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Цель: демонстрация возможностей использования периодической культуры для изучения процессов взаимодействия 
микроорганизмов на модели ведущих в современный период в этиологии сальмонеллеза серотипов Salmonella Enter-
itidis и S. Typhimurium в формируемой ими микробной ассоциации в эксперименте in vitro как между собой, так и в со-
четании с Yersinia pseudotuberculosis и Shigella flexneri. Материалы и методы. Экспериментальную модель ассоциаций in vitro 
создавали путем совместного культивирования штаммов разных микроорганизмов на LB-бульоне. В работе использо-
ваны штаммы сальмонелл и Yersinia pseudotuberculosis, хранящиеся в музее НИИ эпидемиологии и микробиологии им. 
Г.П. Сомова при температуре -80 °С. Наблюдение за поведением ассоциации проводили в течение 24 ч при 37 °C на ка-
чалке. В качестве контроля были изучены кривые роста всех взятых в разработку штаммов в монокультуре. На первом 
этапе исследований проводили сокультивирование S.  Enteritidis и S.  Typhimurium; на втором  – к эксперименту под-
ключили штаммы Yersinia pseudotuberculosis и Shigella flexneri – эталонный штамм АТСС 12022. Результаты. В контрольном 
эксперименте рост испытуемых культур был довольно похож, тогда как в ассоциации при смешении S. Typhimurium 
существенно опережала в росте S. Enteritidis. Аналогичное исследование, проведенное с тремя патогенами, также по-
зволило установить, что при росте в монокультуре существенных различий в темпах роста между ними не было выяв-
лено, тогда как в ассоциации рост Y. pseudotuberculosis значительно подавлялся с самого начала наблюдения в течение 
первого часа. В этих условиях доминирующее положение заняла S. Enteritidis. Заключение. В итоге наши исследования 
свидетельствуют о том, что в периодической культуре можно изучать процессы взаимодействия как между различны-
ми видами микроорганизмов, так и их внутривидовые взаимоотношения. Как мы полагаем, полученные результаты 
взаимодействия в определенной мере могут быть объяснены одним из основных кинетических принципов экологии – 
принципа конкурентного исключения Гаузе, который утверждал невозможность сосуществования двух видов в одной 
экологической нише при конкуренции за источник питания.
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Aim. To demonstrate the possibility of using a batch culture model to study the interaction of Salmonella Enteritidis and Sal-
monell Typhimurium, which are currently the leading serotypes in the etiology of salmonellosis, in an in vitro experiment 
both among themselves and in combination with Yersinia pseudotuberculosis and Shigella flexneri. Materials and methods. An 
experimental model of microorganism associations in vitro was created by co-cultivation of different microorganism strains 
in an LB broth. The Salmonella and Yersinia pseudotuberculosis stains stored in the museum of G.P. Somov Research Institute 
of Epidemiology and Microbiology at a temperature of –80 °C were used. The behavior of the associations under study was 
monitored for 24 h at 37 °C on a shaker. As a control, the growth curves of all the strains in monoculture were studied. The first 
research stage involved culturing S. Enteritidis and S. Typhimurium followed by addition of Yersinia pseudotuberculosis and 
Shigella flexneri strains (reference strain ATCC 12022) at the second stage. Results. In the control experiment, the growth of the 
tested cultures was quite similar. However, when grown in associations, S. Typhimurium outgrew S. Enteritidis. A similar study 
conducted with three pathogens also revealed that, when grown in monoculture, the stains exhibit no significant differences 
in the growth rates. However, when grown in associations, the growth of Y. pseudotuberculosis is significantly suppressed from 
the onset of observation during the first hour. Under these conditions, S. Enteritidis takes the dominant position. Conclusion. Our 
results demonstrate that batch culture can be used to study the interaction between different types of microorganisms, as well 
as their intraspecific relationships. We assume that the observed behavior of microorganisms can be explained, to a certain 
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extent, by Gause’s law of competitive exclusion. This principle implies that two species competing for the same limited food 
source cannot coexist in one ecological niche.
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В настоящие время как в нашей стране, так и за ру-
бежом [1–8] активно изучаются процессы взаимоот-
ношения между микроорганизмами. Эта тема имеет 
как фундаментальное, так и практическое значение 
в первую очередь для медицины. Понимание меха-
низмов коммуникации и конкуренции между микро-
организмами поможет выработать новые стратегии 
в борьбе с инфекционными заболеваниями.

