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В условиях антропогенного загрязнения гидроэкосистем особую значимость приобретают методы 
контроля состояния водной среды, которые сочетают быстроту, информативность и доступность. 
Перспективными тест-объектами могут быть микроорганизмы, обладающие рядом преимуществ: 
они легко культивируются, чувствительны к токсикантам, поэтому могут использоваться в биотести-
ровании при оценке биологической опасности загрязнения природных вод. Материалом для исследо-
вания служили штаммы бактерий, выделенные из речной воды дельты р. Волги: Enterobacter cloacae 
(авирулентный); Aеromonas sobria (авирулентный) и A. sobria, обладающий гемолитической, про-
теолитической, лецитиназной и ДНК-азной активностью —  по 3 штамма, соответственно. После 
определения численности колониеобразующих единиц исследуемые бактерии высевали в 3-х повтор-
ностях на МПА с добавлением сульфатов кадмия, меди и цинка в концентрациях 5, 10 и 20 мкг/ л. 
Результаты проведённой работы показали максимальную чувствительность авирулентных штаммов  
A. sobria на средах с 20 мкг/л с сульфатом кадмия, количество колоний сократилось в 8,7 раза, 
а численность E. cloacae и A. sobria с патогенными свойствами снизилась только в 1,5 и 1,9 раза, 
соответственно, по сравнению с контролем. Сульфаты меди и цинка, наоборот, стимулировали рост 
всех штаммов бактерий даже при максимальных концентрациях. При этом, у авирулентных штаммов 
A. sobria и E. cloacae появились некоторые патогенные свойства. Полученные данные свидетельст-
вуют о высокой чувствительности некоторых аэромонад и энтеробактеров в гидроэкосистеме дельты 
Волги к солям тяжёлых металлов и возможности их использования при биотестировании.
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ВВЕДЕНИЕ

Тяжёлые металлы являются главной ком-
понентой в загрязнении Волго-Каспийского 
бассейна [Кузин, 2009; Катунин, 2014]. По-
падая в водоёмы со сточными водами с ур-
банизированных территорий, они обуслав-
ливают необратимые изменения природных 
экосистем. Для этих металлов не существу-
ет механизмов самоочищения; они не под-
вергаются трансформации и, попав в биохи-

мический цикл, крайне редко покидают его, 
выступая в качестве наиболее токсических 
загрязнителей техногенного происхождения 
в сравнении с другими поллютантами. Из-
менение условий существования бактерий 
в результате техногенного загрязнения ги-
дроэкосистем приводит к активизации фак-
торов, способствующих циркуляции микро-
организмов в объектах окружающей среды 
и сопровождающихся процессами их измен-
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чивости. Одним из следствий этого процесса 
может быть изменение факторов патогенно-
сти, обеспечивающих питание, размножение 
и защиту микробных популяций от хищников 
и конкурентов, тем самым, поддерживая их 
оптимальную численность [Бухарин, 1999; 
2012]. Установлено, что возбудители сапро-
зоонозов способны адаптироваться к широ-
кому спектру тяжёлых металлов благодаря 
своим биологическим свойствам. Их перси-
стентные признаки в то же время зависят 
от вида и концентрации металла. Выявлено, 
что они оказывают как стимулирующее, так 
и угнетающее воздействие на факторы пато-
генности сальмонелл и иерсиний. Штаммы 
с высокими вирулентными свойствами были 
наиболее устойчивы к свинцу и никелю. Бак-
терии с подобными свойствами сокращали 
сроки гибели лабораторных животных [Бузо-
лева и др., 2013]. Водный штамм A. caviae, 
циркулирующий в гидроэкосистемах Индии, 
обладал толерантностью к свинцу, цинку, кад-
мию, меди, ртути и трибутилтин хлориду. На 
основании проведённых исследований сделан 
вывод, что этот микроорганизм может быть 
использован в качестве тест-объекта для мо-
ниторинга в среде, загрязнённой трибутилтин 
хлоридом и свинцом [Shamin et al., 2013]. Ис-
следования в условиях гидроэкосистем экс-
периментальных водоёмов на фоне нагрузки 
Pb и Cd показали, что свинец вызывал более 
резкие изменения в структуре бактериоплан-
ктона, но кадмий оказался более токсичным 
для полифосфатаккумулирующих бактерий 
открытого биотопа [Морозова, 2014]. При-
ведены данные экспериментальных исследо-
ваний по влиянию различных концентраций 
тяжёлых металлов на рост микрофлоры для 
выявления металлоустойчивых форм микро-
организмов. Полученные результаты показа-
ли доступность и информативность микроб-
ной индикации, необходимые для оценки 
уровня содержания тяжёлых металлов в сре-
де, краткосрочного прогноза изменения эко-
логического состояния прибрежных морских 
вод и предварительного биогеохимического 
картирования [Дмитриева, Безверная, 2002]. 
Ранее в Волго-Каспийском регионе была 
установлена частая встречаемость различ-
ных видов аэромонад и энтеробактеров в воде 

и промысловых видах рыб [Ларцева, 1998]; 
отмечена значительная металлоустойчи-
вость авирулентных и вирулентных штаммов  
A. hydrophila и Citrobacter freundii, выделен-
ных из воды [Обухова, 2004].

