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ВВЕДЕНИЕ

Почва играет важную роль в обеспечении 
жизнедеятельности человечества. Этот очень 
тонкий слой обладает удивительным свойством, 
не присущим ни одной из других составляю-
щих нашей планеты – биологической продук-
тивностью. По своей природе почва – это гете-
рогенная система, служащая средой обитания 
для огромного количества живых организмов 
[1]. Почва сформирована несколькими фаза-
ми вещества: твердой, жидкой и газообразной. 
Условия данной среды могут быть крайне из-
менчивыми: различные биотические и абиоти-
ческие факторы формируют условия, постоян-
но варьирующие в результате взаимодействия 
этих факторов. В различных типах почв могут 
формироваться абсолютно разные условия из-
за различий в материнской породе, местораспо-
ложении и климате, геоморфологических про-

цессах, в результате которых данный тип почв 
был образован [2]. Так же на характеристики по-
чвы влияет её историческое развитие и местная 
флора и фауна. В этой связи микроорганизмы, 
благодаря высокой способности к адаптациям 
различного рода в ответ на изменения условий 
среды, успешно размножаются и заселяют по-
чвы абсолютно разного химического и грану-
лометрического состава в кардинально разных 
климатических условиях. 

Все составляющие почвы, как живые, так и не-
живые находятся в постоянном взаимодействии 
и поддерживают, таким образом, совместную 
жизнедеятельность [3]. Живые организмы почвы 
формируют почвенное плодородие в результате 
своей жизнедеятельности. В данном процессе 
участвуют растения, насекомые, животные (про-
стейшие и многоклеточные), а так же микробо-
ценоз почвы, включающий в себя различные бак-
терии, микроскопические грибы, актиномицеты 
и микроскопические водоросли [4]. 

При высокой способности к адаптациям и 
выживаемости, микробное сообщество почвы, 
однако, оказывается очень уязвимым в условиях 
химического загрязнения. В силу быстроты ме-
таболических процессов микробоценоз первым 
реагирует на загрязнение различными токсиче-
скими веществами [5]. 

Масштабное развитие промышленности 
и сельского хозяйства влечет за собой повы-
шенный риск загрязнения почв различными 
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химикатами. Вблизи городов, заводов и про-
мышленных районов почвы подвергаются силь-
ной антропогенной нагрузке. Каждый день на 
поверхностный слой почвы попадает пыль и 
влага с остатками нефтяных фракций, оксидов 
и тяжёлых металлов. В зоне усиленной сельско-
хозяйственной и животноводческой деятельно-
сти в почву с воздушными массами, сточными 
водами и природными удобрениями попадает 
огромное количество биоцидов: пестицидов и 
антибиотиков [6]. В настоящее время большое 
количество исследований в данной области по-
зволило установить отрицательное воздействие 
использования пестицидов, и особо опасные из 
них запрещены к использованию во множестве 
стран по всему миру. Однако не меньшую опас-
ность влечет за собой бесконтрольное использо-
вание антибиотиков в различных целях: как ме-
дицинских и ветеринарных средств, в качестве 
стимуляторов роста растений и животных, как 
инсектицидов и гербицидов. Антибиотики об-
наруживаются в почвах повсеместно в высоких 
концентрациях, на большом удалении от сель-
скохозяйственных комплексов [7,8]. 

В масштабах огромных животноводческих 
ферм сложно количественно контролировать 
использование антибиотиков, таким образом, 
вместе со сточными водами и навозом они по-
падают в природные экосистемы и быстро нака-
пливаются на разных трофических уровнях [9]. 
На территории Европы во многих странах за-
конодательно закреплен запрет использования 
антибиотиков в качестве стимуляторов роста и 
кормовых добавок. В Российской Федерации по-
добные нормативные акты отсутствуют и с каж-
дым годом количество антибиотиков, определя-
емых в различных экосистемах, увеличивается. 

Таким образом, вопрос исследования воз-
действия загрязнения пестицидами и антибио-
тиками на почвенный микробоценоз представ-
ляется актуальным, в контексте развивающегося 
сельского хозяйства, а так же из-за обостряю-
щейся проблемы антибиотикорезистентности. 

