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Распространению антибиотикорезистентности среди бактерий 
в природе может способствовать антропогенный прессинг, ока-
зываемый на экосистемы. В связи с этим цель настоящей ра-
боты состояла в исследовании влияния отдельных биоцидов, 
антибиотиков, пестицидов и тяжелых металлов на возникновение 
устойчивых к рифампицину мутантов Pseudomonas putida. Для 
оценки влияния токсических веществ на возникновение рифам-
пицин-устойчивых мутантов в питательную среду перед посевом
на чашки добавляли исследуемые вещества и рифампицин в 
конечной концентрации 100 мкг/мл. В ходе проведенного экс-
перимента было показано стимулирующее влияние клопирали-
да и глифосата на данный процесс. Наиболее ярко выраженный 
эффект наблюдался в случае применения глифосата в концен-
трации 0,67 мг/мл. Полученные в ходе исследования результа-
ты указывают на высокий риск распространения устойчивости к 
антибиотикам среди микробных сообществ почв, подверженных 
обработке пестицидами.
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Введение

Проблема резистентности к антибиотикам в 
микробных сообществах в настоящее время яв-
ляется глобальной проблемой здравоохранения. 
Этому способствовало широкое использование 
препаратов данной группы вне клинических 
ситуаций, а также в животноводстве и птице-
водстве, где они применяются не только для 
профилактики заболеваний, но и в качестве сти-
муляторов роста [1]. Известно, что темпы созда-
ния новых антибиотиков значительно снизились 
по сравнению с периодом с 1960 г. до середины 
1980-х гг. [2]. 

В настоящее время значительное количество 
исследований посвящено поиску новых антибио-
тиков [3, 4]. Исследуется также вопрос комбини-
рованного действия препаратов и перекрестной 
резистентности к антибиотикам [5]. 

Важно, однако, отметить, что проблема 
антибиотикорезистентности среди клинически 
значимых микроорганизмов уходит своими кор-
нями в сложные экологические и эволюционные 
отношения между самими микроорганизмами, 
сложившиеся задолго до появления человека 
как биологического вида [6, 7]. Между тем ан-
тропогенный прессинг, оказываемый на экоси-
стемы, может способствовать распространению 
антибиотикорезистентности среди бактерий в 
природе. Так, имеются данные, указывающие 
на связь между возникновением антибиоти-
корезистентности у бактерий и загрязнением 
почв тяжелыми металлами [8]. Кроме того, есть 
причины полагать, что широкое использование 
биоцидов связано с риском распространения 
бактерий, устойчивых к антибиотикам [9, 10]. 
Известно также о способности инсектицидов 
приводить к возрастанию резистентности к анти-
биотикам среди почвенных бактерий сельскохо-
зяйственных почв [11], а также о существовании 
перекрестной резистентности к пестицидам и 
антибиотикам [12]. 
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В связи с вышеизложенным целью настоя-
щей работы было выяснить влияние различных 
токсических веществ на примере отдельных 
антибиотиков, биоцидов, пестицидов и солей тя-
желых металлов на возникновение устойчивости 
к рифампицину у бактерий рода Pseudomonas.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы и условия 
их культивирования
В работе использовался штамм Pseudomo-

nas putida, выделенный из донных отложений 
импактной зоны Новочеркасской ГРЭС.

Для культивирования штамма использо-
валась минимальная среда М9 с добавлением 
солянокислого гидролизата казеина и глюкозы 
в конечных концентрациях 0,4 и 0,2 % соответ-
ственно [13] и среда Луриа – Бертани (LB) при 
30°С [14]. 

Оценка влияния поллютантов на возник-
новение устойчивых к рифампицину мутантов 
Pseudomonas putida

Для получения мутантов, устойчивых к 
рифампицину, штамм культивировали в жидкой 
среде М9 с добавлением гидролизата казеина 
и глюкозы в течение 21 ч при 30оC с использо-
ванием шейкера-инкубатора Innova 40R («New 
Brunswick») до достижения поздней логариф-
мической фазы роста. 

