
3076

FUNDAMENTAL RESEARCH    №10, 2013

BIOLOGICAL SCIENCES

УДК 579.61
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Возбудители сапрозоонозов способны адаптироваться к широкому спектру тяжелых металлов. Возмож-
ность выживания в присутствии поллютантов зависит от биологических свойств бактерий, вида и концентра-
ции металла, в соответствии с чем, в ходе настоящих исследований подобраны максимальные концентрации 
тяжелых металлов, к которым устойчивы изучаемые бактерии. Установлено, что тяжелые металлы оказывают 
как стимулирующее, так и угнетающее воздействие на факторы патогенности. Показано, что тяжелые металлы 
усиливают адгезивные свойства иерсиний и сальмонелл. Высокой адгезивностью обладают штаммы, устойчи-
вые к свинцу и никелю. Тяжелые металлы усиливают вирулентные свойства патогенных иерсиний и сальмо-
нелл. Сокращение сроков гибели лабораторных животных и усиление вирулентности иерсиний и сальмонелл 
под воздействием свинца является результатом повышения адгезии – первого этапа в развитии инфекционного 
процесса, способствующего дальнейшей реализации патогенных свойств возбудителя.
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Saprozoonosis agents are capable to adapt for a wide range of heavy metals. Possibility of a survival in the 
presence of pollution depends on biological properties of bacteria, type and concentration of metal. So during 
current researches the maximum concentration of heavy metals against which studied bacteria are steady were 
estimated. It is established heavy metals render both stimulating and oppressing impact on virulence factors. It is 
shown heavy metals strengthen the adhesive properties of Yersinia and Salmonella strains. The strains steady against 
lead and nickel possess the high adhesiveness. Heavy metals strengthen virulence properties of pathogenic Yersinia 
and Salmonella strains. Decreasing death period of laboratory animals and strengthening of Yersinia and Salmonella 
strains’ virulence under the infl uence of lead is result of adhesion increase which is the fi rst stage in development of 
the infectious process promoting further realization of pathogenic properties of the agent.
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Известно, что у патогенных бактерий 
биологические свойства проявляются как 
факторы патогенности. Наибольшее значе-
ние имеют бактериальные ферменты, об-
ладающие токсическим действием. Выра-
батываемые бактериями, они могут влиять 
на течение, исход болезни и на иммунитет 
макроорганизма. Многие энзимы патоген-
ных и условно-патогенных микробов, ката-
лизирующие чуждые животному организму 
реакции, могут являться типичными ток-
синами, обладающими антигенными свой-
ствами. Ферменты паразитирующих в ор-
ганизме микробов способны образовывать 
ядовитые продукты, как за счет распада 
своих составных частей, так и за счет раз-
ложения веществ животного организма [6].

Изучение влияния тяжелых металлов на 
ферментативную активность патогенных 
микробов является важным, так как многие 
наступающие при этом изменения в свой-
ствах бактерий могут влиять на их вирулент-
ность, а, следовательно, на скорость и каче-
ство течения инфекционного процесса.

Цель работы – изучить влияние ионов 
тяжелых металлов на ферментативную ак-

тивность и вирулентные свойства патоген-
ных бактерий – возбудителей сапрозоонозов.

Материал и методы исследования
В качестве объектов исследований были ис-

пользованы следующие микроорганизмы: Salmonella 
typhimurium, Salmonella enteritidis; Yersinia 
pseudotuberculosis: штамм Н-2781, 282. Эксперимен-
ты проводили в условиях острого опыта. 

Уровень индивидуальной устойчивости бактери-
альных штаммов к ионам тяжелых металлов: Ni2+, Zn2+, 
Co2+, Pb2+, Cu2+, Cd2+ оценивали на основе определения 
максимальной концентрации соли каждого металла, 
при которой не был отмечен эффект подавления роста 
культуры [1]. Посев производили в трех повторностях 
методом отпечатков чистых культур на среду МПА 
(для Yersinia и Salmonella) с добавками солей металлов 
в возрастающих концентрациях. Подобраны макси-
мальные концентрации тяжелых металлов, к которым 
были устойчивы выбранные патогенные бактерии.

