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Приспособительная активность микроорганиз-
мов лежит в основе их изменчивости. Во многом эта 
способность определяет пластичность и слаженность 
обменных процессов, сложившихся в ходе эволю-
ции конкретного вида. Характерной особенностью 
псевдотуберкулезного микроба как факультативного 
паразита является способность обитать вне макро
организма в естественных биогеоценозах. 

Исследования физиологии псевдотуберкулез-
ного микроба носят весьма ограниченный характер. 
В лабораторных условиях имеется возможность ра
ботать на уровне относительно простой динамичной 
системы, в которой можно контролировать влияние 
условий культивирования на свойства мик робных 
популяций. Представлялось, в частности, интерес-
ным оценить влия ние температуры глубинного вы-
ращивания на функциональное состояние культур 
псевдотуберкулезного микроба от 10 °С (температу-
ра окружающей среды) до 37 °С (температуры тела 
теплокровных хозяев возбудителя).

Целью работы являлось сравнительное изуче-
ние влияния температуры культивирования на био-
логические и физикохимические свойства культур в 
динамике глубинного выращивания Yersinia pseudo
tuberculosis.

Материалы и методы 

В работе использовали спонтанный мутант 
штамма 164/84  Y. pseudotuberculosis, утративший 
плазмиду кальцийзависимости [6]. Культуру Y. pseu
dotuberculosis  выращивали в ферментере АК210 в 
жидкой питательной среде на основе ферментатив-
ного гидролизата мяса с содержанием Nам=160 мг% 
(рН 6,9–7,2) при температуре 10, 27 и 37 °С в течение 

120, 30 и 36 ч соответственно, при непрерывной аэра-
ции (0,2–0,3 объема воздуха на объем культуры в ми-
нуту) и механическом перемешивании (280 об·мин–1). 
Посевная доза составляла 0,5·109 м.к. в 1 мл питатель-
ной среды.  Титр липополисахарида (ЛПС) в микроб-
ной суспензии оценивали в реакции непрямой гемаг-
глютинации (РНГА) с эритроцитарным иммуноглобу-
линовым диагностикумом на основе поликлональных 
антител к ЛПС Y. pseudotuberculosis   лабораторного 
производства. С этой целью отобранные пробы куль-
туральной жидкости центрифугировали (15 мин при 
4000g), оса док клеток разводили 0,9 % раствором на-
трия хлорида до исходного объема и использовали 
для постановки РНГА. Определение оптической (ОК) 
и биологической концентраций (БК) проводили по 
общепринятым методикам. Процент живых клеток 
определяли по формуле:

Характеристику дыхания глубинных культур 
псевдотуберкулезного микроба осуществляли по 
ряду показателей:

 удельная эндогенная скорость потребления 
кислорода (Vуд.энд.) определялась по формуле:

где Vэнд. – удельная эндогенная скорость ды-
хания, в нмоль О2·млрд кл–1·мин–1; Vпр. – объем 
пробы, мл; БК – биологическая концентрация,  
млрд кл. мл–1; Vяч. – объем ячейки, мл;

 коэффициент стимуляции дыхания при окисле-
нии микробами экзогенной глюкозы (КСДгл.25), количе-
ственно характеризующий уровень энергизованности 
и способности клеток ее изменять при аккумуляции 
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субстрата. КСДгл.25 рассчитывался как отношение ско-
рости дыхания клеток после добавления в ячейку 
глюкозы (Vгл.) к предшествующей этой добавке эндо-
генной скорости дыхания (Vэнд.) [5].

Природу клеточной поверхности псевдотуберку-
лезного микроба изу чали с использованием электро-
оптического [2], литического методов [4], пу тем ана-
лиза жирных кислот (ЖК) методом газожидкостной 
хроматографии [3].

Результаты и обсуждение 

Лагфаза обычно характеризует адаптив ные воз-
можности микроорганизмов к изменению условий 
окружающей сре ды. Продолжительность лагфазы 
глубинного культивирования увеличивает ся при сни-
жении температуры выращивания и при температуре 
37 °С была приблизительно в 2 раза короче по срав-
нению с температурой 10 °С (табл. 1). Культура, вы-
ращенная при температуре 27 °С, по продолжитель-
ности лагфазы занимала промежуточное положение. 
Вероятно, указанное различие обусловлено возраста-
нием интенсивности процессов клеточного метаболиз
ма при повышении температуры культивирования, 
что, в целом, находит подтверждение при изучении 
дыхательной активности культур по показате лю 
КСДгл.25. Так, 10 °Сные культуры, в отличие от 27 и 
37 °Сных, начи нают активно утилизировать глюкозу 
лишь после 48 ч роста (табл. 2). Удельная эндогенная 
скорость потребления кислорода клетками также 
уве личивалась с повышением температуры выращи-
вания: при температуре культивирования 10 °С зна-

чение показателя Vуд.энд. составило 62,5; 27 °С  – 112,0 
и 37 °С – 148,0 нмоль О2·млрд кл–1·мин–1 (табл. 1).

