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Изучение факторов патогенности бактерий рода Enterococcus 
из водных экосистем с антропогенной нагрузкой
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Представители рода Enterococcus распространены повсеместно и входят в состав многих экосистем. Энтерококки 
выделяют из организма человека, млекопитающих, птиц, насекомых и растений, а также из продуктов питания, 
воды и почвы. До настоящего времени остаётся дискутабельной оценка роли этих микроорганизмов в экосистемах 
с антропогенной и без антропогенной нагрузки: будучи широко распространёнными, эти микроорганизмы 
рассматривались даже в качестве санитарно-показательных индикаторов, и в то же самое время они могут быть 
одними из основных причин внутрибольничных инфекций. Целью исследования являлось изучение видового состава 
и факторов патогенности бактерий рода Enterococcus, выделенных из р. Второй Речки. Исследованы 61 штамм рода 
Enterococcus, выделенных в водных пробах р. Вторая речка, полученных на территории г. Владивостока. Определён 
видовой состав микроорганизмов рода Enterococcus, выделенных в р. Вторая Речка, представленный в большинстве 
случаев такими видами как Enterococcus faecalis и E. faeсium. Встречены и более редкие виды: E. durans и E. cas-
seliflavus. При изучении факторов патогенности выявлено, что штаммы, выделенные в р. Вторая Речка, чаще всего 
обладали γ-гемолитической активностью (51 штамм, 85,24%) и только 10 штаммов (14,75%) – β-гемолитической 
активностью. ДНКазу синтезировало 5 штаммов изучаемой коллекции (8,19%), а коллагеназу – 1 штамм (1,62%). 
Чаще всего встречались штаммы, не способные разжижать желатин, – 51 штамм (85,24%), а 10 штаммов (14,75%) – 
разжижали. В результате исследования проб воды из р. Вторая речка, подверженной антропогенному воздействию, 
были обнаружены штаммы бактерий рода Enterococcus, способные проявлять различные факторы патогенности. 
Их отличительной чертой было наличие комплекса гемолитической активности и способности синтезировать 
желатиназу. Это позволяет предположить, что штаммы бактерий рода Enterococcus, выделенные в р. Вторая речка, 
могут представлять серьёзную угрозу для здоровья человека.
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The genus Enterococcus is ubiquitous and included in many ecosystems. To date, the assessment of the role of these 
microorganisms in ecosystems with and without anthropogenic load remains controversial. Being widespread, these mi-
croorganisms have even been considered as sanitary indicators, and at the same time they can be one of the main causes of 
hospital diseases. This cannot but be absolutely due to changes in the microbiological properties of these bacteria, which 
are identified by the expression of pathogenicity factors that determines the microecological characteristics of enterococ-
cal strains both within the genus and within the species. In this regard, it is relevant to study the species composition of 
the genus Enterococcus strains in combination with the characteristics of their pathogenicity factors using the example 
of strains isolated from the environment, in particular water bodies. The aim was to study the species composition and 
pathogenicity factors of the genus Enterococcus bacteria isolated from the aquatic environment. A study of 61 strains 
of the genus Enterococcus isolated in water samples from the Vtoraya Rechka River obtained in the city of Vladivostok 
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was carried out from March 10, 2018, to September 24, 2020. The species composition of microorganisms of the genus 
Enterococcus isolated in the Vtoraya Rechka River is represented in most cases by such species as Enterococcus faecalis 
and E. faecium. The rarer species E. durans and E. casseliflavus were also found. In the Vtoraya Rechka River γ-hemolytic 
activity was most common – 85.24% of strains; and only 14.75% of strains had β-hemolytic activity. We found that 8.19% 
of the studied strains synthesized DNase, and 1.62% synthesized collagenase. The most common strains were those that 
were not capable to liquefy gelatin – 85.24%. The genus Enterococcus strains capable to synthesize various pathogenic-
ity factors were found as a result of the studied water samples from the Vtoraya Rechka River exposed to anthropogenic 
impact. Hemolytic activity complex and the ability to synthesize gelatinase were their specific attributes. This suggests 
that Enterococcus strains isolated in an aquatic ecosystem may pose a serious threat to human health.

