у основания листовых черешков, на цветочных почках, на открытых цветках. Однако, существование на поверхности листа сопряжено со множественными стрессами, такими как недостаток питательных веществ, ультрафиолетовая радиация и недостаток влаги [11; 18; 30; 43; 65].

Изучение влияния температуры на проникновение и прикрепление Salmonella к салату-латуку (Lactuca sativa L.) показало, что при высоких температурах (25 и 37 °C) оно было выше, чем при 4°C. Это свидетельствует об участии активного метаболизма бактерий в этих процессах [39]. Благоприятное действие высокой температуры и влажности на колонизацию плодов томата отмечено в работе Iturriaga с соавторами [35]. Возможно, определенную роль в этом играет снижение конкурентного давления других эпифитов, для которых температурные условия, близкие к 37°C, неблагоприятны [13; 64]. 
В то же время, для патогенов человека показано, что они могут успешно развиваться и при температурах, отличающихся от оптимальной для их роста (37°C). Например, при исследовании роста Salmonella enterica серотип Montevideo на поверхности неповрежденных томатов, Zhuang с соавторами [69] наблюдали их быстрый рост при температуре окружающей среды. Другой вид, Listeria monocytogenes, слабее прикреплялся к клеткам редиса при 37°C, чем при более низких температурах. Авторы связывают это с изменениями поверхностных образований клеток патогена [26]. 

Скорость роста Citrobacter jejuni на листьях и на корнях была выше при низких температурах, таких как 10 и 16°C, чем при 33 и 37°C. Доказано, что клетки этого вида патогена метаболически активны и подвижны даже при температуре 4°C [12].

Недавние исследования показали, что энтеробактерии могут колонизировать внутренние ткани растений [20; 64]. Такой способ существования защищает бактерии от многих стрессовых воздействий. Эндосфера характеризуется постоянной влажностью, доступностью питательных веществ, относительно постоянной температурой. Возможно, наиболее соответствующими таким условиям являются вторичная ксилема, аксиальная и радиальная паренхима. И действительно, клетки E. coli наблюдали в сосудистой системе гипокотилей проростков бобов [67]. Благоприятным местообитанием являются аэренхима и межклеточные пространства [28]. 

Из растительных тканей были выделены следующие виды условно-патогенных бактерий – Klebsiella pneumoniae [32], Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes [70], Serratia marcescens [28], Burkholderia cepacia [51]. Нашими исследованиями также показано присутствие бактерий семейства Enterobacteriaceae в тканях ряда дикорастущих и культурных растений. Более того, все выделенные культуры обладали широким спектром устойчивости к 11 антибиотикам и высокой адгезивностью к эритроцитам человека [3; 4].
Оппортунистический патоген, Enterococcus faecalis, проникает через устьица и поранения листьев Arabidopsis thaliana, колонизируя межклеточные пространства и вызывая повреждение клеточных стенок и мембранных структур [37]. Подобная ситуация сходна для другого бактериального патогена животных Staphylococcus aureus [24; 37; 53].

В ряде лабораторных исследований было показано, что клинический изолят Pseudomonas aeruginosa способен контаминировать разные виды растений A. thaliana, табак и салат [22; 54; 55; 56; 44], что свидетельствует о его полигостальности. 

Такие исследования показывают возможность контаминации продуктов питания растительного происхождения истинными патогенами человека, что подтверждается многими публикациями [23; 63; 66]. Энтерогеморрагическая E. coli O157:H7 найдена в тканях поверхностно-стерилизованных листьев салата-латука в количестве 3,95 log КОЕ/г (Franz et al.,  2007), проростках редиса, моркови, люцерны, бобов [34]. Salmonella enterica серовар Typhimurium обнаружена в количестве 2,57 log КОЕ/г в поверхностно-стерилизованном салате-латуке [23]. L. monocytogenes была выделена из редиса, петрушки, огурцов, кабачков и других овощей [26].

Обитая в растениях, бактерии сталкиваются с низкими значениями рН. Например, pH мякоти незрелых плодов томата ниже 4,5 из-за присутствия в них больших количеств лимонной кислоты.  Тем не менее, S. enterica серотипов Enteritidis, Infantis и Typhimurium были способны расти в свежих плодах томата (pH от 3.99 до 4.37) при 22 и 30°C [7].

При изучении эндофитной колонизации плодов яблок E. coli O157:H7 с помощью сканирующей конфокальной лазерной микроскопии было показано, что на поверхности плода бактерии прикреплялись преимущественно к местам разрыва кутикулы [14]. Патоген также колонизировал чечевички яблока, в некоторых случаях на глубине 40 мм. E. coli O157:H7 может колонизировать внутренние части яблок, прикрепляясь к перикарпию и интегументам семян. Бактериальная клетка внутри ткани яблок формировала гранулы и везикулы, которые не присутствовали в клетках, растущих на питательном бульоне, возможно, в связи с высокими осмотическими условиями [36]. 