Процент живых клеток сохраняется на достаточ-
но высоком уровне на протяжении всего цикла куль-
тивирования 10 °Сной культуры (120 ч), в от личие 
от культур, выращенных при температуре 27 °С и 
особенно при 37 °С. Наибольшее содержание ЛПС, 
в среднем, регистрировали в микробной сус пензии, 
полученной в условиях глубинного выращенной при 
температуре 37 °С (табл. 1).

Из представленных результатов (рис. 1) видно, 
что анизотропная поляризуе мость (АП) всех изу-
ченных культур носит циклический характер. При 
этом кривая АП для клеток, полученных при тем-
пературе культивирования 10 °С, менялась в широ-
ком диапазоне (от 145 до 512 отн. ед.); для клеток, 
выращен ных при 37 °С, изменения носили менее 
выраженный (от 1 до 64 отн. ед) ха рактер. АП кле-
ток, выращенных при температуре 27 °С, занимает 
промежуточное положе ние. Объяснением появления 
циклического развития клеточной популяции являет-
ся соответствие ее каждой волны (нарастание и спад 
сигнала) опреде ленному этапу биохимических про-
цессов и последовательной их смены. Ми нимум АП 
соответствует окончанию предыдущего процесса и 
старту сле дующего. Установлено, что циклический 
феномен АП определяется метабо лическими меха-
низмами, не связанными с делением клеток.

Линейное нарастание АП частично отражает 
повышение метаболиче ской активности клеток, ча-
стично – увеличение их размеров. Учитывая это об
стоятельство, можно сказать, что при пониженной 

Таблица 1

Динамика концентрации микробов Y. pseudotuberculosis и накопления ЛПС в культуральной жидкости  
при глубинном выращивании при разных температурах (n=4)

Темпе
ратура 

выра щи
вания 

культур, 
°С

Показатель,  
единица измерения

Значение показателя на … час культивирования

0 12 18 24 30 36 48 72 96 120

10 Содержание ЛПС 
в КЖ, АЕ

8…32 32…128 64…128 128…512 256…1024 512…2048 1024…2048 2048…4096 2048…4096 2048

Концентрация 
микробов (ОК), 
X±I95, млрд м.к.·мл–1

5,3±2,6 8,3±2,5 9,1±2,8 11,6±2,2 15,6±1,3 17,6±4,1 23,6±4,1 27,5±6,1 32,7±7,9 35,6±5,4

Количество живых 
микробов, % ±I95

29,2±6,7 27,1±7,5 32,1±7,6 29,3±4,8 33,1±6,8 30,1±6,2 30,4±9,6 33,2±6,5 36,2±9,4 32,4±4,8