Полученную культуру разводили средой 
М9 до плотности 1 ед. МакФарланда (мутность 
суспензии определяли при помощи денситоме-
тра DEN-1 «BioSan») и далее последовательно 
разводили до плотности 105 кл/мл, после чего 
культивировали в течение 18 ч при 30оC.

Ночную культуру разводили средой М9 до 
плотности ≈ 1,8·109 кл/мл и в количестве 100 мкл 
вносили в чашки с плотной LB с добавлением 
среды М9 и рифампицина в конечных концен-
трациях 1 0% и 100 мкг/мл соответственно [13]. 
Для оценки влияния токсических веществ на воз-
никновение рифампицин-устойчивых мутантов 
в питательную среду перед посевом на чашки 
добавляли следующие исследуемые вещества 
в указанных концентрациях (в соответствии с 
инструкцией производителя, а также в 10 и в 
100 раз меньше):

‒  пестициды: клопиралид («Лонтрел») в 
конечных концентрациях 30, 3 и 0,3 мкг/мл 
и глифосат (в виде изопропиламинной соли, 
«Агрокиллер») в конечных концентрациях 6700, 
670 и 67 мкг/мл;

‒ биоциды: хлоргексидина биглюконат 
(«Росбио») в конечных концентрациях 50, 5 и 
0,5 мкг/мл и диоксидин («Новосибхимфарм») в 

конечных концентрациях 1000, 100 и 10 мкг/мл;
 ‒ антибиотики: ампициллин («Синтез») в 

конечных концентрациях 25, 2,5 и 0,25 мкг/мл и 
окситетрациклина гидрохлорид («Агрофарм»): 
в конечных концентрациях 25, 2,5 и 0,25 мкг/мл. 

Для оценки влияния солей тяжелых метал-
лов на возникновение рифампицин-устойчивых 
мутантов Pseudomonas putida были отобраны 
концентрации, не оказывающие угнетающего 
эффекта на клеточный метаболизм [15]:

‒ хлорид ртути (HgCl2,«Акватест»): 27,2, 
2,72 и 0,272 мкг/мл; ‒ сульфат меди (СuSO4, 
«Акватест»): 100, 10 и 1 мкг/мл. 

Количество выросших колоний учитывали 
через 72 ч после начала инкубации. В качестве 
положительного контроля был использован 
N-метил-N’-нитро-N-нитрозогуанидин в конеч-
ной концентрации 5 мкг/мл. Отрицательным 
контролем служил посев на плотную питатель-
ную среду, дополненную лишь рифампицином. 

Все опыты проводились в трех повторностях.

Результаты и их обсуждение

Влияние пестицидов, антибиотиков, биоцидов 
и солей тяжелых металлов на возникновение 
устойчивых к рифампицину мутантов Pseudomonas 
putida

В результате проведенного исследования 
было показано стимулирующее влияние таких 
пестицидов, как клопиралид и глифосат на по-
явление устойчивых к рифампицину мутантов 
Pseudomonas putida. Связь между устойчиво-
стью к пестицидам, в том числе и к глифосату, 
и резистентностью к антибиотикам на примере 
Salmonella enterica показана также Rivera-Ramírez 
с соавт. [16]. В проведенном нами исследовании 
наиболее ярко выраженный эффект наблюдался 
в случае применения глифосата в концентрации 
670 мкг/мл (рис.1).

Клопиралид также оказал стимулирующее 
влияние на появление мутантов, однако менее 
выраженное и в самой высокой из исследуемых 
концентраций, которая рекомендована в качестве 
рабочей в инструкции по использованию данного 
вещества (рис. 2). 