Для оценки адгезивной активности в качестве 
клеточного объекта нами были использованы эритро-
циты, а показателем адгезии служил СПА – средний 
показатель адгезии, то есть среднее количество ад-
гезированных клеток штамма на одном эритроците. 
Адгезивность считали нулевой при СПА от 0 до 1,0; 
низкой при СПА от 1,01 до 2,0; средней при СПА от 
2,01 до 4,0; высокой при СПА больше 4 [2].
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Результаты исследования 
и их обсуждение

Анализ определения максимальных 
концентраций солей тяжелых металлов, 
к которым были резистентны исследуемые 
тест-микроорганизмы показали, что все 
взятые в эксперимент штаммы обладали 
наибольшей устойчивостью к свинцу и ни-
келю, а бактерии рода Salmonella – еще и 
к меди. При сравнении максимальных кон-
центраций солей тяжелых металлов, к ко-

торым устойчивы исследуемые бактерии, 
были выявлены существенные отличия 
(табл. 1). Так, штаммы Y. pseudotuberculosis 
были наименее устойчивы ко всем тяже-
лым металлам, по сравнению со штамма-
ми бактерий рода Salmonella. По степе-
ни уменьшения резистентности штаммов 
Y. pseudotuberculosis к тяжелым металлам их 
можно расположить в следующей последо-
вательности: Pb > Ni > Zn > Сu > Со > Cd. 
Для сальмонелл выявлена другая последо-
вательность: Pb > Ni = Сu > Zn = Со > Cd.

Таблица 1
Максимальные концентрации солей тяжелых металлов (мг/л в пересчете 
на безводную соль), к которым устойчивы исследуемые штаммы бактерий

Штамм Pb(NO3)2 NiCl2 CdCl2 ZnCl2 CoC12 .6H2O CuCl2 .2H2O
Y.pseudotuberculosis 
штамм Н- 2 781 800 300 20 200 100 200

Y.pseudotuberculosis 
штамм 282 800 300 20 200 100 200

S.typhimurium 1000 400 60 200 200 400
S. enteritidis 1000 400 60 200 200 400

На втором этапе исследований адапти-
ровали экспериментальные штаммы к мак-
симальным концентрациям поллютантов 
путем шестикратных ежедневных пассажей 
(пересевов) на среды, содержащие соли тя-
желых металлов. В качестве контроля были 
взяты эти же штаммы, но не пассированные 
на средах с тяжелыми металлами. Харак-
тер роста культур исследуемых бактерий на 
среде с металлами не отличался от контро-
ля. Следует отметить наличие коричневого 
пигмента у исследуемых штаммов бакте-
рий, выросших на среде со свинцом в отли-
чие от контроля.

При изучении влияния ионов тяжелых 
металлов (Ni +, Zn +, Со2+, Pb2+, Cu2+, Cd2+) на 
биологические свойства исследуемых па-
тогенных бактерий, было установлено, что 
последние подвергались изменениям.

Нами была исследована активность сле-
дующих ферментов, являющихся фактора-
ми патогенности для бактерий: гиалурони-
дазы, плазмокоагулазы, липазы, фосфатазы, 
лецитиназы, нитратредуктазы, оксидазы, 
каталазы, а также было изучено влияние 
ионов тяжелых металлов на гемолиз и ад-
гезивные свойства исследуемых штаммов 
(табл. 2). 

Таблица 2
Влияние солей тяжелых металлов на средний показатель адгезии у исследуемых бактерий

Штамм Контроль Pb Ni Cd Zn Co Cu
Y.pseudotuberculosis 
штамм Н- 2781 2,6 ± 0,3 16,9 ± 1,7 13,1 ± 2,1 11,4 ± 1,5 12,4 ± 1,8 12,2 ± 1,7 10,4 ± 1,0

Y.pseudotuberculosis 
штамм282 10,6 ± 0,7 16,1 ± 1,4 16,3 ± 1,5 15,6 ± 1,8 12,2 ± 1,2 13,8 ± 2,1 13,4 ± 1,8

S. typhimurium 10,7 ± l,l 14,l ± 0,7 13,5 ± 1,9 5,5 ± 0,7 8,2 ± 1,2 6,7 ± 0,8 6,3 ± 0,6
S. enteritidis 10,2 ± 1,3 16,4 ± 1,9 13,2 ± 1,5 10,1 ± 1,4 10,3 ± l,3 10,9 ± l,4 10,5 ± l,6

Адгезивная активность микроорганиз-
мов является одним из персистирующих 
признаков, предназначенная для выполне-
ния их селективной адсорбционно-инвази-
онной функции по отношению к определен-
ной ткани [5].