27 Содержание ЛПС 
в КЖ, АЕ

8…32 32…128 128…256 512…2048 1024…2048 2048 - - - -

Концентрация  
микробов (ОК), 
X±I95, млрд м.к.·мл–1

4,2 ±1,2 30,2±6,3 40,1±7,3 40,4±8,2 65,3±8,8 66,3±9,4 - - - -

Количество живых 
микробов, % ±I95

25,2±6,4 32,5±7,1 43,3±8,3 40,2±7,9 30,4±6,3 66,3±9,4 - - - -

37 Содержание ЛПС 
в КЖ, АЕ

8…64 32…128 128…512 256..1024 512…2048 512…4096 2048…8192 - - -

Концентрация 
микробов (ОК), 
X±I95, млрд м.к.·мл–1

5,4 ±1,4 13,6 ±4,8 26,1 ±5,4 31,4 ±3,9 38,1 ±7,1 44,2 ±8,5 53,3 ±9,7 - - -

Количество живых 
микробов, % ±I95

25,2 ±7,7 28,9 ±12,0 25,7 ±12,2 17,9 ±5,8 14,2 ±2,7 11,52 ±1,3 2,7 ±0,9 - - -

Примечания: АЕ – величина, обратная титрам, антигена, по данным РНГА, «» – исследование не проводилось. 
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температуре бактерии Y. pseudotuberculosis имели вы-
тянутую (палочкообразную) форму, повышение тем-
пературы приводило к образованию коккообразных 
клеток. На завер шающей стадии накопления биомас-
сы размер клеток стремится к некоторой стационарной 
величине. Линейное увеличение АП прекращается. 
Биохими ческие процессы переходят в завершающую 
стадию, и их интенсивность ос лабевает. Последняя 
волна изменения АП отражает завершающую стадию 
процесса биосинтеза. Из представленных кривых вид-
но, что культуры, вы ращенные при температурах 10 и 
27 °С, возможно, не достигли стационар ной фазы.

Изменение АП на изучаемой частоте (500 кГц) 
обусловлено также и изменением электрических 
свойств внутриклеточного содержимого и зави сит 
от барьерных свойств мембран. Так, клетки, полу-
ченные при низкой тем пературе, обладают высокой 
электропроводностью цитоплазмы и низкой электро-
проводностью клеточной стенки. Это обусловлено 
низкой текучестью цитозоля, в результате чего низко-
молекулярные соединения не проходят через клеточ-
ную оболочку в межклеточное пространство, а вы-
сокомолекулярные образуют упорядоченные струк-
туры, которые также поляризуются под действием 

электрического поля. С повышением температуры 
культивирова ния до 37 °С текучесть компонентов 
клеток возрастает, упорядоченность структур бакте-
риальной стенки ослабевает, в клетках начинают пре-
обладать диффузионные процессы, и при возникно-
вении повреждений в оболочке низкомолекулярные 
соединения выходят в межклеточное пространство. 
Это приводит к уменьшению АП за счет снижения 
диэлектрической проницаемо сти клеточной оболоч-
ки и электропроводности цитоплазмы.

Изучение динамики глубинного выращивания 
Y. pseudotuberculosis литическим методом показа-
ло, что середина логарифмической фазы для 27 и 
37 °Сных культур приходится на 12–16 ч культи-
вирования, 10 °Сных куль тур – на 78–80 ч (рис. 2). 
27 °Сная культура достигает зрелости к 24–36 ч 
выращивания. К 36 ч роста у 37 °Сных культур ре-
гистрировалось сниже ние резистентности к доде-
цилсульфат натрию (ДСН), что, вероятно, связано с 
токсическим действием на клеточную стенку про-
дуктов обмена, накопив шихся к этому времени в сре-
де, и к 48 ч роста культура достигла фазы зрело сти. 
10 °Сная культура не достигает стационарной фазы 
развития даже че рез 120 ч выращивания.

Исследование ЖКсостава культур Y. pseudotu ber
culosis показало за кономерное изменение его состава 

Таблица 2

Параметры дыхательной активности культур Y. pseudotuberculosis,  
выращенных в жидкой питательной среде при разных температурах (X, n=3)

Температура  
выращивания 
культур, °С

Показатель окислительного метаболизма культур
Y. pseudotuberculosis, единица измерения

Значение показателя на … час культивирования

0 12 18 24 36 48 72 96 120

10 Удельная эндогенная скорость дыхания по БК (Vуд. энд.),  
нмоль О2/млрд кл.⋅мин

62,5 - - 8,0 - 5,2 3,7 4,2 3,0

Коэффициент стимуляции эндогенного дыхания глюкозой 
(КСДгл.25), отн. ед.

1,0 - - 1,0 - 2,5 1,8 6,0 7,3

27 Удельная эндогенная скорость дыхания по БК (Vуд. энд.),  
нмоль О2/млрд кл.⋅мин

112,6 69,3 40,9 32,7 10,3 - - - -

Коэффициент стимуляции эндогенного дыхания глюкозой 
(КСДгл.25), отн. ед.

4,5 3,2 4,6 5,2 4,2 - - - -

37 Удельная эндогенная скорость дыхания по БК (Vуд. энд.),  
нмоль О2/млрд кл.⋅мин

148,0 67,9 21,9 3,6 7,5 2,7 - - -

Коэффициент стимуляции эндогенного дыхания глюкозой 
(КСДгл.25), отн. ед.

2,0 1,0 1,0 2,0 3,0 1,0 - - -

Примечание . «» – исследование не проводилось. 

