
30

ADVANCES IN CURRENT NATURAL SCIENCES    №7, 2013

BIOLOGICAL SCIENCES
УДК 546.48: 546.73: 546: 56: 546.815/.819:546.47 + 579

ВЛИЯНИЕ ТЯЖЁЛЫХ МЕТАЛЛОВ НА РАЗМНОЖЕНИЕ 
ПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ

1,2 Бузолёва Л.С., 1Кривошеева А.М.
1ФГБУ НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова СО РАМН, Владивосток;

2ФГОАУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет, Владивосток, 
e-mail: buzoleva@mail.ru

Представлены результаты изучения влияния тяжёлых металлов (Co2+, Pb2+, Cu2+, Zn2+, Cd2+) на размно-
жение патогенных бактерий: Listeria monocytogenes (1/2а, 1/2b, 4b), Yersinia pseudotuberculosis (2781, 3515, 
907), Esherihia coli (1147), Staphylococcus aureus (6538р/206р). Подобраны минимальные ингибирующие 
концентрации (МИК) солей тяжелых металлов, при которых рост патогенных бактерий угнетался на 50 % 
по сравнению с контролем. Показано, что патогенные бактерии обладают механизмами металл-резистент-
ности, при этом установлены разные значения МИК используемых ионов, как на уровне видов бактерий, так 
и на уровне штаммов, что предполагает реализацию разных механизмов устойчивости бактерий к тяжелым 
металлам. Штаммы, растущие на подобранных МИК тяжелых металлов, являются моделью для изучения 
факторов патогенности и изменения биологических свойств исследуемых бактерий.
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The results of studying the effect of heavy metals (Co2+, Pb 2 + , Cu2+, Zn2+, Cd2+) on the pathogenic bacteria: 
Listeria monocytogenes (1/2A, 1/2b, 4b), Yersinia pseudotuberculosis (2781 , 3515, 907), Esherihia coli (1147), 
Staphylococcus aureus (6538r/206r) was presented. minimum of inhibitory concentration (MIC) of heavy metals, 
in which the growth of pathogenic bacteria which inhibited by 50 % compared with the control was selected. It was 
Shown that pathogenic bacterias has mechanisms of metal resistance, with MIC values   have different ions are used 
at both the bacteria and the level of strain, which involves the implementation of different mechanisms of bacterial 
resistance to heavy metals. Strains which growing on selected MICs of heavy metals are a model for the study of 
pathogenicity factors and changes in the biological properties of the studied bacterias.
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Патогенные микроорганизмы, способ-
ные обитать в объектах окружающей среды, 
относятся к возбудителям сапрозоонозов 
или факультативным паразитам. К настоя-
щему времени число микроорганизмов, ха-
рактерной особенностью которых является 
способность вести как сапрофитный, так 
и паразитический образ жизни, неуклонно 
растет. Известно, что изменение природных 
абиотических факторов среды (температу-
ра, солёность, рН, влажность, кислородный 
режим, питательный субстрат) приводит 
к изменению биологических свойств пато-
генных бактерий, включая вирулентность 
[6]. Современная окружающая среда испы-
тывает мощное влияние факторов антропо-
генного характера, к числу которых можно 
отнести тяжелые металлы, определенным 
образом воздействующие и на микроорга-
низмы.

Тяжёлые металлы играют двойствен-
ную роль в процессах жизнедеятельности 
микроорганизмов. Некоторые из них – Mo, 
Cu, Mn, Zn, Ni являются жизненно необ-
ходимыми в небольших количествах. Так, 
общеизвестно, что ионы металлов входят 

в состав многих биологически важных ма-
кромолекул (ферментов, гормонов, вита-
минов, дыхательных пигментов, липидов 
и т.д.) и являются их необходимой частью, 
без которой не реализуется их физиологиче-
ская функция. Другие – Cd, Pb, Sn, Hg, Ag, 
Co – не выполняют биологических функ-
ций, однако, при высоких концентрациях 
все эти элементы, за счёт хорошей способ-
ности к комплексообразованию, являются 
чрезвычайно токсичными для микробов. 
Они могут взаимодействовать с гидрок-
сильными, карбоксильными, фосфатными, 
сульфгидрильными и аминогруппами, вы-
зывая изменения свойств белков, нуклеоти-
дов, коферментов, фосфолипидов, в состав 
которых входят перечисленные группиров-
ки, а также токсичность проявляется в на-
рушении процессов окислительного фосфо-
рилирования и поддержания осмотического 
баланса клеток. Металлы могут влиять на 
процессы, протекающие в клетке, только 
проникая внутрь её и фиксируясь на субкле-
точных мембранах [8].

К настоящему времени установлено, что 
клетки разных микроорганизмов способны 
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аккумулировать тяжёлые металлы в количе-
ствах, намного превышающих потребность 
в них как в компонентах питания. Накопление 
металла приводит к его значительному концен-
трированию в клетках по отношению к среде. 
Из литературных данных известно, что микро-
организмы проявляют устойчивость фактиче-
ски ко всем тяжёлым металлам [10]. 