Ни одно из исследуемых веществ, отно-
сящихся к антибиотикам, пестицидам и солям 
тяжелых металлов, не оказало стимулирующего 
влияния на появление устойчивых к рифампи-
цину мутантов Pseudomonas putida. Напротив, 
такие вещества, как тетрациклин, диоксидин и 
хлорид ртути, во всех исследованных концен-
трациях (включая самые низкие) оказали ярко 
выраженное подавляющее действие на возник-
новение мутантов (рис. 3, 4, 5).
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Рис. 1. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампи-
цину, полученных под воздействием глифосата

Рис. 2. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампи-
цину, полученных под воздействием клопиралида

Рис. 3. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампи-
цину, полученных под воздействием тетрациклина

Ча
ст
от
а 
вс
тр
еч
ае
мо

ст
и 
му

та
нт
ов

 (х
10

-8
)

Ча
ст
от
а 
вс
тр
еч
ае
мо

ст
и 
му

та
нт
ов

 (х
10

-8
)

Ча
ст
от
а 
вс
тр
еч
ае
мо

ст
и 
му

та
нт
ов

 (х
10

- 8
)

Концентрация, мкг/мл

Концентрация, мкг/мл

Концентрация, мкг/мл

Контроль

Контроль

Контроль



Научный отдел442

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Химия. Биология. Экология. 2018. Т. 18, вып. 4

Рис. 4. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампицину, 
полученных под воздействием диоксидина

Рис. 5. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампицину, 
полученных под воздействием HgCl2

В настоящее время роль биоцидов, анти-
биотиков и солей тяжелых металлов в рас-
пространении лекарственной устойчивости в 
микробных сообществах до конца не выявлена 
в связи с тем, что на данный процесс оказывают 
свое влияние различные факторы. Так, в про-
веденном нами исследовании ярко выраженный 
угнетающий эффект хлоргексидина на воз-
никновение мутантов, устойчивых к рифампи-
цину, был выявлен только при самой высокой 
из исследуемых концентраций хлоргексидина 
(50 мкг/мл), в то время как при использовании 
хлоргексидина в более низких концентрациях 
наблюдалось практически сопоставимое с 
контролем появление мутантов Pseudomonas 
putida (рис. 6). Это согласуется с данными, 
полученными Wu с соавт. [17] для Staphylococ-

cus aureus, свидетельствующими о повышении 
устойчивости к антибиотикам под воздействием 
хлоргексидина. 

Напротив, под воздействием ампициллина 
и сульфата меди количество мутантов, при-
ближающееся по значению к контролю, было 
выявлено в случае использования более высоких 
концентраций данных веществ: 25 и 100 мкг/мл 
соответственно (рис. 7, 8).

Вполне вероятно, что в определенных 
условиях эти вещества могут способствовать 
распространению лекарственной устойчивости 
в природных микробных сообществах, однако 
для подтверждения вышеописанной гипотезы 
требуется проведение дальнейших исследований 
с использованием бактерий различных родов и 
широкого спектра токсических веществ.
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Рис. 6. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампицину, 
полученных под воздействием хлоргексидина

Рис. 8. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампицину, 
полученных под воздействием CuSO4
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Рис. 7. Количество мутантов Pseudomonas putida, устойчивых к рифампицину, 

полученных под воздействием ампициллина
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Заключение

Полученные в ходе исследования результаты 
указывают на высокий риск распространения 
устойчивости к антибиотикам среди микробных 
сообществ почв, подверженных обработке пести-
цидами. Тем не менее следует отметить, что дан-
ные были получены в результате лабораторного 
эксперимента и требуется дальнейшее изучение 
данной проблемы в условиях, приближенных к 
естественным. 
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The anthropogenic pressure on ecosystems may contribute to the 
spread of antibiotic resistance among bacteria in natural condi-
tions. Due to this, the aim of this work was to study the impact 
of specific biocides, antibiotics, pesticides and heavy metals on 
the emergence of rifampicin resistant mutants of Pseudomonas 
putida. To assess the impact of toxic substances on the emer-
gence of rifampicin-resistant mutants the studied substances 

and rifampicin in the final concentration of 100 μg/ml were added 
into nutrient medium before plating. In the course of the experi-
ment the stimulating effects of clopyralid and glyphosate on the 
process were shown. The most pronounced effect was observed 
in the case of glyphosate application in the concentration of 
0.67 mg/ml. The obtained results indicate high risk of spreading 
antibiotic resistance among the microbial communities of soils 
subjected to treatment with pesticides.
Key words: Pseudomonas putida, antibiotic resistance, rifampic-
in-resistant mutants, rifampicin, clopyralid, glyphosate.
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