Было установлено, что под воздействием 
ионов тяжелых металлов показатели адге-
зии для Y. pseudotuberculosis штамм Н-2781 

возросли в среднем в 4 и более раз по срав-
нению с контролем (табл. 2). Наибольшим 
СПА обладал штамм, подвергавшийся дей-
ствию ионов свинца. Его СПА соответство-
вал высокой адгезивности, тогда как кон-
троль обладал средней адгезивностью.

Для сальмонелл, в общем, характер-
но было угнетающее воздействие метал-
лов на адгезивные свойства, по сравнению 
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с контролем. У обоих штаммов стимулиро-
вали адгезию только Pb и Ni. Максималь-
ные значения СПА проявились под воздей-
ствием ионов свинца.

Под влиянием тяжелых металлов изме-
нялась гиалуронидазная активность у ис-
следуемых микроорганизмов (табл. 3). Из 
литературных источников известно, что 

особенности биологического действия ги-
алуронидазы обусловлены специфической 
каталитической активностью этого фермен-
та. Расщепление гиалуроновой кислоты – 
основного строительного элемента соеди-
нительнотканных структур, является той 
функцией, которая обеспечивает микробу 
продвижение в тканях [7].

Таблица 3
Влияние солей тяжелых металлов на проявление гиалуронидазной активности 

у исследуемых бактерий*

Штамм Контроль Pb Ni Cd Zn Co Cu
Y.pseudotuberculosis 
штамм Н- 2 781 – + + – – + + – + +

Y.pseudotuberculosis 
штамм 282 + + – + + – – –

S.typhimurium – + + + + + + – – –
S. enteritidis – + + + + + – – –

П р и м е ч а н и е .  * результаты оценивали по 3-крестной системе ( + слабая реакция; + + сред-
няя реакция; + + + активная реакция).

Cравнительный анализ результатов по-
казал, что ионы тяжелых металлов могут, 
как стимулировать, так и угнетать актив-
ность гиалуронидазы исследуемых бак-
терий. При этом не было выявлено за-
кономерности в проявлении активности 
фермента в зависимости от вида микроор-
ганизма и тяжелого металла.

Было показано, что для 
Y. pseudotuberculosis только Pb, Zn и Cu 
стимулировали активность гиалуронидазы 
у штамма Н-2781 по сравнению с контро-
лем. У штамма 282 Ni, Zn, Co, Сu подавляли 
активность этого фермента. Повышение ак-
тивности гиалуронидазы наблюдали у саль-
монелл под влиянием Pb, Ni и Cd.

Известно, что липаза расщепляет жир-
ные кислоты, способствуя тем самым раз-
рушению липидных компонентов клеточ-
ной стенки [5]. В результате исследований 
липазной активности было отмечено, что 
тяжелые металлы не вызывали стимуля-
цию активности этого фермента у иерсиний 
и сальмонелл по сравнению с контролем. 

Следует отметить, что у всех исследу-
емых патогенных бактерий ионы тяжелых 
металлов не оказывали никакого воздей-
ствия на такие ферменты как фосфатаза, 
лецитиназа, каталаза, оксидаза, а также не 
стимулировали усиление гемолитической 
активности штаммов. 

В результате изучения нитратредуктаз-
ной активности было обнаружено, что тя-
желые металлы влияли на активность энзи-
ма бактерий. Нитратредуктаза синтезирует 
аммиак, служащий исходным материалом 
для синтеза аминокислот, амидов и белков 

[4]. Так появление нитратредуктазной ак-
тивности наблюдали только у иерсиний, ко-
торую стимулировали медь, кадмий и сви-
нец у шт. Н-2781 и шт. 282. У остальных 
тест-микроорганизмов активность фермен-
та не усиливалась в присутствии тяжелых 
металлов.