Кеуwords: pathogenicity factors, Enterococcus, hemolysis, gelatinase, collagenase, DNase.

В настоящее время исследования энте-
рококков как широко распространённых 
бактерий заставляют изучать энтерококки с 
позиций не только санитарно-показательных 
микроорганизмов, но и возбудителей оппорту-
нистических инфекций, число которых посто-
янно растёт. Вместе с тем, нельзя не учитывать 
и того, что они являются значимой частью 
естественной микробиоты не только человека, 
но и животных и растений. В настоящее время 
известно, что в состав рода Enterococcus входит 
16 основных видов, наиболее распростра-
нёнными из которых являются Enterococcus 
faecalis и E. faecium, при этом энтерококковые 
инфекции до сих пор остаются практически 
неразрешимой проблемой для врачей, занятых 
в лечении пациентов с оппортунистическими 
инфекциями [1].

Таким образом, E. faecalis и E. faecium 
являются частью нормальной микробиоты ки-
шечника человека и животных, а также повсе-
местно встречаются в окружающей среде (ОС) 
[2]. Они способны занимать разнообразные 
экологические ниши благодаря своей устой-
чивости к различным факторам среды. Такие 
виды как E. mundtii и E. casseliflavus приспосо-
бились к эпифитному обитанию на растениях 
[3]. Отдельные виды энтерококков способны 
обитать только в желудочно-кишечном тракте, 
например, такие как E. columbae и E. asini. 
Enterococcus hirae, E. durans и E. casseliflavus 
способны адаптироваться к условиям ОС. А 
E. faecalis и E. faecium – распространены по-
всеместно. Их обнаружение может указывать 
на фекальное загрязнение ОС [3, 4].

При экологической и микробиологиче-
ской характеристиках штаммов рода Entero-
coccus очевидно, что при видовом разнообра-
зии и однозначно идентифицированных видах 
внутри этого рода можно отметить вариабель-
ность экспрессии факторов патогенности, что 
во многом связано с природной способностью 
энтерококков приобретать, аккумулировать 
и трансформировать экстрахромосомные 
элементы, кодирующие патогенность. Таким 

образом, помимо академического интереса  
к скринингу факторов патогенности от-
дельных видов энтерококков, не может не 
представлять интерес характеристика па-
тогенности штаммов внутри рода, так как 
она наиболее полно будет отражать мобиль-
ность генетических элементов в популяции 
энтерококков, выделенных в той или иной 
экологической нише.

Например, было показано, что E. faecalis 
и E. faecium, изолированные от пациентов 
в больницах, чаще содержат, например, ген 
желатиназы, gelE (желатиназа) по сравнению 
со штаммами, обнаруженными у негоспита-
лизированных лиц, животных и в продуктах 
питания. Комменсальные, то есть безвредные, 
E. faecalis и E. faecium могут стать условно-
патогенными микроорганизмами, приобретая 
устойчивые к антибиотикам и предполагаемые 
вирулентные гены от других бактерий посред-
ством горизонтального переноса генов [5]. Это 
может быть связано с тем, что энтерококки 
достаточно легко приобретают компетентность 
генома, что позволяет им легко приобретать 
мобильные генетические элементы, создавать 
гибридные геномы с другими энтерококками и 
передавать гены между видами [6]. Пластич-
ность генома клинического E. faecium можно 
объяснить отсутствием защитных механизмов 
генома, ограничивающих горизонтальный 
перенос генов, таких как CRISPR-Cas и си-
стемы рестрикции-модификации [7]. 

Целью исследования являлось изучение 
видового состава и факторов патогенности 
бактерий рода Enterococcus, выделенных из 
р. Второй Речки. 