Рис. 2. Изменение показателя резистентности к ДСН (D50)  
бактерий Y. pseudotuberculosis, выращенных  

в жидкой питательной среде при разных температурах:
           ▲– 37 °C, × – 27 °С, ■ – 10 °C

Рис. 1. Изменение анизотропии поляризуемости бактерий 
Y. pseudotuberculosis, выращенных  

в жидкой питательной среде при разных температурах  
(частота электрического поля 500 мГц):

         ▲ – 37 °C, × – 27 °С, ■ – 10 °C
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в процессе глубинного выращивания (табл. 3). После 
12 ч роста для 27 и 37 °Сных и 36 ч для 10 °Сных 
культур отмечается снижение индекса ЖКпула (Iа), 
уменьшение содержания нена сыщенных ЖК (Кн), 
синтез и накопление циклопропановых кислот (Σ∇).

Как было установлено ранее, мембранные 
структуры клеток, находя щихся в стационарной фазе 
развития, характеризуются низкими значениями по-
казателей Iа, Кн и высоким содержанием циклопропа-
новых кислот [1, 3]. Исходя из этого, а также резуль-
татов, представленных в табл. 3, можно по лагать, что 
10 °Сные культуры Y. pseudotuberculosis через 120 ч 
выращивания еще находятся в логарифмической ста-
дии, 27 и 37 °Сные культуры вышли на стационар-
ную стадию развития к 36 и 48 ч культивирова ния 
соответственно. Тем не менее, пониженный индекс 
активности ЖКпула и повышенное содержание ци-
клопропановых жирных кислот у 27 °Сных культур 
по сравнению с 37 °Сными позволяет сделать за-
ключение о том, что мембранные структуры клеток, 
развивавшихся при температуре 27 °С, более сфор-
мированы и характеризуются как «зрелые».

Таким образом, установлено, что периодическое 
культивирование псев дотуберкулезного микроба при 
температуре 37 °С характеризуется быстрым раз-
витием популяции и быстрым ее отмиранием. Для 
роста возбудителя в ус ловиях низкой температуры 
характерны замедленная лагфаза, растянутая фаза 
экспоненциального роста, характеризующаяся вы-
соким процентом жи вых микробов. По характеру 
роста 27 °Сные культуры занимают промежу точное 
положение между 10 и 37 °Сными. Исследование 
бак терий, выращенных при температуре 10 °С, пока-
зало, что по показателям устойчивости к ДСН, эндо-
генной скорости дыхания, АП, ЖКсоставу куль тура 
к завершению процесса культивирования (120 ч) не 
вышла на ста ционарную фазу роста.
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Biological and physicalchemical properties of the pseudotuberculosis 
agent cultures were shown to be diverse in the process of submerged cultiva-
tion at various temperatures. The microbe cultivation at the increased tempera-
ture (37°C) was characterized by fast development and death of the popula-
tion. Decelerated lag phase and extended exponential phase were observed 
under the conditions of cultivation at low temperature. The culture grown at 
27 °C was found to get an intermediate position between those grown at 10 
and 37 °C.
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Таблица 3
Показатели жирно-кислотного состава клеток Y. pseudotuberculosis,  

выращенных в жидкой питательной среде при разных температурах (X, n=3)

Температура  
выращивания культур,  

°С
Показатель,  

единица измерения
Величина показателя на … час развития

0 12 24 36 48 72 96 120

10 Iа, усл.ед. 2,32 1,10 2,04 2,18 2,00 1,72 1,54 1,50
Σ∇, % 5,80 1,60 1,40 1,40 5,70 4,70 10,50 9,80
Кн,отн.ед. 1,72 1,12 2,04 2,19 1,71 1,63 1,35 1,20

27 Iа, усл.ед. 0,38 0,92 0,30 0,20 - - - -
Σ∇, % 20,20 9,00 23,40 18,00 - - - -
Кн, отн.ед. 0,20 0,81 0,34 0,31 - - - -

37 Iа, усл.ед. 0,45 0,75 0,18 - 0,32 - - -
Σ∇, % 0,21 11,7 13,7 - 12,1 - - -
Кн, отн.ед. 0,16 0,22 0,16 - 0,21 - - -

Примечания: Iа – индекс активности жирнокислотного пула, Σ∇ – сумма циклопропановых кислот, Кн  – коэффициент ненасыщенности.


