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ВЛИЯНИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫХ ФАКТОРОВ НА 
СМЕШАННУЮ КУЛЬТУРУ ESCHERIСHIA COLI  
И STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS В УСЛОВИЯХ 
ПОВЫШЕННОГО ОСМОТИЧЕСКОГО ДАВЛЕНИЯ 

 

Комменсальные штаммы кишечника человека Escherichia coli K12 и кожи Staphylococcus 
epidermidis нередко встречаются в одних и тех же атипичных биотопах, где они могут выступать 
инфекционными агентами. Цель работы – изучение эффективности действия хлорамфеникола, це-
фтриаксона, пиобактериофага поливалентного и хлоргексидина на моновидовые и смешанные 
культуры условно-патогенных микроорганизмов E. coli К12 и S. еpidermidis на фоне 2%-ного NaCl. 
Показано, что эффект цефтриаксона и хлорамфеникола, с антибактериальными свойствами только 
в отношении E. coli, нивелировался в условиях повышенного осмотического давления в концен-
трациях 12‒200 мг/л в смешанной культуре. Для E. coli К12 отмечено снижение эффективности 
действия бактериофага при высоком осмотическом давлении, что является противоположным по 
отношению к S. еpidermidis. Что касается хлоргексидина, то в условиях 2%-ного NaCl его действие 
на E. coli K12 и S. epidermidis усиливалось в моновидовых и смешанных культурах. В целом, по-
вышение осмотического давления среды выступало синергистом ингибирования роста бактерий 
антибиотиками и бактериостатиком. 
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INFLUENCE OF ANTIBACTERIAL FACTORS ON THE MIXED 
CULTURE OF ESCHERISCHIA COLI  AND STAPHYLOCOCCUS 
EPIDERMIDIS  UNDER CONDITIONS OF INCREASED 
OSMOTIC PRESSURE 

 

Commensal strains of the human intestine Escherichia coli K12 and of the human skin Staphylococcus epi-
dermidis are often found in the same atypical biotopes, where they can act as infectious agents. The metabo-
lism of bacteria changes in polymicrobial associations and in the presence of increased osmotic pressure in 
biotopes, associated with a number of pathological conditions that may affect their sensit ivity to antibacterial 
factors of various nature. In this regard, the aim of the work was to study the effectiveness of chlorampheni-
col, ceftriaxone, polyvalent pyobacteriophage and chlorhexidine on single and mixed cultures of opportunistic 
microorganisms E. coli K12 and S. epidermidis at a background of 2% NaCl. It was shown that the effect of 
ceftriaxone, a broad-spectrum antibiotic, and chloramphenicol, with antibacterial properties only against E. 
coli, were leveled under conditions of increased osmotic pressure at concentrations of 12-200 mg/l in a mixed 
culture. For E. coli K12, a decrease in the effectiveness of the bacteriophage at high osmotic pressure was 
noted, which is the opposite in effect towards S. epidermidis. As for chlorhexidine, its effect on E. coli K12 
and S. epidermidis was enhanced in single and mixed cultures under conditions of 2% NaCl. In general, in 
most cases, an increase in the osmotic pressure of the medium acted as a synergist for inhibiting bacterial 
growth with antibiotics and bacteriostatic. 

Key words: mixed cultures; E. coli; S. epidermidis; antibiotics, bacteriophage; chlorhexidine; NaCl. 

 
Проблема лечения инфекционных заболеваний 

микробной этиологии и профилактики постхирур-

гических осложнений является актуальной в ста-

ционарах всего мира. Тем более, что нередко мик-

роорганизмы существуют в виде межвидовых со-

обществ. Так, комменсальный штамм Escherichia 

coli K12, наиболее распространенный факульта-

тивный анаэроб кишечника человека, а также 
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Staphylococcus epidermidis – комменсал кожи че-

ловека, нередко могут встречаться в одних и тех 

же атипичных биотопах, где они могут выступать 

инфекционными агентами: в мочеполовых путях 

(E. coli группы A – 12; S. epidermidis – 11.6%), в 

трофических язвах (E. coli – 6.4–14.3; S. epidermi-

dis – 28.2%), в ожоговых (E. coli – 6.3; S. epider-

midis – 4.4%), хирургических ранах (E. coli группы 

А – 20 изолятов; S. epidermidis – 2.2% ), на посто-

янных медицинских устройствах, таких как кате-

теры, импланты [Moet et al., 2007; Otto, 2009; 

DiMuzio et al., 2014; Chakraborty et al., 2015; Hino-

josa et al., 2016; Козлова и др., 2017; Assadian, 

Humphreys, Ousey, 2018; Méric et al., 2018; Oliveira 

et al., 2018; Szweda, Gorczyca, Tylingo, 2018]. 

С этих позиций использование антибиотиков с 

широким спектром действия при полимикробных 

инфекциях вполне оправдано. Однако примерно 

50% всех госпитальных инфекций в настоящее 

время вызываются резистентными к антибиотикам 

микроорганизмами [Фадеева и др., 2006], причем 

среди комменсальной группы E. coli и 

S. epidermidis все чаще выявляются случаи множе-

ственной устойчивости [Chakraborty et al., 2015; 

Козлова и др., 2017]. Поэтому использование 

наряду с антибиотиками поливалентных бакте-

риофагов или универсальных бактериостатиков, 

таких как хлоргексидин, для санации поверхност-

ных, глубоких гнойных ран, труднозаживающих 

трофических язв до сих пор не потеряло своей зна-

чимости [Schmidt et al., 2018]. 