Объекты и методы исследования

Для исследования факторов патоген-
ности штаммов р. Enterococcus с учётом их 
экологической характеристики были изучены  
18 образцов воды из устья р. Второй Речки (ко-
ординаты 43о9’37.642” с. ш., 131о54’21.467” в. д.), 
так как они находятся в черте города [8]. От-
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бор образцов воды (из р. Второй Речки в пе-
риод с 10 марта 2018 г. по 24 сентября 2020 г.,  
а также с 10 марта 2021 по 24 сентября 2023 
гг.) в стерильные ёмкости объёмом 120 мл на 
глубине до 10 см, до очистки, вниз по течению 
реки проводился согласно ГОСТ 31942-2012. 
Посев происходил через 1–2 ч после отбо-
ра проб методом титрования. Был выделен  
61 штамм бактерий, которые идентифицирова-
ли как бактерии р. Enterococcus, в том числе и с 
помощью молекулярно-генетических методов 
исследования. Выделение чистой культуры 
микроорганизма проводили на среде «Энте-
рококкагар» (ФБУН ГНЦ ПМБ Оболенск, 
Россия) с добавлением 1,5% дрожжевого 
экстракта, в результате чего были определены 
преобладающие виды. Далее идентификация 
проводилась методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с помощью мультиплексной 
ПЦР с использованием известных праймеров 
по видоспецифическим генам, кодирующим 
синтез супероксиддисмутазы (табл.). Синтез 
праймеров осуществлён компанией «Синтол» 
(Москва, Россия). 

Гемолитические свойства изучали на 
кровяном агаре с бараньими эритроцита-
ми при температуре 37 оС в течение 24 ч. 
Результаты оценивали по типу гемолиза: 
β-гемолитические, приводящие к полному ге-
молизу, вследствие чего дают лизис эритроци-
тов, наиболее патогенные; γ-гемолитические, 
которые не способны к лизису эритроцитов  
и не дают гемолиз. Далее изучали наличие же-
латиназы на мясопептонной желатиной среде 
(МПЖ) в течение 7–10 сут при комнатной 
температуре. Разжижение среды МПЖ от-
мечали визуально [9]. Разрушение коллагена  
и ДНК исследовали на питательной среде 
ВД с коллагеном или ДНК при температуре  
37 оС в течение 24 ч [10]. Учёт результатов про-

водили по наличию или отсутствию роста на 
чашках с коллагеном [11] или ДНК [12]. Ста-
тистическую обработку данных, построение 
графиков и формирование таблиц проводили 
в программе Excel. 

Результаты и обсуждение

Видовой состав бактерий р. Enterococcus 
был представлен следующими видами: E������. ����fae-
calis, E. faecium, E. durans и E. casseliflavus. 
В воде р. Второй Речки преобладающим видом 
р. Enterococcus был E. faecalis и составлял 63% 
штаммов, а E. faecium – 31% штаммов, однако 
помимо этих видов были выделены E. durans и 
E. casseliflavus, каждый из которых составлял 
по 3% штаммов от выборки (рис. 1).

В р. Второй Речке чаще всего встреча-
лись штаммы энтерококков, обладающие 
γ-гемолитической активностью, а именно – 
85,24% штаммов, и только у 14,75% имелась 
β-гемолитическая активность. При этом, среди 
штаммов E. faecalis, 82% штаммов обладали 
γ-гемолитической активностью, а 18% – 
β-гемолитической. Среди штаммов E. faecium у 
84% была зарегистрирована γ-гемолитическая 
активность, а у 16% – β-гемолитическая. Толь-
ко по 3% штаммов E. durans и E. casseliflavus 
обладали β-гемолитической активностью (рис. 2). 

При анализе продукции ДНКазы как 
фермента, отвечающего за гидролиз молекул 
ДНК, можно отметить, что 8,19% штаммов, вы-
деленных из воды р. Второй Речки, разлагали 
ДНК. При анализе продукции коллагеназы 
коллаген разлагали 1,62% штаммов. Чаще 
всего встречались штаммы, не способные раз-
жижать желатин, – 85,24%, а 14,75% – раз-
жижали (рис. 3).