Моделирование сообществ является необходимым 
этапом для понимания деятельности микроорганизмов 
в их естественной среде обитания. Однако в настоящий 
период каких-либо универсальных методик по изу
чению процессов взаимодействия не выработано. 
Поэтому, как правило, указанные процессы рассма-
триваются на моделях, предназначенных для изучения 
монокультур микроорганизмов.

Как показывают исследования по данной проблеме, 
экспериментальное изучение взаимодействия микроб-
ных (бактериальных) популяций, во-первых, можно 
проводить in vitro путем наблюдения за их развитием 
в периодических или хемостатных культурах [9]. Во-
вторых, к настоящему времени получены многочи-
сленные данные, свидетельствующие о способности 
микроорганизмов к обитанию как в разных условиях 
окружающей среды, так и в организме хозяина, в виде 
биопленок [6, 10]. Последние также можно использо-
вать для изучения процессов взаимодействия между 
микроорганизмами [11]. В настоящей работе пред-
ставлен опыт наших исследований по моделированию 
межбактериального взаимодействия в периодической 
культуре, поскольку мы занимаемся этим направлени-
ем с середины 1990-х годов. 

Цель исследования: демонстрация возможностей 
использования периодической культуры для изучения 
процессов взаимодействия микроорганизмов. Цель 
первого этапа исследований – изучение внутривидо-
вого взаимодействия между двумя ведущими в совре-
менный период в этиологии сальмонеллеза серотипами 
Salmonella enterica subsp. enterica серотип Enteritidis 
(S. Enteritidis) и Salmonella enterica subsp. enterica се-
ротип Typhimurium (S. Typhimurium) в формируемой 
ими микробной ассоциации в эксперименте in vitro 
как между собой, так и в сочетании с Yersinia pseudo-
tuberculosis и Shigella flexneri.

Материалы и методы

Штаммы микроба. Salmonella enterica и Yersinia 
pseudotuberculosis – актуальные бактериальные пато-
гены, формирующие вспышки инфекций, в основном 

пищевого характера. Принимая во внимание нако-
пленный опыт работы с этими микроорганизмами 
в лаборатории молекулярной эпидемиологии НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. Сомова 
и большой выбор объектов исследования в музейной 
коллекции института, эти виды были нами отобраны 
в качестве моделей для их изучения в микробной ас-
социации при наблюдении в периодической культуре. 

В работе использованы следующие штаммы саль-
монелл: S.  Enteritidis S-118 (с плазмидной массой 
38 MDa), S-26292 (38 MDa) и S-26895 (38:1,4 MDa), 
S. Typhimurium S-23513 (60 MDa) и S-18187 (не со-
держащий плазмид). Все штаммы хранились в му-
зее НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.П. 
Сомова при температуре -80 °С. Необходимо отметить, 
что плазмиды с молекулярной массой 38 MDa и 60 MDa 
являются плазмидами вирулентности pSEV и pSTM 
для S. Enteritidis и S. Typhimurium соответственно. 

Модель исследования ассоциации S. enterica в периодической культуре

Экспериментальную модель ассоциаций in vitro со-
здавали путем их совместного культивирования на LB-
бульоне. Для исследования бактерии предварительно 
выращивали до изолированных колоний на чашках 
Петри с питательным агаром (рН 7,2–7,3). Образцы 
культивировали при 37 оС. Затем штаммы высевали 
на LB-бульон (рН 7,2–7,3) и выращивали на качалке 
при 37 °C в течение 18 ч. Спектрофотометрическим 
методом оптическую плотность (OD при 600 нм) 
штамма с бóльшим ростом доводили до оптической 
плотности штамма с меньшим ростом путем раз-
ведения LB-бульоном. Для опыта две исследуемые 
культуры сальмонелл смешивали в равных количе-
ствах путем внесения в LB-бульон из расчета 1 мкл 
каждой бактерии на 1000 мкл среды. Наблюдение 
за поведением ассоциации проводили в течение 24 ч 
при 37 °C на качалке. Смеси культур в определен-
ные промежутки времени (через 1, 3, 6 и 24 ч после 
смешивания) высевали по 100 мкл на чашки Петри 
с питательным агаром с учетом необходимых разве-
дений (от 10-6 до 10-11) до появления изолированных 
колоний. Культуры бактерий инкубировали при 37 °C 
в течение 18 ч. Прирост бактериальной массы опре-
деляли по количеству колониеобразующих клеток, 
выросших на среде. Случайным образом отбирали 
16 изолированных колоний из разных секторов чашки, 
сеяли на скошенный питательный агар (рН 7,2–7,3) 
и инкубировали при 37 °C в течение 18 ч.

