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Введение. Впервые глубинный метод выращивания патогенных бактерий был апробирован Н.Е. Ле-

бедевым (1950). Автор доказал возможность культивирования бактерий семейства Enterobacteriaceae в ре-
акторах с применением принудительной аэрации растущей культуры и ее перемешивания [12, 18]. 

Использование метода глубинного культивирования явилось революционным достижением в биоло-
гии. Метод дал возможность наращивать большое количество биомассы за короткий промежуток времени и 
тем самым поставил производство биопрепаратов на промышленные рельсы [12, 14, 15, 16]. 

В условиях производства выращивание патогенов, как правило, осуществляется в жидкой питатель-
ной среде в реакторах с использованием периодического способа культивирования. Динамику роста бакте-
рий и их размножение при периодическом культивировании подразделяют на несколько фаз: лаг-фазу, ло-
гарифмического роста, фазу стационарного роста и гибели бактерий [1, 4, 5]. 

Известно, что количество жизнеспособных клеток при периодическом культивировании не остается 
постоянным, а значительно варьирует в зависимости от фаз роста и длительности выращивания. 

В лаг-фазе число клеток остается постоянным ввиду отсутствия клеточного деления, которое начина-
ется в первой половине фазы логарифмического роста. Для большинства бактерий длительность этой фа-
зы, как впрочем, и других фаз, составляет примерно четыре часа. Состояние бактериальных клеток позво-
ляет оценивать эту фазу как период приспособления, адаптации бактерий к питательной среде. Продолжи-
тельность этого периода зависит от возраста засеваемой культуры, количества посевного материала, со-
става среды, условий культивирования [3, 5]. 

Логарифмическая или экспоненциальная фаза характеризуется максимальной скоростью деления 
клеток. Продолжительность генерации в этой фазе различна для разных видов бактерий. Например, для 
сальмонелл она равна 20-30 минут, кишечной палочки - 15-17 минут, стафилококков - 25-35 минут, туберку-
лезной палочки - 19-20 часов. 

Стационарная фаза характеризуется постоянством концентрации микробных клеток в среде, что объ-
ясняется равновесием скорости размножения и отмирания бактерий [16, 17]. 

В фазе гибели бактерий число погибших микроорганизмов нарастает в связи с истощением питатель-
ной среды, накоплением продуктов метаболизма, что ведет к потере способности к размножению и росту 
клеток [12, 18]. 

При периодическом культивировании в экспоненциальной фазе роста микроорганизмам присуще 
нормальное функциональное состояние. Однако в этой фазе культуры менее устойчивы к воздействию раз-
личных факторов: повышенной температуре, изменению рН, ионизирующему облучению и др. [5]. 

В стационарной фазе происходит истощение питательной среды, накопление продуктов метаболиз-
ма, что вызывает остановку роста, бактерии переходят в состояние покоя, снижается их физиологическая 
активность, утрачивается ряд ферментов, уменьшаются размеры и уплотняются оболочки клеток. Снижение 
физиологической активности бактерий сопровождается повышением их устойчивости к воздействию внеш-
них неблагоприятных факторов [5]. 

Глубинное культивирование, по сравнению со статистическим и поверхностным, ускоряет рост и раз-
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витие микроорганизмов, позволяет получать гомогенную культуру, клетки которой равномерно распределе-
ны в культуральной жидкости по объему ферментера и в каждый момент времени находится в одинаковых 
условиях. 

Культивирование бактерий в ферментерах – это их управляемое выращивание, т.е. лимитирование, 
ингибирование или стимулирование роста осуществляемое определенными воздействиями в известные 
моменты роста популяции. Без определения динамики роста, размножения и накопления микроорганизмов, 
в том числе и сальмонелл, при глубинном культивировании осуществлять их управляемое выращивание 
затруднительно [17, 18]. 

Литературные данные послужили поводом для проведения опытной работы, целью которой явилось 
определение динамики накопления сальмонелл при их глубинном культивировании, что имеет важное зна-
чение при необходимости целенаправленной корректировки этого процесса. 

Материалы и методы исследований. В опытной работе использовали производственные штаммы 
сальмонелл: S. dublin, S. choleraesuis, S. typhimurium, S. abortusovis, которые по биологическим свойствам 
соответствовали роду Salmonella. 

Для выращивания микроорганизмов использовали бульон Хоттингера, приготовленный из основного 
перевара Хоттингера. Перевар готовили из нетрадиционного сырья, являющегося продукцией птицепред-
приятий – куриных голов, которые пропускали через мясорубку и получали фарш. На 1 кг фарша добавляли 
1,5 литра дистиллированной воды, подогретой до температуры 40-420С, тщательно перемешивали и смесь 
подщелачивали химически чистым 10%-ным раствором натрия гидроокиси. На 1 литр смеси добавляли 150-
200 г очищенной от оболочек, измельченной на мясорубке железы крупного рогатого скота и 80 см3  химиче-
ски чистого хлороформа. После добавления ингредиентов смесь перемешивали и вели переваривание при 
температуре 40-420С в течение 4-5 суток. В процессе переваривания смесь перемешивали 3-4 раза в сутки и 
ежедневно корректировали pH в пределах 7,8-8,0 добавлением 10%-ного раствора натрия гидроокиси. По 
истечении срока переваривания фарш превращался в рыхлый сероватый осадок, над которым верхний 
слой жидкости имел соломенно-желтый цвет и являлся переваром Хоттингера. Из перевара готовили буль-
он Хоттингера по обществеизвестной методике. 