Штаммы, которые обладали наиболее 
выраженными ферментативными свойства-
ми в присутствии тяжелых металлов, были 
исследованы в отношении изменения виру-
лентных свойств по сравнению с контролем.

Для постановки опыта были ото-
браны следующие штаммы бактерий: 
Cu-устойчивый и Pb-устойчивый штам-
мы Yersinia pseudotuberculosis H-2781; 
Cd- и Ni-резистентные штаммы Yersinia 
pseudotuberculosis 282; Ni-устойчивый 
штамм Salmonella typhimurium, Pb-
устойчивый штамм Salmonella enteritidis. 
Контроль – штамм, культивируемый на сре-
де, не содержащей металл (табл. 4).

Интересные результаты были получе-
ны в опыте с Рb-устойчивым штаммом Y. 
pseudotuberculosis H-2781. Так, через сутки 
после заражения пали мыши, зараженные 
псевдотуберкулезным микробом, выращен-
ным на свинце. В контроле мыши пали на 
девятые сутки. На более поздних сроках на-
блюдали гибель животных от штамма, отя-
гощенного металлом. Большинство мышей 
пало от малой дозы Рb-устойчивого штам-
ма. Гибель животных в контроле после де-
вятых суток зарегистрирована не была.

Таким образом, мыши, зараженные Pb-
устойчивым штаммом Y. pseudotuberculosis 
Н-2781 погибали быстрее, чем в контроле. 
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При этом максимальное количество живот-
ных пало от малой дозы металл-резистент-
ного штамма. Это свидетельствует о том, 

что свинец усиливал вирулентность псевдо-
туберкулезного штамма Н-2781, по сравне-
нию с контролем.

Таблица 4
Влияние тяжелых металлов на вирулентные свойства исследуемых бактерий

Штамм LD50
Сроки гибели 50 % 

мышей (дни)
Y.pseudotuberculosis 
Н-2781

контроль 104–106 30
Си-устойчивый 104–10б 30
Pb-устойчивый 102–104 17

Y.pseudotuberculosis 282 контроль юМо4 29
Ni- устойчивый юМо4 15
Cd- устойчивый 102–104 19

Salmonella
typhimurium

контроль 104–106 28
Ni- устойчивый 104–106 20

Salmonella
enteritidis

контроль 104–106 20
Pb-устойчивым 102–104 6

В эксперименте с Cd- и Ni-устойчивыми 
штаммами Y. pseudotuberculosis 282, 
Ni-резистентным штаммом Salmonella 
typhimurium было установлено, что они не из-
менили своих вирулентных свойств по срав-
нению с контролем (штамм без металла), но 
уменьшили сроки гибели 50 % животных. 

В результате эксперимента со Pb-
устойчивым штаммом Salmonella enteritidis 
было установлено, что свинец ускорял гибель 
опытных животных. Так, через шесть суток 
после заражения пали мыши, зараженные 
максимальной дозой штамма, отягощенного 
металлом. При этом в контроле мыши гибли 
на десятые и двадцать четвертые сутки. На 
более поздних сроках наблюдали гибель жи-
вотных от более слабых доз Pb-устойчивой 
культуры. Контрольные мыши не погибали.

Заключение
У иерсиний и сальмонелл адгезия на 

эритроцитах обеспечивается пилями, рас-
положенными на поверхности клеток [3, 5]. 
Адгезируясь, на эпителии ЖКТ, они прони-
кают внутрь клетки посредством действия 
фермента гиалуронидазы, где, размножаясь 
и разрушая клетку, попадают в кровоток, ре-
ализуя там основные факторы патогенности 
-энтеротоксины и экзотоксины. Таким об-
разом, тяжелые металлы, вызывая усиление 
адгезивных и инвазивных свойств иерси-
ний и сальмонелл, увеличивают количество 
микроорганизмов, проникающих в клетки 
эпителия, способствуя этим ускорению раз-
вития иерсиниозной и сальмонеллезной 
инфекции. Следовательно, взаимодействие 
тяжелых металлов с возбудителями сапро-
зоонозов, при их обитании в объектах окру-
жающей среды, способствует появлению 
эпидемически опасных штаммов, представ-
ляющих угрозу для здоровья человека.
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