При смешивании серотипов S .   Enteritidis 
и S.  Typhimurium на следующие сутки после 
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инкубации полученные вышеописанным способом 
культуры серотипировали в реакции агглютинации 
на стекле с помощью сывороток диагностических 
сальмонеллезных адсорбированных «Петсал» (ФГУП 
СПбНИИВС) на наличие соответствующего одному 
из двух серотипов О-антигена (О:9 для S. Enteritidis 
и O:4 для S. Typhimurium) и подсчитывали процент 
колоний соответствующего серотипа.

При смешивании разных плазмидных типов серо-
типа S. Enteritidis на следующие сутки после инкуба-
ции полученные описанным выше образом культу-
ры исследовали в плазмидном анализе по методике 
C.L. Kado и S.T. Liu [12] для установления плазмидного 
спектра и подсчитывали процент колоний соответст-
вующего плазмидного типа. 

Было проведено по три независимых эксперимента 
для каждой ассоциации. Высчитывали средний про-
цент колоний соответствующего серотипа или плаз-
мидного типа через 1, 3, 6 и 24 ч после смешивания 
штаммов.

Важно подчеркнуть, что в доступной литературе 
мы встретили в основном изучения процессов сокуль-
тивирования в виде бикультур. Поэтому на следующем 
этапе наших исследований мы провели аналогичное 
исследование с тремя патогенами, предварительно 
изучив рост штаммов как монокультур в качестве 
контроля, дополнительно используя в данном экспе-
рименте возбудителей Y. pseudotuberculosis и Shigella 
flexneri [Shigella flexneri sv 2b Gp B – эталонный штамм 
АТСС 12022 (производитель Remel Europe, Ltd, UK)].

Статистическую обработку всего массива полу-
ченных результатов проводили общепринятыми ме-
тодами в программе Microsoft Excel 2010.

Результаты исследования 

В качестве контроля нами первоначально были 
изучены кривые роста взятых в разработку штам-

мов сальмонелл в монокультуре (контроль роста). 
Результаты представлены на рис. 1.

Как видно на рисунке, все штаммы росли в LB-
бульоне в течение 6 часов (время наблюдения) схо-
жим образом, и тенденции кривых роста в основном 
отличались друг от друга в пределах статистической 
погрешности. Тем не менее наименьшая интенсивность 
роста отмечена у S. Enteritidis, не имеющей плазмиды. 
А рост S. Typhimurium с плазмидой 60 MD, в отличие 
от других испытуемых штаммов, перешел к фазе от-
мирания уже через 24 часа эксперимента. 

Экспериментальную модель ассоциаций in vitro со-
здавали путем совместного культивирования испытуе-
мых штаммов на LB-бульоне. Результаты исследования 
штаммов сальмонелл, содержащих плазмиды вирулент
ности: S. Enteritidis S-26292 c pSEV (массой 38 MDa) 
и S. Typhimurium S-23513 с pSTM (массой 60 MDa) по-
казали, что через 1 ч после смешивания скорость роста 
культур была примерно одинакова, при этом число 
колоний S. Enteritidis незначительно превышало число 
колоний S. Typhimurium (55 и 45%) (рис. 2). 

Но уже через 3 ч после смешивания S. Typhimurium 
значительно опережала росте S. Enteritidis (83% против 
17%), а через 6 ч частота выделения S. Typhimurium 
достигала 92%. Важно подчеркнуть, что переход к фазе 
отмирания в опыте для S. Enteritidis наступил гораздо 
раньше, чем в контроле. 

На следующем этапе исследования нами было про-
слежено возможное влияние плазмиды вирулентности 
на бóльшую конкурентоспособность к росту в LB-
бульоне S. Typhimurium по сравнению с S. Enteritidis. 
Для этого с использованием ранее описанной методики 
изучали микробную ассоциацию S. Enteritidis S-26292 
с плазмидой вирулентности массой 38 MDa (pSEV) 
и S. Typhimurium S-18187, не содержащей плазмид. 
Через 1 ч после смешивания двух штаммов культу-
ры росли примерно с одинаковой скоростью (54% 
S. Typhimurium и 46% S. Enteritidis) (рис. 3).

Рис. 1. Рост исследуемых штаммов S. Enteritidis 
и S. Typhimurium в монокультуре при культивировании 

in vitro в LB-бульоне при температуре 37 °С (контроль роста). 