Следовательно, изучение металлоустойчи-
вости распространённых в гидроэкосистеме A. 
sobria и E. cloacae является актуальной про-
блемой, имеет научный и практический интерес 
в области биотестирования.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалом для исследования служи-
ли штаммы бактерий, выделенные из воды р. 
Волги: Enterobacter cloacae (авирулентный); 
Aeromonas sobria (авирулетный) и А. sobria, 
обладающая протеолитической, лецитиназной, 
гемолитической и ДНК-азной активностью —  
по 3 штамма, соответственно.

Для эксперимента с каждым металлом го-
товили новую суспензию, для приготовления 
которой использовали чистые суточные куль-
туры бактерий. После 3-х кратного разведения 
производили посев глубинным методом в 3-х 
повторностях на МПА с добавлением сульфа-
тов кадмия, меди и цинка в концентрациях 5, 
10 и 20 мкг/л.

На третьи сутки после посевов проводили 
подсчёт колоний и их тестирование на наличие 
факторов патогенности (протеолитической, 
лецитиназной, гемолитической и ДНК-азной 
активности) посредством пересева бактерий на 
специальные среды методом укола. Результат 
учитывали по зоне просветления в мм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проведённых нами эксперимен-
тов показали, что все используемые концентра-
ции соли кадмия (5, 10 и 20 мкг/л) оказывали 
ингибирующее действие на испытуемые штам-
мы (E. cloacae, A. sobria авирулентный и ви-
рулентный штаммы) (рис. 1). Однако, наиболее 
устойчивым к действию соли были —  энтеро-
бактеры, численность которых даже при мак-
симальной концентрации металла —  20 мкг/л 
уменьшилась только в 1,5 раза по сравнению 
с контролем.

Авирулентный штамм A. sobria оказался са-
мым чувствительным из испытуемых бактерий, 
количество колоний выросших на питательной 
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среде (МПА) с 20 мкг/л сульфата кадмия со-
кратилось в 8,7 раза, по сравнению с контр-
олем, а численность A. sobria с патогенными 
свойствами —  только в 1,9 раза.

В присутствии соли кадмия в концентрации 
10 и 20 мкг/л было отмечено изменение мор-
фологических признаков —  замедление роста 
и уменьшение в 1,5 раза размеров колоний ави-

Рис. 1. Толерантность условно-патогенной микрофлоры к тяжелым металлам.
A. sobria+ —  с факторами патогенности; A. sobria —  без факторов патогенности
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рулентных аэромонад, при этом у E. cloacae и  
A. sobria с патогенными свойствами данные 
признаки были на уровне контроля.

Сульфаты меди и цинка стимулирова-
ли рост всех штаммов бактерий, используе-
мых в опыте. Наиболее устойчивыми были 
штаммы E. cloacae. Их численность была 
выше, чем в контроле при всех концентраци-
ях сульфатов, достигая максимальных вели-
чин при контакте с 10 мкг/л сульфатом меди и  
5 мкг/л сульфатом цинка, увеличиваясь в 2,7 
и 3,5 раза, соответственно. Самыми чувстви-
тельными к действию этих сульфатов были 
авирулентные штаммы A. sobria; при этом 
максимальное отклонение количества колоний 
зарегистрировано при концентрации 10 мкг/л 
солей меди и цинка и было в 7,3 и 8,3 раза 
больше, чем в контроле.

Следует отметить, что содержание цин-
ка в питательной среде (МПА) значительно 
повлияло на морфологию колоний авирулент-
ных аэромонад. В контроле диаметр их ко-
лоний не превышал 0,5 см, при 5 и 20 мкг/л 
ZnSO4 размеры увеличились до 0,7–0,8 см, 
а при 10 мкг/л —  от 1,2 до 2,3 см. Сульфат 
меди оказал незначительное влияние на мор-
фологические признаки этого штамма, толь-
ко при 10 мкг/л CuSO4 размеры колоний 
увеличились до 0,6–0,7 см. У вирулентного 
штамма A. sobria при всех концентрациях со-
лей меди и цинка колонии были одинаковых 
размеров, соответствующих контролю. Изо-
ляты E. cloacae при взаимодействии с 5 мкг/л 
CuSO4 и 5 и 10 мкг/л ZnSO4 стали более 
подвижными, т. е. колонии срослись, образуя 
одну сплошную массу по всей чашке Петри. 
Подобную реакцию ранее регистрировали при 
взаимодействии солей этих металлов с цитро-
бактерами [Обухова, 2004].

