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В сравнительном аспекте с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР), бактериологического 
и спектрометрического анализов в динамике 3 и 6 суток при температуре 20‒22˚С и 37˚C проведены 
исследования биопленкообразования моно- и смешанными культурами Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis. 
Выявлена способность микроорганизмов сохранять жизнеспособность в этих условиях, а также формировать 
биопленки на абиотической поверхности. Обнаружено, что в ПЦР Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis давали 
специфическую реакцию. Результаты свидетельствуют о наличии в среде в исследуемый период времени 
ДНК моно- и смешанных культур Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis. 
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In a comparative aspect, biofilm formation of mono- and mixed cultures of Y. pseudotuberculosis and S. Enteritidis 
was carried out using the polymerase chain reaction (PCR), bacteriological and spectrometric analyzes for 3 and 6 
days at temperatures of 20‒22˚C and 37˚C. The ability of microorganisms to maintain viability under these conditions, 
as well as to form biofilms on the abiotic surface, was revealed. It was found that PCR of Y. pseudotuberculosis 
and S. Enteritidis gave a specific reaction. The results indicate the presence of mono- and mixed cultures  
of Y. pseudotuberculosis and S. Enteritidis in the medium during the studied period of time.
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Введение
К настоящему времени получены данные, свиде-

тельствующие о способности микроорганизмов, в том 
числе возбудителей сапронозов и зоонозов, обитать  
в разных условиях окружающей среды, формируя при 
этом биопленки [11‒13, 15, 17, 18]. Концепция о роли 
биопленок бактерий и их важности в медицине была 
сформулирована еще в начале 1970-х годов на осно-

вании обнаружения скоплений клеток Pseudomonas 
aeruginosa в мокроте и легочной ткани у пациен-
тов с хроническим кистозным фиброзом (Левенгук  
и Пастер). Термин биопленка был введен в медицину  
в 1985 году J.W. Costerton [цит. по 15, 16]. 

В результате многочисленных исследований 
определено, что биопленка представляет собой со-
общество одного или нескольких видов бактерий, 
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прикрепленных к поверхности или друг к другу и за-
ключенных в матрикс, состоящий из экзополисаха-
ридов, белков, внеклеточной ДНК и других веществ. 
Биопленка защищает бактерии от неблагоприятных 
абиотических и биотических факторов среды обита-
ния. Бактерии в биопленке могут «общаться» между 
собой посредством секреторных интермедиаторов, 
которые служат основой их «социального» поведе-
ния или “Quorum Sensing“ [1, 3, 4]. 

Известно, что микроорганизмы семейства 
Enterobacteriaceae рода Yersinia, широко распро-
странены в окружающей среде, они выделены  
из овощей, почвы, воды, разных видов животных  
и человека [8‒10, 14, 16, 19, 21]. Установлено, что бак-
терии этого рода формируют биопленки на абиотиче-
ской поверхности [2, 5‒7]. В частности, патогенный 
вид Y. pseudotuberculosis, возбудитель сапронозов, 
способен образовывать биопленку, которая защища-
ет его от неблагоприятных экологических условий  
[1, 3, 5]. Выявлено, что эти микроорганизмы в раз-
ных средах обитания (эндо- и эктотермные орга-
низмы, растения, почва, водная среда, в том числе 
морская) продуцируют и используют факторы пато-
генности с адгезивной, инвазивной, антифагоцитар-
ной и токсической функциями [15, 20].

Другой представитель семейства Enterobacte-
riaceae рода Salmonella ‒ возбудитель зоонозов  
S. Enteritidis, также формирует биопленки на разных
поверхностях и при разных условиях [2, 9, 10].

 Имеются данные о том, что в естественных усло-
виях биопленки образуются чаще всего несколькими 
видами бактерий, а не одним [21]. Ввиду этого имеет 
большую фундаментальную и практическую значи-
мость изучение, прежде всего именно таких биопле-
нок, чем экспериментальные исследования струк-
тур, образованных одним видом микроорганизмов.  
В текущий период времени особый интерес представ-
ляют следующие проблемы: 1) видовой состав био-
пленки; 2) изучение бактериальных клеток разных 
видов бактерий, присутствующих в биопленке, в том 
числе роль клеток персисторов (а также дормантов, 
некультивируемых форм, которые могут составлять 
до 1% клеток в биопленке); 3) темпы роста клеток 
различных видов микробов в биопленке; 4) тип вза-
имоотношений между клетками разных видов бак-
терий (конкуренция, кооперация и т.д.), доминирова-
ние одних видов бактерий над другими в биопленке,  
а также факторы, чем это может быть обусловлено.