Рис. 2. Рост штаммов S. Enteritidis и S. Typhimurium, 
содержащих плазмиды вирулентности, при совместном 

культивировании in vitro.
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Однако через 3 ч количество колоний S. Typhimu
rium, как и в контроле, возросло до 82%, тогда 
как S. Enteritidis снизилось до 18%. Через 6 ч доля 
S. Typhimurium уже составила 93%.

Полученные результаты были близки к таковым 
на первом этапе исследования и показали, что наличие 
или отсутствие плазмиды вирулентности у S. Typhi
murium никак не влияет на ее способность к доми-
нированию при сокультивировании с S. Enteritidis 
в условиях in vitro. Вместе с тем необходимо отметить, 
что даже после 6 ч совместного роста можно было 
обнаружить S. Enteritidis, но ее присутствие не превы-
шало 10% от общего числа колоний. По этой причине 
на следующем этапе эксперимента дополнительно 
исследовали колонии, полученные через 24 часа со-
культивирования. Так, наблюдение за микробной ас-
социацией S. Enteritidis двух разных плазмидных ти-
пов показало, что в условиях обитания в LB-бульоне 
S.  Enteritidis плазмидного типа 38  MDa способна 
подавлять размножение S. Enteritidis плазмидного 
типа 38:1,4 MDa, опережая ее рост, тогда как при на-
блюдении в монокультуре размножение S. Enteritidis 
плазмидного типа 38:1,4 MDa явно доминировало. 
Популяции S. Enteritidis плазмидных типов 38 MDa 
и 38:1,4 MDa развивались параллельно лишь в течение 
1-го часа (рис. 4).

В дальнейшие часы наблюдения S.  Enteritidis 
плазмидного типа 38 MDa постоянно опережала 
S. Enteritidis плазмидного типа 38:1,4 MDa по дина-
мике роста. Концентрация S. Enteritidis плазмидного 
типа 38 MDa в среде через 6 ч достигала 87% от общего 
количества бактерий, а через 24 ч – 100%.

На следующем этапе наших исследований мы про-
вели аналогичный эксперимент с тремя патогенами, 
предварительно изучив рост штаммов как монокуль-
тур в качестве контроля (рис. 5), дополнительно ис-
пользуя в данном исследовании возбудителей Y. pseu-
dotuberculosis и Shigella flexneri.

Как видно на рис. 5, весь период наблюдения ис-
пытуемые культуры росли примерно с одинаковой 
скоростью в монокультуре, тогда как в мультивидовой 
культуре (опыт) рост иерсинии значительно подав-
лялся с самого начала наблюдения в течение первого 
часа (рис. 6). 

Важно отметить, что в опыте кривые, отражающие 
рост культур сальмонеллы и шигеллы, не совпадали 
в динамике. В представленной мультивидовой куль-
туре доминировала сальмонелла (рис. 6), при этом 
увеличение активности роста S. Enteritidis в определен-
ный период эксперимента сопровождался снижением 
интенсивности роста шигеллы, и наоборот. Как мы по-
лагаем, такая динамика позволяет данным микроор-
ганизмам более эффективно использовать ограничен-
ные ресурсы питательных веществ в используемой 
для роста среде. Отсутствие роста Y. pseudotuberculosis 
при сокультивировании с двумя другими патогенами, 

Рис. 3. Рост штаммов S. Enteritidis, содержащей плазмиду 
вирулентности, и бесплазмидной S. Typhimurium 

при совместном культивировании in vitro.

Рис. 5. Кривые роста штаммов энтеробактерий: S. Enteritidis, 
S. flexneri и Y. pseudotuberculosis в монокультуре в LB-бульоне 

при температуре 37 °С (контроль роста). 

Рис. 4. Рост штаммов S. Enteritidis, содержащей 
плазмиду вирулентности массой 38 MDa, и S. Enteritidis, 
содержащей плазмиду вирулентности массой 38 MDa 

с криптической плазмидой массой 1,4 MDa, при совместном 
культивировании in vitro.
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возможно обусловлено субоптимальными условиями 
культивировании этого психрофильного микроба, 
поскольку оптимальной температурой роста для него 
является комнатная температура (20 °С).