Общим механизмом действия разных 
тяжёлых металлов является ингибирование 
ими дыхания у микроорганизмов. Этот эф-
фект в ряде случаев, но не во всех, наблю-
дается при сравнительно более высоких 
концентрациях металлов, чем те, которые 
ингибируют рост [4]. Известно, что при дей-
ствии тяжёлых металлов в клетках микро-
организмов происходит целый ряд дегра-
дативных изменений, которые могут вести 
к ингибированию их размножения. Так, под 
действием тяжёлых металлов наблюдаются 
изменения в содержании и синтезе основ-
ных полимеров в клетках. Тяжёлые метал-
лы могут оказывать мутагенное действие 
на микроорганизмы, вызывая увеличение 
частоты мутаций, хромосомные аберрации 
или другие разрушения ДНК [3].

Цель исследования. Приведенные дан-
ные получены при изучении сапрофитных 
микроорганизмов, в отношении патогенных 
бактерий, способных существовать в объек-
тах окружающей среды, такие исследования 
не проводились. Поэтому целью настоящей 
работы было определение минимальной 
ингибирующей концентрации катионов тя-
жёлых металлов, оказывающей влияние на 
размножение патогенных бактерий.

Материал и методы исследования
Объектами исследования были: Listeria 

monocytogenes (1/2а и 1/2b) – из коллекции НИИЭМ 
им. Н.Ф. Гамалея; 4b – из коллекции ВГНКИ ветери-
нарных препаратов; Yersinia pseudotuberculosis (2781, 
3515, 907), Esherihia coli (1147) – коллекция НИИЭМ, 
Владивосток; Staphylococcus aureus (6538р/206р) – 
ФТУЗ Хабаровская противочумная станция. Для при-
готовления жидких сред использовали основы следую-
щего состава: для культивирования L. monocytogenes – 
бульон для листерий (рыбный бульон с аминным азо-
том 110 мг %, дрожжевой экстракт сухой 1 %, глюкоза 
0,2 %, рН 7,3); для Y. pseudotuberculosis и E. coli – бу-
льон Хоттингера (рН 8); для S. aureus (6538р/206р) – 
сахарный бульон (бульон Хоттингера с 1 % глюкозы). 
Подбирали минимальную ингибирующую концен-
трацию солей тяжёлых металлов.

Для изучения динамики роста исследуемых бак-
терий в средах, содержащих соли тяжёлых метал-
лов, использовали одни и те же концентрации солей 
для Y. pseudotuber-culosis, L. monocytogenes, E. coli 
и S. аureus. Предварительно штаммы подращива-
ли в течение одних суток на плотных питательных 
средах, содержащих те же концентрации тяжёлых 
металлов, что и в жидкой среде. Динамику роста па-
тогенных бактерий наблюдали в течение 7 дней при 
температуре 20–22 °С. В качестве контрольных – ис-
пользовали те же среды для культивирования бакте-
рий, но без катионов металлов. Патогенные бактерии 
добавляли в питательные среды с солями тяжелых 
металлов в дозе – 103 КОЕ/мл. Численность бактерий 
определяли спектрофотометрически по оптической 
плотности (ОП) культуральной среды при λ 600 нм 
на спектрофотометре Т70 UV/VIS Spectrometer PG 
Instruments Ltd (Англия).

Ингибирующее действие катионов тяжёлых 
металлов на размножение патогенных бактерий 
определяли по изменению концентрации микро-
организмов в точке их максимального роста по от-
ношению к контролю, выраженному в процентах: 
ОПО

600/ОПК
600∙100–100 % (100 % – контроль) [1] (рисунок).

Динамика роста Y. pseudotuberculosis (шт. 3515) в питательном бульоне с солями тяжёлых 
металлов при температуре 20 °С (6 сутки – точка сравнения результатов)
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Минимальные ингибирующие концентрации (МИК) солей тяжелых металлов, 
определенные для патогенных бактерий (мг/л)

Штамм Cu2+ Pb2+ Cd2+ Zn2+ Co2+

Y.pseudotuberculosis (шт. 3515) 6 ± 0,4 (5) 98,2 ± 1,7(3) 0,8 ± 0,1 (3) 5,36 ± 1,1(5) 2 ± 0,1 (6)
Y.pseudotuberculosis (шт. 2781) 12 ± 0,2 (7) 98,2 ± 0,9 (7) 0,8 ± 0,1(7) 5,36 ± 1,3 (6) 2 ± 0,1 (7)
Y.pseudotuberculosis (шт. 907) 12 ± 0,2 (7) 98,2 ± 0,8 (7) 0,8 ± 0,15(6) 5,36 ± 1,1 (7) 2 ± 0,2(6)
L. monocytogenes (шт. 1/2b) 6 ± 0,4 (2) 98,2 ± 1,5(3) 0,8 ± 0,2(3) 5,36 ± 1,0(3) 2 ± 0,0 (3)
L. monocytogenes (шт. 1/2a) 12 ± 0,2 (2) 1960 ± 45(3) 0,8 ± 0,3 (3) 8,06 ± 1,0(3) 2 ± 0,1 (2)
L. monocytogenes (шт. 4b) 12 ± 0,1(2) 1960 ± 36(3) 1,6 ± 0,4(3) 8,06 ± 1,2 (3) 3 ± 0,4(3)
E. coli (1147) 12 ± 0,4 (7) 98,2 ± 1,5(7) 1,6 ± 0,3(7) 8,06 ± 1,1 (7) 3 ± 0,1 (6)
S. aureus (6538р/206р) 6 ± 0,3(7) 98,2 ± 1,8(3) 1,6 ± 0,2(7) 8,06 ± 1,0(7) 2 ± 0,2 (3)

