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Фагоцитоз у свободноживущих протистов 
представляет собой базовый механизм, как и у 
фагоцитирующих клеток человека, а условия 
внутри пищеварительной вакуоли простейших 
подобны условиям внутри фагосомы макро-
фагов [1]–[3]. Устойчивость внутриклеточных 
патогенов к  перевариванию со стороны гете-
ротрофных протистов может способствовать 
их сохранению в природных очагах инфекции 
[4]. Доказано, что взаимодействия между па-
тогенами и амебами участвуют в поддержании 
вирулентности бактерий [5], [6]. Изучение взаи-
модействия свободноживущих амеб и патогенов 
человека важно для раскрытия механизмов про-
никновения бактерий в человеческий организм 
и преодоления эффекта киллинга со стороны 
фагоцитов.

 Целью наших исследований стало изуче-
ние взаимодействия свободноживущих амеб A. 
castellanii и патогенных бактерий S. enterica 
serovar Typhimurium, разработка оптималь-
ной модели взаимодействия Salmonella-Acan-
thamoeba.

Материалы и методы
Штамм S. enterica serovar Typhimurium 

14028S, любезно предоставленный к.б.н. Н. Е. 
Гоголевой (Казанский институт биохимии и 
биофизики КазНЦ РАН), – факультативный вну-
триклеточный патоген, вызывающий гастроэн-
териты у людей и домашних животных. Геном 
данного штамма полностью секвенирован [7].

Культура гетеротрофных простейших A. 
castellanii Neff (ATCC® 30010™) – предста-
витель свободноживущих амеб, обитающих в 
почвах, водоемах, а также морских экосисте-
мах, где они являются консументами бактерий 
[8]. Данный  штамм является аксенической 
культурой.

Для культивирования амеб использовали 
среду PYG (20 г/л пептона, 1 г/л дрожжевого 
экстракта, 18 г/л глюкозы, 1 г/л цитрат натрия, 
0.4 мМ CaCl2, 4 мМ MgSO4, 2.5 мМ Na2HPO4, 
2.5 мМ KH2PO4, 50 нM Fe(NH4)2(SO4)2).

Для удаления внеклеточных сальмонелл, 
а также остатков среды, использовали цен-
трифугирование при 900 об/мин с буферным 
раствором PAS (0.4 мМ CaCl2, 4 мМ MgSO4, 
2.5 мМ Na2HPO4, 2.5 мМ KH2PO4, 50 нM 
Fe(NH4)2(SO4)2). 

Инфицирование амеб проводилось по 
методике Douesnard-Malo [9] с модификация-
ми. Десятичасовая культура S. enterica serovar 
Typhimurium 14028S выращена на среде LB. 
Отмытые клетки бактерий помещали в суспен-
зию амеб, сокультивировали в течение 1 часа, 
внеклеточные бактерии удаляли трехкратным 
центрифугированием с буфером PAS. В процес-
се фагоцитоза  контролировалась численность 
жизнеспособных бактерий путем высева на 
плотную среду. Жизнеспособность амеб оцени-
вали с использованием автоматического счетчи-
ка клеток NucleoCounter NC-200 (Chemometec), 
а также с помощью световой микроскопии. Про-
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цесс фагоцитоза и количество поглощенных 
клеток оценивали флуоресцентной микроско-
пией с использованием витальных красителей 
LiveDead (Thermo Fisher). Статистическая зна-
чимость определялась с использованием непа-
раметрического критерия Манна-Уитни [10]. 

Исследования проведены на базе Центра 
коллективного пользования научным оборудо-
ванием «Персистенция микроорганизмов».

Результаты исследований
В исследованиях была оценена динамика 

численности сальмонелл (рис. 1) и амеб, расту-
щих при различной концентрации питательных 
веществ в среде. В результате было выявлено, 
что при инокуляции сальмонелл в среды 1/10 
PYG (PYG:PAS = 1:10) и 1/5 PYG (PYG:PAS 

= 1:5) в первые 2 часа происходит адаптация 
клеток к новой среде, после чего наблюдает-
ся резкое возрастание численности сальмо-
нелл. В свою очередь, при инкубировании на 

фосфатно-солевом буфере (PAS) КОЕ сальмо-
нелл в течение первых суток значительно не 
увеличивается.

Для амеб наблюдается схожая картина ди-
намики численности жизнеспособных клеток. 
В первые часы эксперимента клетки амеб, по-
мещенные в среду PAS, сохраняют свою жизне-
способность и численность, морфология клеток  
не претерпевает изменений. Инцистирование 
происходит только на 3-5 сутки. 