Обсуждение полученных данных

Проведенные исследования показали, что стратегия 
развития испытуемых микроорганизмов существенно 
отличается при росте в монокультуре и в виде ассо-
циаций при сокультивировании. При этом не отме-
чено одинаковой выраженности в скорости роста тех 
или иных микроорганизмов в моно- и поликульту-
ре. Надо полагать, что при взаимодействии микробов 
при сокультивировании реализуются интеграцион-
но-конкурентные взаимоотношения между ними [2], 
что позволяет в ограниченных питательными ресурсами 
периодической культуре одному из микроорганизмов 
добиваться конкурентного преимущества, обеспечи-
вающего его жизнеспособность за счет использова-
ния питательных веществ, предназначенных для всех 
культивируемых в данной питательной среде микро-
организмов. В частности, представленные результаты 
исследования свидетельствуют о том, что S. Enteritidis 
и S. Typhimurium связаны конкурентными взаимоотно-
шениями и этот механизм является ведущим в процессе 
их саморегуляции в микробиоценозе. Но в естественной 
среде в современный период в большинстве регионов 
доминирует S. Enteritidis, тогда как в условиях нашего 
эксперимента – S. Typhimurium. Причины несоответ-
ствия остаются пока неясными. Возможно, на резуль-
татах эксперимента сказываются штаммовые различия 
S. Enteritidis и S. Typhimurium, примененных в экспери-
менте и циркулирующих в естественной среде.

В итоге наши исследования свидетельствуют о том, 
что в периодической культуре можно изучать процес-
сы взаимодействия как между различными видами 
микроорганизмов, так и их внутривидовые взаимоот-
ношения. При этом процессы роста испытуемых куль-
тур при монокультивировании и сокультивировании 
значительно различались. В частности, полученные 
результаты показали, что в процессе совместного роста 
штаммов в периодической бикультуре наблюдается 
«эффект экзальтации», который выражается в бы-
стром росте обоих видов в первый час эксперимента 
и последующим замещением одного, более приспосо-
бленного вида другим. Такое замещение нельзя назвать 
полным, поскольку существует вероятность перехода 
менее приспособленного вида в некультивируемое 
состояние – дормантную форму существования (ме-
таболически неактивные, некультивируемые клетки 
прокариот, VNBC) [13]. 

Как мы полагаем, все вышеописанные процессы 
взаимодействия в определенной мере могут быть объ-
яснены одним из основных кинетических принци-
пов экологии – принципа конкурентного исключения 
Гаузе [14], который утверждал невозможность сосу-
ществования двух видов в одной экологической нише 

при конкуренции за источник питания. Дальнейшее 
изучение возможных взаимоотношений между ми-
кроорганизмами, вовлеченными в инфекцию, а также 
механизмов этого взаимодействия имеет решающее 
значение в понимании процессов, идущих на субор-
ганизменном уровне эпидемического процесса и их 
отражения на популяционном [3, 4]. 

Выводы

1.  Рост S. Enteritidis и S. Typhimurium в монокульту-
ре, развиваясь с одинаковым темпом в течение первых 
6 часов наблюдения, в последующие (24 и 48 ч) стал 
существенно отличаться по темпам и фазе развития 
в периодической культуре в зависимости от серотипа 
и принадлежности к тем или иным плазмидным типам. 

2.  Наличие или отсутствие плазмиды вирулентно-
сти у S. Typhimurium не повлияло на ее доминирование 
при сокультивировании с S. Enteritidis.  

3.  В условиях обитания в LB-бульоне S. Enteritidis 
плазмидного типа 38 MDa при сокультивировании по-
давляла рост и размножение S. Enteritidis плазмидного 
типа 38:1,4 MDa, тогда как наблюдение в монокультуре 
показало, что рост и размножение S. Enteritidis плаз-
мидного типа 38:1,4 MDa, явно доминировало.

4.  В отличие от сальмонелл в монокультуре все 
испытуемые микроорганизмы: S. Enteritidis, Sh. flex-
neri и Y. pseudotuberculosis на протяжении всего сро-
ка наблюдения (48 ч) росли с примерно одинаковой 
скоростью, тогда как при сокультивировании рост 
Y. pseudotuberculosis был подавлен в течение первого 
часа наблюдения, а наибольшую конкурентоспособ-
ность продемонстрировала S. Enteritidis.

5.  В периодической культуре можно изучать про-
цессы взаимодействия как между различными видами 
микроорганизмов, так и их внутривидовые взаимоот-
ношения. Экспериментальное изучение взаимодейст-
вия микробных популяций путем наблюдения за их 
развитием в периодической культуре при создании 

Рис. 6. Доля штаммов разных энтеробактерий 
при сокультивировании S. Enteritidis, Sh. filexneri 

и Y. pseudotuberculosis в микст-культуре в LB-бульоне 
при температуре 37 °С. 
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микроэкосистем – необходимый этап для понимания 
деятельности микроорганизмов в их естественной 
среде обитания.
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