П р и м е ч а н и е .  В скобках () указаны сутки, в течение которых произошло ингибирование.

Аналогичные результаты были полу-
чены и в отношении S. аureus при воздей-
ствии свинца и кобальта. Очевидно, что 
кобальт и свинец, поступающие в среду 
в результате техногенного загрязнения, ока-
зывают быстрое угнетающее воздействие 
на процессы роста в большей степени грам-
положительных бактерий, по сравнению 
с грамотрицательными, что может быть 
связано с особенностью строения клеточ-
ной стенки. Так, у некоторых штаммов S. 
аureus тяжелые металлы вызывают конфор-
мационные изменения в клеточной мембра-
не, обусловленными экспрессией плазмид-
ных генов [7]. 

В условиях повышенных концентра-
ций тяжёлых металлов в среде у микро-
организмов могут происходить изменения 
в клеточной стенке, оболочке, цитоплаз-
матической мембране. Эти процессы не 
всегда являются результатом токсического 
действия металлов. Они могут быть про-
явлением индуцируемых защитных меха-
низмов, обеспечивающих ограничение по-
ступления токсичных ионов в цитоплазму 
клетки и воздействия на жизненно важные 
клеточные компоненты [2].

В нашем эксперименте дольше всех 
реакция на воздействие тяжелых металлов 
наблюдалась у E. coli (6 и 7 сутки). Извест-
но, что эти микроорганизмы относят к са-
нитарно-показательным, хотя в последнее 
время отмечают их высокую устойчивость 
к факторам внешней среды [5]. В отноше-

нии E. coli. известно, что поступление из-
быточных концентраций тяжелых металлов 
в клетку происходит за счёт индуцирован-
ного нарушения синтеза белка порина, уча-
ствующего в формировании транспортных 
каналов [9].

Если сравнивать полученные данные на 
уровне штаммов, то у иерсиний наблюдали 
стабильные результаты для всех штаммов 
в отношении взятых в эксперимент тяже-
лых металлов. Исключение составил штамм 
3515, на который свинец и кадмий воздей-
ствовали быстрее, по сравнению с другими 
штаммами. У листерий особенно следует 
выделить шт. 1/2а и 4b L. monocytogenes, 
которые накапливали в больших количе-
ствах свинец (на два порядка выше по срав-
нению с остальными штаммами) прежде, 
чем он оказывал ингибирующее действие 
на рост бактерий. Тем не менее, у штамма 
1/2b L. monocytogenes МИК свинца совпа-
дали с таковыми для других штаммов, сле-
довательно, металлы по-разному влияют на 
патогенные бактерии, даже на уровне штам-
мов, что возможно связано с их биологиче-
скими особенностями (выделены из разных 
мест обитания).

Действие МИК солей тяжёлых металлов 
на размножение патогенных бактерий по мере 
их возрастания можно расположить в сле-
дующий ряд: Pb2+ > Cu2+ > Zn2+ > Co2+ > Cd2+. 
Так, в большей степени токсичны 
Cd2+ и Co2+, т.к. уже небольшие концентра-
ции этих металлов угнетают размножение 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Данные, полученные в результате ис-
следования, представлены в таблице, из ко-
торой видно, что листерии, по сравнению 

с другими тест-микроорганизмами, быстро 
откликаются на воздействие тяжелых метал-
лов. Так, свинец, кобальт, цинк , медь и кад-
мий ингибировали рост L. monocytogenes 
уже на 2–3 сутки.
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исследуемых бактерий. В отношении тяжё-
лых металлов можно отметить, что МИК 
свинца, по сравнению с другими элемента-
ми, наиболее высок для всех штаммов, взя-
тых в эксперимент. Следовательно, свинец 
в меньшей степени, по сравнению с други-
ми тяжелыми металлами, тормозит рост па-
тогенных бактерий. 

Заключение
Таким образом, патогенные бактерии 

в разной степени устойчивы к действию 
тяжелых металлов. При этом скорость воз-
действия тяжелых металлов на грамполо-
жительные бактерии выше по сравнению 
с грамотрицательными. Процессы размно-
жения патогенных микроорганизмов в сре-
де в большей степени тормозят кадмий 
и кобальт, и в меньшей степени – свинец, 
что может быть связано с механизмами про-
никновения и воздействия тяжелых метал-
лов на микробную клетку. 
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