Цель исследования – оценка устойчивости 
микробоценоза бурой лесной почвы к загрязне-
нию биоцидами (тилозином, бастионом) в кон-
центрациях 1, 10, 100, 1000 мг/кг почвы на раз-
ных сроках экспозиции (3, 30 и 90 суток). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве биоцидов были выбраны бакте-
рицидный ветеринарный антибиотик (тило-
зин) и системный фунгицид (бастион), широко 
используемые в ветеринарии и сельском хо-
зяйстве [10]. Тилозин – антибиотик макролид-
ного ряда, продуцируемый Streptomyces fradiae, 
широко применяемый в животноводстве в ка-
честве лечебно–профилактического средства 

и стимулятора роста. Активен в отношении 
большинства Гр+ и некоторых Гр– бактерий 
[11]. Бастион - комбинированный фунгицид си-
стемного действия для борьбы с возбудителями 
грибковых заболеваний, распространяющихся 
с семенами и через почву. Эффективен против 
грибов класса аскомицетов, базидиомицетов и 
несовершенных грибов.

Объектом исследования была бурая лесная 
почва, отобранная в Республике Адыгея, п.  Ни-
кель (0-20 см). Данная почва является довольно 
плодородной при условии интенсивного окуль-
тивирования, и широко распространена в ре-
гионах Кавказа, а так же на Дальнем Востоке. 
На Северном Кавказе данный тип почв активно 
используется фондом лесного хозяйства и запо-
ведниками. Естественная растительность дан-
ных почв в большинстве регионов представлена 
широколиственными буково-дубовыми, буково-
грабовыми, буково-ясеневыми лесами [12]. Воз-
душно-сухие образцы почвы обрабатывались 
раствором антибиотика тилозина и фунгицида 
бастион (в концентрациях 1, 10, 100, 100 мг/кг 
почвы). Все образцы инкубировали в вегетаци-
онных сосудах при температуре 20–25˚С в тем-
ном месте, во избежание быстрого разложения 
антибиотиков. Исследования проводились через 
3, 30 и 90 сут. после внесения загрязнителей. Кон-
тролем служили образцы почвы не загрязненные 
биоцидами. Концентрации и сроки инкубации 
были выбраны исходя из проведенных ранее ре-
когносцировочных исследований [13, 14, 15], а 
так же на основе литературных данных [16].

Для исследования устойчивости микробо-
ценоза бурой лесной почвы были выбраны сле-
дующие показатели, широко используемые при 
оценке качества и биологической эффективно-
сти почв: общая численность бактерий и обилие 
бактерий рода Azotobacter. 

Исследование общей численности бакте-
рий проводилось методом люминесцентной 
микроскопии с окрашиванием флуорохромным 
красителей акридиновым оранжевым. Подсчет 
светящихся зеленым цветом клеток бактерий 
проводился на инвертированном микроско-
пе фирмы «ZEISS» модель AXIO Vert. A1 со све-
тофильтром 450−490 нм. При подсчете клеток 
просматривали по 20 полей зрения для каждого 
предметного стекла. 

Расчет количества клеток на 1 г почвы про-
водили по формуле:

N= S1 * a * n / v * S2 * с,
где  N – число клеток  на 1 г почвы; 

S1 – площадь препарата (мкм2); 
a – количество клеток  в одном поле зрения 

(усреднение производится по всем препаратам);
 n – показатель разведения почвенной су-

спензии (мл); 
v – объем капли, наносимой на стекло (мл); 
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S2 – площадь поля зрения микроскопа 
(мкм2); 

c – навеска почвы (г).
Исследование обилия бактерий рода 

Azotobacter проводилось методом комочков об-
растания на питательной среде Эшби. Каждый 
образец был исследован в 3-х кратной повтор-
ности по 25 комочков в каждой чашке Петри, и 
инкубировался в течение 5-10 дней при комнат-
ной температуре (18-22°). Учет проводился по 
числу комочков со слизистыми обрастаниями и 
выражен в процентах от общего количества ко-
мочков. Края слизистых обрастаний просматри-
вались на микроскопе с объективом 10× непо-
средственно в чашке Петри для подтверждения 
природы образования слизистых обрастаний. 