Для характеристики комплекса факторов 
патогенности можно отметить, что наблюда-

Таблица / Table
Праймеры для определения вида микроорганизмов рода Enterococcus 

Primers for the genus Enterococcus identification

Вид энтерококка
Enterococcus species

Праймер
Primers

Последовательность 5’–3’
Subsequence 5’–3’

Размер продукта реакции
Reaction product size

E. faecalis FL1
FL2

ACTTATGTGACTAACTTAACC
TAATGGTGAATATTGGTTTGG

360

E. faecium FM1
FM2

GAAAAAACAATAGAAGAATTAT
TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA

215

E. durans DU1
DU2

CCTACTGATATTAAGACAGCG 
TAATCCTAAGATAGGTGTTTG 

295

E. casseliflavus CA1
CA2

 TCCTGAATTAGGTTGAAAAAAC 
GCTAGTTTACCGTCTTTAACG 

288

E. fallinarum GA1
GA2

TTACTTGCTGATTTTGATTCG 
TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

173
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Рис. 1. Видовой состав микроорганизмов рода Enterococcus в воде р. Второй Речки
Fig. 1. Species composition of the genus Enterococcus in the Vtoraya Rechka River water

Рис. 3. Факторы патогенности бактерий рода Еnterococcus, выделенных
 из воды р. Второй Речки, % штаммов

Fig. 3. Pathogenicity factors of the genus Enterococcus bacteria isolated
 from the Vtoraya Rechka River water, % of strains

Рис. 2. Гемолитические свойства бактерий рода Еnterococcus, выделенных 
из р. Второй Речки, % штаммов / Fig. 2. Hemolytic activity of the Enterococcus 

bacteria isolated from the Vtoraya Rechka River, % of strains

/

/
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лась значимая корреляция рангов Спирмена 
между гемолитической активностью и способ-
ностью разжижать желатин (что чрезвычайно 
важно при пенетрации бактерии), которая 
составляла 0,814 (p<0,05). Данная связь ха-
рактеризует формирование среди штаммов 
энтерококков, выделенных из р. Вторая Речка 
(г. Владивосток), водной экосистемы с ан-
тропогенной нагрузкой, популяции штаммов 
энтерококков с высоким патогенным потен-
циалом.

При анализе видового разнообразия иден-
тифицированных нами энтерококков в водной 
среде с антропогенной нагрузкой [13] мы под-
твердили, что бактерии р. Enterococcus могут 
сохраняться в пресной [14, 15] и солёной воде 
[16]. Из литературных данных известно, что 
они считаются представителями нормальной 
микробиоты кишечника человека и животных 
[17], что может иметь значение для идентифи-
кации фекального загрязнения на основании 
наличия определённых видов бактерий, свя-
занных с бытовыми сточными водами [18, 19]. 
Наличие других видов р. Enterococcus может 
быть связано с очисткой бытовых вод [14]. 
Также в литературных данных показано, что 
адгезия к планктону жизнеспособных, но не 
культивируемых клеток способствует более 
длительному выживанию энтерококков в 
морских водах [16]. 

Заключение

В целом, можно отметить, что идентифи-
цированные в пресном водоёме с антропо-
генной нагрузкой бактерии р. Enterococcus 
характеризовались выработкой различных 
факторов патогенности, но отличительной 
особенностью был комплекс гемолитической 
активности и способности вырабатывать 
желатиназу, что позволяет предположить 
больший патогенный потенциал у штаммов  
р. Enterococcus, выделенных в водной эко-
системе. Большинство видов р. Enterococcus 
способны образовывать биоплёнки и известны 
пластичностью своего генома, что позволяет 
им легко приобретать, сохранять и распростра-
нять генетические признаки не только среди 
других штаммов энтерококков, но и среди 
других грамположительных бактерий [5].

Учитывая с одной стороны, убиквитар-
ность микроорганизмов, а с другой стороны –  
пластичность генома бактерий данного рода, 
можно также прогнозировать и формирование 
популяции во внутривидовую и внутриро-
довую вариабельность с возможностью фор-

мирования высокопатогенных для человека 
или иных объектов живого мира геновари-
антов. Следовательно, изучение штаммов  
р. Enterococcus, выделенных из окружающей 
среды, и факторов их патогенности нуждается 
в особом внимании.
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