Большая часть сальмонелл поглощается 
клетками амеб в первые минуты сокультиви-
рования, после чего количество поглощенных 
клеток медленно растет. После 1 часа сокуль-
тивирования наблюдается максимум погло-
щенных клеток. В дальнейшем, через 2 часа  
наблюдается рост популяции внеклеточно ло-
кализованных сальмонелл в среде, содержа-
щей PYG. В среде PAS плотность популяции 
сальмонелл остается на  уровне, зафиксиро-
ванном на старте эксперимента. Установлено, 

Таблица 1 – Определение жизнеспособности амеб после 2 часов совместного культивирования клетками 
сальмонелл при различной исходной плотности сальмонелл. Жизнеспособность амеб определяли с помощью 

автоматического счетчика клеток NucleoCounter NC-200 (Chemometec)

Соотношение клеток 
амеб:сальмонелл

Количество
жизнеспособных амеб, в %

log10 КОЕ/мл 
внутриклеточно 
локализованных 

сальмонелл

log10 КОЕ/мл сальмонелл 
в супернатанте

1:0 (Контроль) 87,43±3,68 - -
1:10 82,27±1,78 3,36 -

1:100 81,9±5,45 4,56 -
1:1000 88,57±4,36 5,72 4,66

1:10000 86,3±1,89 6,75 5,66

Рисунок 1 – Динамика численности сальмонелл при росте на питательных средах 
с различным содержанием органического углерода при 25°С. Ось абсцисс – 

количество сальмонелл, ось ординат – время инкубации

Микробные симбиозы в экосистемах



49ВЕСТНИК ОРЕНБУРГСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО УНИВЕРСИТЕТА 2017 № 9 (209)

что в первые часы сокультивирования гибель 
амеб под воздействием сальмонелл не наблю-
дается. Цитотоксическое действие сальмонелл 
на амебы начиналось приблизительно с 8 часа 
сокультивирования и через 16 часов достигало 
максимума, в среде культивирования наблюда-
лось множество амебных цист.

Для  определения исходного оптимально-
го соотношения клеток амеб и сальмонелл в 
среде была оценена жизнеспособность амеб  
после 2 часов сокультивирования с различным 
исходным титром  сальмонелл при заражении 
(таблица 1).

Жизнеспособность амеб оценивали с помо-
щью автоматического счетчика NucleoCounter 
NC-200, а также микроскопически с использо-
ванием  витальных красителей. Концентрацию 
внутриклеточно локализованных сальмонелл 
определяли после троекратного центрифуги-
рования, с последующим лизисом амеб с по-
мощью 1% раствора додецилсульфата натрия, 
и высевом серийных разведений на МПА. Так-
же высевали супернатант после третьего цен-
трифугирования для определения остаточного 
количества сальмонелл, находящихся в среде. 
В результате было выявлено, что при количе-
ственном соотношении клеток амеб и саль-
монелл, превышающем 1 к 100, невозможно 
полностью избавится от сальмонелл, находя-
щихся в среде даже после 4 и 5 центрифугиро-
вания. По-видимому, данный эффект связан с 
тем, что при многократных центрифугирова-
ниях часть амеб лизируется, и сальмонеллы 
выходят в среду.

Заключение
Для изучения взаимодействия патогенных 

сальмонелл и свободноживущих амеб мы ис-
пользовали среду, лишенную источников угле-
рода. В результате бактерии в данной среде ак-
тивно не размножались, и можно было оценить 
влияние внутриклеточно локализованных саль-
монелл на жизнеспособность амеб. Установле-

но, что в первые часы  сокультивирования более 
85% амеб сохраняют свою жизнеспособность. 
Отсроченный цитотоксический эффект [11], 
по-видимому связан с адаптацией сальмонелл 
к изменившимся условиям окружающей сре-
ды, и последующей репликацией устойчивых 
к фагоцитозу клеток сальмонелл внутри амеб 
[12], [13]. 

Результатом проведенных нами исследо-
ваний стала разработка оптимальной модели 
сокультивирования аксеничной культуры амеб 
A. castellanii Neff с вирулентным штаммом 
сальмонеллы S. enterica serovar Typhimurium 
14028s, характеризующейся следующими по-
казателями:

1) наблюдается стабильная численность 
сальмонелл и амеб в течение эксперимента;

2) сохраняется численность жизнеспособ-
ных амеб, а также способность амеб к фаго-
цитозу; 

3) достигается достаточное количество вну-
триклеточно локализованных  для проведения 
транскриптомного  анализа  сальмонелл, при 
этом количество внеклеточных бактерий не 
вносит значительной погрешности.

Таким образом, мы рекомендуем следую-
щие параметры сокультивирования S. enterica 
serovar Typhimurium 14028s с культурой амеб 
A. castellanii Neff:

1) Среда для культивирования должна со-
держать минимум органического углерода, что 
позволяет лимитировать количество внеклеточ-
ных бактерий [14];

2) Удаление внеклеточно локализованных 
сальмонелл следует проводить после 1 часа со-
культивирования, так как за это время проис-
ходит максимальное количество поглощенных 
клеток сальмонелл;

3) Соотношение амеб к сальмонеллам не 
должно превышать 1 к 100, в таком случае на-
блюдается максимальное количество внутри-
клеточно локализованных сальмонелл.
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