Статистическая обработка результатов ис-
следования проведена с использованием ста-

тистического пакета Statistica 10.0 и Excel. Рас-
считаны основные показатели вариационной 
статистики: среднее (μ) ошибка среднего (μ±m), 
стандартное отклонение (s), коэффициент вари-
ации (CV) и другие.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Бактерии напрямую влияют на физиологи-
ческие свойства почвы. Увеличение количества 
естественных бактериальных организмов в по-
чве увеличивает её плодородие [17]. Наиболь-
шее количество бактерий обитает в области 
распространения корневой системы растений 
– ризосфере [18].

Анализ общей численности бактерий ме-
тодом люминесцентной микроскопии показал 
(рис. 1-2), что загрязнение бурой лесной почвы 

Рис. 1. Динамика общей численности бактерий бурой лесной почвы 
при загрязнении тилозином, % от контроля

Рис. 2. Динамика общей численности бактерий бурой лесной почвы 
при загрязнении бастионом, % от контроля
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на всех сроках инкубации, в концентрациях 1 и 
10 мг/кг не приводят к существенному измене-
нию общей численности бактерий, наблюдается 
небольшое увеличение их численности по срав-
нению с контролем (на 5-10%). Полученные дан-
ные свидетельствуют об «эффекте малых доз», и 
подтверждаются другими работами [19, 20]. 

Между концентрацией биоцидов и числен-
ностью бактерий установлена тесная обратная 
корреляция (r= – 0,80). На 30 сут. исследования 
наблюдается снижение численности бактерий 
во всех образцах почвы, относительно кон-
трольных (на 20-40%). После 90 сут. инкубации, 
общая численность бактерий снижена на 10-20% 
от контроля. Однако следует отметить общую 
тенденцию к восстановлению общей числен-
ности микроорганизмов на протяжении сроков 
инкубации. Из исследованных биоцидов, наи-
большее подавляющее воздействие на числен-
ность бактерий бурой лесной почвы оказывает 
антибиотик тилозин, нежели фунгицид бастион.

Почва обильно населена множеством бак-
терий, в числе которых бактерии р.Azotobacter. 
Это Гр– бактерии, свободноживущие в почве. 
Особенность данного рода бактерий состо-
ит в том, что его представители осуществляют 
трансформацию атмосферного азота из формы 
атмосферного азота N2, которая очень тяжело 
поддаётся усваиванию живыми организмами, в 
формы соединений азота, которые являются бо-
лее доступными для использования. Бактерии 
данного рода являются одними из немногих 
свободноживущих азотфиксаторов [21].

Благодаря данной особенности, эти бактерии 
способствуют повышению плодородия почв [22], 
и широко используются в сельскохозяйственной 
деятельности, как азотистые удобрения, а так же 
служат хорошим индикатором качества почв.

В рамках проведённого исследования на 
первом сроке инкубации, через 3 сут. от момен-
та внесения загрязнителей, было установлено 
незначительное увеличение обилия бактерий 
р.Azotobacter в образцах почвы, загрязнённых 
биоцидами в концентрации 1 мг/кг почвы по 
сравнению с контрольными образцами (рис. 
3-4). В образцах загрязнённых биоцидами в кон-
центрациях 10 и 100 мг/кг почвы наблюдалось 
небольшое снижение обилия бактерий отно-
сительно контроля. В концентрации 1000 мг/кг 
почвы данные биоциды оказали существенное 
подавляющее воздействие на обилие бактерий 
данного рода, снизив её, в среднем на 70-80%. 
На сроке инкубации в 30 суток были отмечены 
значительные колебания численности бактерий 
при загрязнении биоцидами в различных кон-
центрациях. В образцах почвы, загрязненных 
биоцидами в концентрации 1 мг/кг почвы, на-
блюдалось снижение численности относитель-
но первого срока инкубации. В то время как в 
образцах загрязнённых биоцидами в концен-
трации 1000 мг/кг почвы наоборот было отме-
чено увеличение численности бактериальной 
популяции. Эти изменения численности могут 
быть связаны с явлением популяционных волн 
и постепенным восстановлением численности 
популяции, приближением её значения к сред-
нему показателю после резкого уменьшения и 
увеличения численности бактерий р.Azotobacter, 
которое наблюдалось через 3 суток после внесе-
ния загрязнителя в почву.