Культивирование сальмонелл осуществляли в реакторах, оснащенных механической мешалкой, 
снабженных подачей стерильного воздуха, терморегуляторами. Общий объем питательной среды в реакто-
ре составлял 150 литров. Для засева использовали выращенную в баллонах, адаптированную к питатель-
ной среде культуру сальмонелл из расчета 10-12 литров на реактор. Культуры в баллонах выращивали в 
течение 10 часов при 37-38°С, перемешивая через каждые два часа. Концентрация бактерий в среде соста-
вила для S. choleraesuis, S. dublin и S. typhimurium 2 млрд м.т./см3, а S. abortusovis - 1 млрд м.т./см3. 

Выживаемость сальмонелл в баллонных культурах характеризовалась следующими данными: S. 
choleraesuis - 74%, S. dublin - 72%, S. typhimurium - 79%, S. abortusovis - 60% от общего количества бактерий, 
выращенных в жидкой питательной среде. 

Каждый серотип сальмонелл культивировали в отдельном реакторе. Условия роста характеризова-
лись следующими показателями: температура - 37±0,5°С, рН - 7,4+0,2, скорость вращения механической 
мешалки – 120 об/мин., интенсивность аэрации – 500 см3 воздуха на 1 литр среды в 1 минуту. Концентрацию 
микробных клеток определяли с помощью стандарта мутности, ГИСК им. Л.А. Тарасевича, а жизнеспособ-
ность сальмонелл - путем титрования и высева культур на  мясо-пептонный агар в чашках Петри.  

Культуры сальмонелл, находящиеся в фазе логарифмического и стационарного роста, а также в фазе 
гибели, высевали на мясо-пептонный агар и высевы культивировали в течение 20 часов с последующим 
подсчетом S- и R-форм колоний, образовавшихся на поверхности среды. 

Тинкториально-морфологические свойства сальмонелл определяли путем микроскопии препаратов-
мазков, окрашенных по Граму. 

Результаты исследований. В результате 18-часового выращивания сальмонелл концентрация мик-
робных тел в 1 см3 составила для S. choleraesuis - 27 млрд, S. dublin – 23 млрд, S. typhimurium – 25 млрд, S. 
abortusоvis - 12 млрд. Повышение концентрации микробных тел зарегистрировано через 4 часа от начала 
выращивания сальмонелл в реакторах, т.е. продолжительность лаг-фазы не превышает 4 часов. Затем че-
рез 6, 8 и 10 часов с момента засева бактерий в реакторы их концентрация интенсивно нарастала. Так, че-
рез 6 часов количество микробных тел S. choleraesuis достигло 5 млрд/см3, 8 часов - 10 млрд/см3, 10 часов - 
20 млрд/см3, 12 часов - 25 млрд/см3, а к концу процесса культивирования - 27 млрд/см3. Примерно, такая же 
динамика нарастания концентрации микробных тел наблюдалась в отношении S. dublin и S. typhimurium, за 
исключением S. abortusovis. Рост этих сальмонелл был менее интенсивным, и их количество, спустя 6 часов 
от момента засева в реактор составило 5 млрд м.т., 8 часов - 7 млрд м.т, 10 часов - 10 млрд м.т., 12 часов – 
12 млрд м.т. в 1 см3, и до конца культивирования концентрация бактерий не увеличилась. 

В процессе глубинного культивирования было установлено, что изменяются размеры сальмонелл. 
Так, в лаг-фазе увеличиваются размеры клеток, а в логарифмической фазе бактерии приобретают исход-
ные размеры. В стационарной фазе роста клетки увеличиваются в длину, прекращается их деление. В фазе 
гибели появляются инволюционные формы бактерий, т.е. они приобретают форму кокков. 

Выживаемость сальмонелл характеризовалась следующими цифрами. В фазе логарифмического ро-
ста количество жизнеспособных бактерий S. choleraesuis составило 94%, S. dublin - 98%, S. typhimurium - 
95%, S. abortusovis - 97%, в фазе стационарного роста их выживаемость снизилась и составила - 85%, 87%, 
80% и 91%, соответственно, для каждого сероварианта сальмонелл. 

Следовательно, выживаемость сальмонелл в стационарной фазе роста снижается, что является сви-
детельством истощения питательных веществ в среде, накопления в ней продуктов метаболизма бактерий 
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и их гибели. Уровень концентрации сальмонелл до конца роста определяется общей массой как жизнеспо-
собных, так и погибших клеток. 

Сальмонеллы всех сероваров, высеянные на поверхность мясо-пептонного агара в фазе логарифми-
ческого роста, образуют в среднем 5% колоний в R-форме, в фазе стационарного роста – 10%, а в фазе ги-
бели – 25% колоний R-типа.  

Заключение. Глубинное культивирование сальмонелл представляет собой способ периодического 
выращивания микроорганизмов, который применяют при производстве биопрепаратов с целью получения 
бакмассы патогенов в промышленном масштабе. 

Концентрация жизнеспособных клеток сальмонелл при их глубинном выращивании достигает макси-
мума в фазе логарифмичекого роста, а затем в фазе стационарного роста их выживаемость снижается, что 
связано с истощением питательных веществ в среде и накоплением продуктов метаболизма, отрицательно 
влияющих на рост и размножение бактерий. 

Между накоплением жизнеспособных сальмонелл, их размером и диссоциацией бактерий наблюда-
ется прямая зависимость. Так, в фазе логарифмического роста бактерии приобретают размеры, характер-
ные для вида, в стационарной фазе – клетки увеличиваются в длину, появляются шарообразные, т.е. инво-
люционные, формы бактерий, количество которых в фазе гибели нарастает. 

При глубинном культивировании процесс диссоциации сальмонелл интенсифицируется по мере 
нарастания продолжительности их культивирования. 
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