В настоящей статье представлены данные, получен-
ные нами при исследовании формирования смешан-
ных биопленок возбудителями сапронозов (Y. pseudo-
tuberculosis) и зоонозов (S. Enteritidis).

Материалы и методы
В работе использованы штаммы из коллекции 

ФГБНУ НИИЭМ имени Г.П. Сомова: Y. pseudotuber-
culosis 696 серотип 1b (изолирован из свежей капусты 

в Приморском крае РФ), 2517 серотип 03 (Mollaret, 
Франция), и S. Enteritidis S-118 (изолирован от боль-
ного в Приморском крае). Бактерии сохраняли при 
температуре -20°С. Для исследования предваритель-
но Y. pseudotuberculosis высевали на среду 67 [11],  
а S. Enteritidis – на среду Эндо. Через 1‒2 сут роста 
изолированные колонии пересевали на свежий ско-
шенный питательный агар (рН 7,2‒7,3). Образцы 
культивировали при температуре 20‒22˚С. 

Выявление моно- и смешанных биопленок микро-
организмов проводили, используя спектрофотоме-
трический метод [16]. Исходная концентрация бакте-
рий была 0,05 oE/мл при 600 нм. Бактерии вносили 
по 200 мкл в лунки 96-луночного планшета, затем 
инкубировали систему при температуре 20‒22˚C в те-
чение 3‒6 сут. После инкубации из лунок удаляли не-
прикрепившиеся клетки, трижды промывали лунки 
0,85% NaCl и окрашивали биопленки 0,5% кристал-
лическим фиолетовым (СV) в течение 20 мин при 
комнатной температуре. Краситель удаляли из лунок, 
и несвязавшийся СV отмывали водопроводной водой. 
Планшеты высушивали на воздухе, в каждую лунку 
добавляли по 200 мкл 2% уксусной кислоты в 95% эта-
ноле и определяли оптическую плотность при 600 нм.  
Все эксперименты проводили в 4-кратной повтор-
ности. При статистической обработке использовали 
программу MS Excel 2010.

Проводили пробоподготовку для ПЦР и выделе-
ние ДНК. При этом исходную дозу бактерий перед 
исследованиями определяли по стандарту мутности. 
Для контроля результатов использовали раздельно 
культуры Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis в LB 
бульоне (рН 7,2‒7,3), посеянные с изолированных 
колоний на питательном агаре. В опыты взята смесь 
культур Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis. Все про-
бы культивировали при 37°С в течение 1‒2 сут. Бу-
льон кипятили в течение 5 минут при 100°С. Клетки 
из бульона осаждали с помощью центрифугирова-
ния в микропробирках при 3000 об/мин в течение 
5 минут. Супернатант переносили в новую микро-
пробирку и использовали в качестве образца в ПЦР.

Для полимеразной цепной реакции взяты специ-
фические праймеры на видоспецифические гены cnf 
для Y. pseudotuberculosis [9] и invA для S. Enteritidis 
[24]. Последовательности праймеров были следу-
ющими: cnfY 1F GTTGCAAACTTTCCGTCCCCA, 
cnfY 2R ACGGCGAACTTGATAATTGCTT, invA-
1 CAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT, invA-2 
AGACGACTGGTACTGATCGATAAT.

Реакцию выполняли в объеме 25 мкл с исполь-
зованием набора ScreenMix-HS (евроген, Россия).  
В каждую пробирку добавляли: образец ДНК 1 мкл, 
праймеры по 1 мкл каждого, 5×реакционный буфер 
5 мкл, вода до общего объема смеси 25 мкл. Прово-
дили ПЦР в амплификаторе «Терцик» (ООО «ДНК-
Технология», Россия). Программа состояла из сле-
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дующих этапов: 1 цикл 94°С 5 мин, 30 циклов 94°С 
1 мин, 55°С 1 мин, 72°С 1 мин и 1 цикл 72°С 5 мин. 
Электрофорез продуктов ПЦР вели в 1% агарозном 
геле (Serva Electrophoresis GmbH, ФРГ) и в трисбо-
ратном буфере. Гели окрашивали в бромистом эти-
дии и фотографировали в УФ-свете в системе гель-
документирования Bio-Rad XR (Bio-Rad Laboratories 
Inc., США). В качестве маркера молекулярного веса 
использовали PCR Markers (Promega Corp., США).