При увеличении срока инкубации загряз-
нённых образцов были отмечены тенденции к 
восстановлению обилия данного рода бактерий. 
В лабораторных исследованиях на 90 сут. на-
блюдалась примерно равная численность бакте-
рий во всех образцах, независимо от начальной 

Рис. 3. Динамика обилия бактерий р.Azotobacter бурой лесной почвы 
при загрязнении тилозином, % от контроля
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концентрации загрязняющего вещества. Было 
отмечено некоторое увеличение численности 
бактерий р.Azotobacter по сравнению с кон-
трольными образцами. По всей видимости, это 
может быть связанно с высокой скоростью адап-
тации микроорганизмов к загрязнению биоци-
дами, а так же с постепенным разложением вне-
сённых в почву загрязняющих веществ.

Устойчивость бактерий р.Azotobacter к анти-
биотикам в небольших концентрациях также 
наблюдалась в исследованиях других авторов 
[23]. В ранее проведённых исследованиях на-
блюдалась устойчивость бактерий р.Azotobacter 
к воздействию макролидного антибиотика ти-
лозина в концентрации 500 мг/кг почвы.

ВЫВОДЫ

Установлено негативное воздействие за-
грязнения бурой лесной почвы биоцидами, по 
изменению микробиологических показателей.

Степень влияния биоцидов определяется 
их природой, концентрацией и сроками воз-
действия. Наибольшее влияние оказывает ма-
кролидный антибиотик тилозин, чем фунгицид 
бастион. 

Внесение малых доз биоцидов (1, 10 мг/кг 
почвы) приводит к незначительному увеличе-
нию численности почвенных микроорганизмов 
и обилия бактерий р.Azotobacter. Данное явление 
в научной литературе носит название «эффекта 
малых доз». Загрязнение бурой лесной почвы 
биоцидами в концентрациях 100 и 1000 мг/кг 
почвы приводит к снижению общей численно-
сти бактерий и обилия бактерий р.Azotobacter.

Максимальное воздействие биоцидов про-
является в первые сроки после загрязнения по-
чвы (3 суток). На последующих сроках (30, 90 

суток) наблюдается тенденция восстановления 
микробиологических показателей. Однако, пол-
ного восстановления микробиологических по-
казателей не наблюдается и на 90 сутки после 
загрязнения. 
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Рис. 4. Динамика обилия бактерий р.Azotobacter бурой лесной почвы
при загрязнении бастионом, % от контроля
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ESTIMATION OF THE SUSTAINABILITY 
OF BROWN FOREST SOIL`S MICROFLORA TO ANTIBIOTIC POLLUTION

© 2018 O.V. Chuvaraeva, Yu.V. Akimenko, K.Sh. Kazeev, S.I. Kolesnikov

Southern Federal University, Taganrog

In laboratory model researches resistance of a mikrobotsenoz of the brown forest soil to pollution by 
biocides (тилозин, a bastion) in concentration 1, 10, 100, 1000 mg/kg of the soil is studied. As a result 
of the conducted researches the negative impact of pollution of the brown forest soil by biocides, on 
change of the key microbiological indicators, confi rming violation of ecological functions of the soil is 
established. Extent of infl uence of biocides is defi ned by their nature, concentration and terms of infl uence. 
The antibiotic тилозин makes stronger impact in comparison with fungicide a bastion. Introduction of 
small doses of pollutants (1, 10 mg/kg) leads to insignifi cant increase in number of soil microorganisms. 
Introduction of pollutants in high concentrations (100, 1000 mg/kg) leads to decrease in abundance of soil 
microorganisms. The maximum infl uence of biocides is shown in the fi rst terms after pollution of the soil 
(3 days), on the subsequent terms of an exposition the tendency to restoration of microbic community is 
observed, however the complete recovery to control values isn’t observed also on 90 days after pollution.
Keywords: pollution, antibiotics, brown forest soil, tylosin, bastion, soil microorganisms, fl uorescent 
microscopy.
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