Известно, что изменение условий сущест-
вования бактерий в результате техногенного 
загрязнения гидроэкосистемы приводит к ак-
тивизации факторов, способствующих цирку-
ляции микроорганизмов в объектах окружаю-
щей среды и сопровождающихся процессами 
их изменчивости. Одним из следствий этого 
процесса может быть изменение маркеров па-
тогенности, обеспечивающих питание, раз-
множение, поддерживающих оптимальную 
численность микробной популяции, её защиту 

от хищников и конкурентов [Бухарин, 1999, 
2012].

В связи с этим, параллельно с измене-
нием морфологии и роста вышеприведён-
ных штаммов бактерий, было изучено вли-
яние солей тяжёлых металлов на изменение 
их патогенных свойств, играющих роль адап-
тивных факторов. В эксперименте исполь-
зовали авирулентные штаммы E. cloacae и  
A. sobria, а также изоляты A. sobria со следую-
щими маркерами патогенности: гемолитическая 
активность —  1,5 мм; лецитизная активность 
2,0 мм; ДНК-азная активность 3,0 мм и с ярко 
выраженной протеолитической активностью.

Анализ полученных данных показал, что 
штамм вирулентных аэромонад сохраняли свои 
патогенные свойства на уровне контроля, кро-
ме ДНК-азной активности, которая снизилась 
при контакте на МПА с 20 мкг/л сульфатов 
меди и кадмия с 3,0 до 1,0 мм. У авирулент-
ных штаммов A. sobria при взаимодействии  
с 10 мкг/л сульфатом цинка, 5 и 10 мкг/л суль-
фатом меди появились слабовыраженные ле-
цитиназная и гемолитическая активность 
(на уровне 1 мм в диаметре) отсутствующие 
в контроле.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о высокой металлоустойчиво-
сти природных микроорганизмов (аэромонад 
и энтеробактеров), связанной по-видимому, 
с постоянно повышенным фоном данных ме-
таллов в водах Волго-Каспийского бассейна. 
Установлена способность условно-патогенной 
микрофлоры сохранять и даже приобретать 
некоторые патогенные свойства при воздей-
ствии с высокими концентрациями сульфатов 
тяжёлых металлов.
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The effect of salts of copper, zinc and cadmium on the growth 
and biological aggressiveness of opportunistic microflora

O.V. Obukhova

Astrakhan State Technical University

In the conditions of anthropogenic pollution of aquatic ecosystems special attention is given to methods of 
monitoring the aquatic environment, which combine an agile, informative and accessible. Prospective test 
objects can be microorganisms, has a number of advantages: they are easily cultivated, sensitive to toxicants, 
therefore, may be used in the bioassay in the evaluation of biological hazards of pollution of natural waters. 
The material for the study served as the strains of bacteria isolated from river water of the Volga Delta: 
Enterobacter cloacae (avirulent); Aeromonas sobria (avirulent) and A. sobria with hemolytic, proteolytic, 
and lecithinase Dnesday activity —  3 strain, respectively. After determining the number of colony-forming 
units of the studied bacteria were sown in 3 replications for MPA with addition of sulphates of cadmium, 
copper and zinc in concentrations of 5, 10 and 20 µg/ l. The results of this work showed the maximum 
sensitivity of avirulent strains of A. sobria on media with 20 mg/l with sulphate of cadmium, the number 
of colonies decreased by 8.7 times, while the number of E. cloacae and A. sobria pathogenic properties 
decreased only 1.5 and 1.9 times, respectively, compared to control. The sulphates of copper and zinc, on the 
contrary, stimulated the growth of all the bacterial strains even at maximum concentrations. Thus, avirulent 
strains of A. sobria and E. cloacae appeared some pathogenic properties. The data obtained indicate high 
sensitivity of some aeromonad and enterobacteria accordingly, in the Delta of the Volga to the salts of heavy 
metals and possibility of their use in the bioassay.

Key words: water, microorganisms, aeromonads, enterobacteria, factors of pathogenicity, salts of cadmium, 
copper, zinc, bioassay.