Результаты и обсуждение
При изучении динамики формирования биопленки 

монокультурами Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis,  
а также смешанными культурами на абиотической по-
верхности установлен рост показателей за период 3‒6 
сут. наблюдения (табл. 1; рис. 1). В табл 1 приведены 
количественные показатели формирования биопле-
нок Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis при инкубации  
в течение 3 и 6 суток при температуре 20–22˚С. 

Таблица 1 
Биопленки Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis

№ 
п/n Моно- и смешанные культуры бактерий

А600

3 суток 6 суток

1. Y. pseudotuberculosis 0,574±0,086 0,625±0,089

2. S. Еnteritidis 1,617±0,171 1,779±0,180

3. Y. pseudotuberculosis + S. Еnteritidis 1,572±0,124 1,790±0,169

Как видно из табл.1, монокультуры Y. pseudotuber-
culosis, S. Enteritidis и смешанные культуры этих ми-
кроорганизмов формировали биопленки. Отмечался 
рост показателей биопленкообразования в течении 
всего срока исследований. Однако следует отметить, 
что к 6 сут в одинаковых условиях рост биопленки 
Y. pseudotuberculosis по сравнению с S. Enteritidis за-
медлялся более чем в три раза. Количество биоплен-
ки, образованной смешанными культурами, соответ-
ствует количеству биопленки S. Enteritidis. Можно 
предположить, что данные условия более благопри-
ятны для роста S. Enteritidis.

 
 1                    2                    3

Рис.1. Планшет с окрашенными лунками. Инкубация при 20–22˚С 
в течение 6 суток.

1 – Y. pseudotuberculosis, 2 – Y. pseudotuberculosis + S. Enteritidis, 
3 – S. Enteritidis

 Нами также установлена возможность использо-
вания ПЦР при анализе бактерий в разных объектах 
в биопленках и вне их (рис. 2). С помощью ПЦР 
определено, что Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis 
давали специфическую реакцию в виде полосы 
ДНК требуемого размера, что указывает на наличие 

клеток данных микроорганизмов в смешанной био-
пленке и соответствующих контролях для каждого 
по отдельности микроорганизма (рис. 2).

Рис. 2. Электрофорез ДНК Y. pseudotuberculosis (штамм 696 1b)  
и S. Enteritidis (штамм S-118) в динамике 3 и 6 сут культивирования.

1,2 – контроли: исходные культуры Y. pseudotuberculosis  
и S. Enteritidis; 3, 5 – Y. pseudotuberculosis 3 и 6 сутки;  
4, 6 – S. Enteritidis 3 и 6 сутки. М – маркер мол. массы

Таким образом, результаты, полученные с помо-
щью разных методов исследования при температуре 
20‒22˚С и 37˚C в течение 3‒6 сут, позволяют сделать 
вывод о том, что Y. pseudotuberculosis и S. Enteritidis, 
возбудители сапронозов и зоонозов, способны в этих 
условиях и периоды времени формировать смешан-
ные биопленки.

В условиях смешанной биопленки помимо кон-
куренции за питательные вещества необходимо 
учитывать, прежде всего, нетрофические факторы, 
например, такие как температуру, pH среды и т.д. 
При изменении какого-либо параметра полученные 
результаты могут значительно отличаться от резуль-
татов, полученных в данной работе.

Однако в дальнейшем для количественного опреде-
ления ДНК в смешанных биопленках при разных усло-
виях сред культивирования микроорганизмов требуется 
продолжение изучения этого явления с помощью ПЦР  
в реальном времени или цифровой ПЦР. Полученные 
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новые результаты откроют возможность выявить в дина-
мике доминирование в системе одного из исследованных 
видов микроорганизмов cемейства Enterobacteriaceae 
(Y. pseudotuberculosis или S. Enteritidis).
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