Корни и ксилема цитрусовых растений могут также колонизироваться энтеробактериями. Klebsiella pneumoniae (штамм Kp342) была способна эндофитно колонизировать Citrus sinensis и Catharanthus roseus. Бактерии, которые инокулировались в корни были впоследствии найдены с помощью флуоресцентной микроскопии в ксилеме корней и ветвей обоих тестируемых видов [41]. E. coli O157:H7 и Salmonella могут обитать внутри плода апельсина [21; 64].

Следует заметить, что разные штаммы эшерихий и сальмонелл различаются по способности колонизировать растения [13; 64]. При изучении трех сероваров S. enterica, все штаммы были способны эпифитно колонизировать растения, но только серовар Dublin мог колонизировать эндофитно [38]. Различия между штаммами Salmonella также наблюдали при эндофитной колонизации томатов [27]. В то же время, сравнение сорбции разных штаммов L. monocytogenes к клеткам суспензионной культуры редиса, показало, что механизмы, вовлеченные во взаимодействие с клетками растений, присутствуют у всех штаммов этого вида [26].

Энтеробактерии, изолированные из растительных тканей, колонизировали внутреннюю часть растений в более высоких количествах, чем изолированные из клинических или других источников. Например, штамм SCH7976 Salmonella, полученный из проростков люцерны во время сальмонеллезной вспышки в Калифорнии в 1998 г., эндофитно колонизировал растения люцерны быстрее, чем другие штаммы. Штамм Klebsiella pneumoniae 342, который изолирован из кукурузы [15], колонизировал растения люцерны в более высоких количествах, чем другие энтеробактерии [19]. 

Сравнение между видами показало, что Salmonella enterica эффективнее прикрепляется к пророщенным семенам и трехдневным проросткам люцерны по сравнению с E.coli O157:H7. Это позволяет предположить,  что  связанные с употреблением растений, вспышки кишечных инфекций, чаще вызываются сальмонеллой, чем эшерихией [9]. Авторы объясняют это отличие большим количеством специальных фимбрий (curli), продуцируемых Salmonella enterica в отличие от E.coli O157:H7, которые, вероятно, способствуют лучшей адсорбции бактериальных клеток к поверхности растительных тканей. 

При этом сравнение адгезии S. enterica к 3-суточным проросткам салата латука с бактериями P. agglomerans, P. putida и R. aquatilis, не показало значительных отличий [9]. Однако, скорость распространения патогенных для человека бактерий S. enterica серовар Newport и E. coli O157:H7 была медленнее, чем эндофита  Enterobacter asburiae, последняя регистрировалась в растении A. thaliana уже через 1 день после его переноса в почву, содержащую эти микроорганизмы, в то время как остальные два вида еще не детектировались [17].

Колонизация ячменя S. enterica серовар Тyphimurium и тремя видами Listeria spp. (L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua) показала, что штаммы S. enterica эндофитно колонизировали корни ячменя в 10 раз быстрее, чем Listeria spp. [40].
Потенциальными источниками Salmonella, как и других бактерий, патогенных для человека являются ирригационные воды, почва, фунгициды, инсектициды и руки человека [27]. Однако, важнейшим источником контаминации сельскохозяйственных растений является органическое удобрение, которое, как правило, содержит бактерии кишечной группы, особенно если оно получено от больного животного [68]. Существуют работы, подтверждающие этот путь заражения растений. При попадании в навоз или почву S. enterica серовар Weltevreden выделяется из корней и проростков шпината в течение длительного времени [6].

Это свидетельствует о необходимости строгой проверки необработанного навоза животных перед его внесением в почву. Общепринятым методом удаления патогенных микроорганизмов является компостирование [31; 27]. Чтобы предотвратить загрязнение овощей требуется, по крайней мере, 120 дней между применением удобрения и сбором урожая [48]. Другие авторы считают, что 90-дневный срок уже достаточен, чтобы минимизировать загрязнение сельскохозяйственных растений  [31]. 
При выращивании культурных растений на зараженной почве или при поливе их зараженной водой (например, взятой ниже хозяйственно-бытовых стоков) патогенные бактерии могут попасть через корневую систему в растение [63; 66]. Даже одноразовое применение контаминированной поливной воды или компоста может привести к заражению тканей растений редиса, моркови и табака патогенами человека [33], в том числе L. innocua [49],  Salmonella typhimurium [42; 62], E. coli O157:H7 [50].

Еще один возможный механизм процесса переноса патогенных бактерий из почвы в растение связан с нематодами, Caenorhabditis elegans, которые способны транспортировать Salmonella newport во фрукты и овощи из почвы [64].

С помощью иммунофлуоресцентной микроскопии было обнаружено наличие бактерий E.coli O157:H7 в листьях редиса, выращенного из загрязненных семян, что свидетельствует о возможной роли семян в контаминации растений [34]. При погружении корешков проростков редиса в бактериальную суспензию E. coli O157:H7 [34] или корневой системы кукурузы в контаминированную гидропонную среду [10] патогены обнаруживались во всем растении. Причем во втором случае уже через 48 ч после инокуляции. 

Ряд наблюдений за бактериальной колонизацией корневой системы, полученных с помощью конфокальной лазерной микроскопии позволил сделать заключение, что бактерии прикрепляются преимущественно в местах выхода боковых корней. Это описано для Salmonella, E.coli, K. pneumoniae 342, Serratia, колонизирующих A. thaliana [17], салат латук, Medicago sativa, Medicago truncatula, Triticum aestivum и Oryza sativa [19; 28]. Через инокуляцию корней A. thaliana показана колонизация эндосферы S. enterica и E. coli O157:H7, бактерии детектировались в течение 21 дня [17].

Одним из путей проникновения являются механические повреждения стеблей и плодов при сборе урожая [27; 10]. Так, например, в исследованиях Babic с соавторами [8] обнаружены скопления Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae (включая Klebsiella pneumoniae), Micrococcaceae и молочнокислых бактерий на поверхности листьев с поврежденной кутикулой. Бактерии P. aeruginosa проникали через устьица и поранения листьев, колонизировали межклеточные пространства, и разрушали клеточные стенки и мембранные структуры [52]. Показано, что высокую степень выживания имели бактерии, прикрепленные к поврежденным эпидермальным клеткам [47]. 

Патогены человека способны размножаться в эндосфере растений. Это было показано экспериментами по выделению E. coli O157:H7 из салата латука на 3 сутки после инокуляции суспензией с низкой концентрацией клеток [66]. Другой группой исследователей зарегистрировано 40-кратное увеличение КОЕ Salmonella в проростках Arabidopsis в течение двух дней при инокуляции бактерии в жидкую среду [59].

Большой интерес вызывает разница в колонизации различных видов растения-хозяина. Golberg с соавторами показали, что наиболее высокая встречаемость Salmonella spp. наблюдалась в листьях салата-латука Айсберг (81 ± 16%) и руколы (88 ± 16%), тогда как салат-ромен (16 ± 16%) и красный латук (20 ± 15%) содержали более низкие количества бактерий. Интернализация свежего базилика была 46 ± 12%, тогда как листья петрушки и томата демонстрировали только краевую контаминацию (1.9 ± 3.3% и 0.56 ± 1.36%, соответственно) [25].

Попадая в растение бактерии, патогенные для человека быстро распространяются по нему. Изучение динамики колонизации A. thaliana штаммами Enterococcus faecalis V583 и OG1RF показало, что на 2-3 дни – бактерии инфицировали зону корневой шейки и полностью развитые листья, располагающиеся вблизи основания растения. На 4 день инфекция системно распространялась до верхушки растения, на 7 день растения погибали (Jha et al., 2005). Нашими исследованиями была показана возможность колонизации E. coli, штамм XL-1Blue, различных по устойчивости сортов картофеля in vitro. Восприимчивый к фитопатогену сорт колонизировался условным энтеропатогеном значительно быстрее по сравнению с устойчивым сортом [4; 1].
Интересные данные получены при изучении длительности сохранения бактерий в розетке A. thaliana. Было выявлено, что хотя инфильтрованные листья погибали в течение 5 дней, апикальные меристемы выживали и образовывали новые листья. Через месяц после инфильтрации, вновь сформированные листья содержали значимые, хотя и меньшие количества КОЕ Salmonella spp. [59]. Наши изучения показали сохранение E. coli в растениях картофеля in vitro через 75 суток, при этом происходило ингибирование роста растений в среднем на 70% без видимых признаков заболевания [4; 1].
Исследования Shi с соавторами [61] показали, что заражение цветков томата Salmonella montevideo или S. typhimurium DT104 оказывает влияние на видовой состав микробного сообщества полученных плодов. Авторы предполагают, что патоген модифицирует, а не интегрируется в микробное сообщество, ассоциированное с томатами.

Таким образом, рядом исследований показано, что патогенные для человека микроорганизмы могут попадать в растительные организмы и при этом достаточно быстро распространяться по нему, заселяя его целиком и наращивая свою биомассу. Этому способствует подвижность, свойственная многим видам патогенных и условно-патогенных бактерий. Она может быть селективным преимуществом для S. enterica и  E. coli O157:H7, позволяя выбрать условия с оптимальными pH, влажностью и питательными веществами. Все изложенное свидетельствует, о чрезвычайной теоретической и практической важности проблемы взаимоотношений между растениями и бактериями, патогенными для человека и необходимости дальнейших исследований в этом направлении. 
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