В некоторых ситуациях, таких как ряд патоло-

гических состояний (сахарный диабет, ожирение, 

гипертензия, заболевания щитовидной железы и 

др. [Akbaş, Kilinç, 2018], физические нагрузки, 

жаркие климатические условия, инфекционные 

процессы могут протекать на фоне интенсивного 

потоотделения, в ходе которого концентрация Na+ 

и Cl- варьирует в пределах 10–90 мМ [Baker, 2019] 

и в близлежащих биотопах может достигать 12–21 

мМ [Hendricks et al., 2018]. Учитывая бактерицид-

ный характер действия высоких концентраций 

NaCl, а также разную устойчивость видов E. coli и 

S. epidermidis к высокому осмотическому давле-

нию можно предположить разницу в составе по-

лимикробного сообщества в этих условиях и, воз-

можно, в устойчивости к антимикробным препара-

там с разным механизмом действия. 

В связи с этим, целью данной работы было 

изучение эффективности действия хлорамфенико-

ла, цефтриаксона, пиобактериофага поливалентно-

го и хлоргексидина на моновидовые и смешанные 

культуры условно-патогенных микроорганизмов 

E. coli К12 и S. еpidermidis на фоне 2%-ного NaCl. 

Материалы и методы исследования 

В качестве объекта исследования использовали 

референтный штамм S. еpidermidis (ATCC 29887) 

и генно-инженерный штамм E. coli К12 TG1 

(pXen7) c полным lux-опероном светящейся бакте-

рии Photorhabdus luminescens [Данилов и др., 

2002].  

Культивирование бактерий проводили на жид-

кой богатой питательной среде Luria-Bertani (LB) 

(Sigma, США). В ряде вариантов конечная концен-

трация NaCl в среде была 2%.  

Ночные культуры S. еpidermidis и E. coli К12, 

выращенные на LB, разводили свежей питатель-

ной средой до концентрации бактерий 106 кл/мл. 

Планктонные моновидовые и смешанные культуры 

S. еpidermidis и E. coli К12 (соотношение 1:1) вно-

сили по 200 мкл в лунки плоскодонных полисти-

роловых планшетов (Медполимер, Россия) и вы-

ращивали в термостате при 37ºС в течение суток.  

Для оценки влияния антибактериальных препа-

ратов на моновидовые и смешанные культуры 

S. еpidermidis и E. coli К12 использовали хлорам-

феникол (1–200 мг/л) (Northeast pharmaceutical 

group Co., Китай), цефтриаксон (1–200 мг/л) (Син-

тез, Россия), пиобактериофаг поливалентный очи-

щенный (разведение в 10–800 раз) (Микроген, 

Россия), 0.05%-ный водный раствор хлоргексиди-

на биглюконата (разведение в 10–1500 раз) (Сама-

рамедпром, Россия). 

Интенсивность роста моновидовых культур 

оценивали через 24 ч. по оптической плотности 

при длине волны 600 нм (ОП 600) на микроплан-

шетном ридере Synergy H1 (BioTek, США). Влия-

ние антибактериальных препаратов на E. coli в 

смешанной культуре оценивали согласно уровню 

ингибирования биолюминесценции через 4 ч. 

культивирования по сравнению с соответствую-

щим контролем. Соотношение видов в культурах 

оценивали через 24 ч. путем высевов на селектив-

ные среды: для E. coli K12– LB агар c 100 мг/л 

ампициллина (учитывались светящиеся колонии, 

КОЕ/мл); для S. еpidermidis – LB c 3% NaCl (ко-

нечная концентрация). 

Повторность экспериментов трехкратная. Ста-

тистическая обработка проводилась с использова-

нием программы Excel: рассчитывали среднее 

арифметическое, стандартное отклонение, t-

критерий Стьюдента. 

Результаты и их обсуждение 

В результате проведенных исследований было 

показано, что в условиях повышенного осмотиче-

ского давления рост E. coli K12 ингибировался (p 

< 0.05), а S. epidermidis – нет (p = 0.26). Однако 

при действии 10–100 мг/л цефтриаксона на моно-

видовые культуры развитие обоих видов бактерий 

на фоне 2%-ного NaCl замедлялось (рис. 1, а). По-

добное ингибирующее действие отмечено у хло-

рамфеникола (1–100 мг/л) только для E. coli K12, 
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поскольку S. epidermidis обладал устойчивостью к 

данному антибиотику (рис. 1, б). Таким образом, 

действие осмотического фактора усиливало анти-

бактериальное действие антибиотика на моновидо-

вые культуры. 
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Рис. 1. Влияние цефтриаксона (а), хлорам-
феникола (б), бактериофага (в), хлоргексидина 
(г) на рост E. coli K12 и S. epidermidis в моно-

видовой культуре на фоне 2%-ного NaCl 

 

При действии поливалентного бактериофага 

отмечена его высокая активность в отношении 

E. coli К12, но на фоне 2%-ного NaCl эффектив-

ность действия данного препарата на оба вида 

снижалась при разведении в 10 раз (рис. 1, в). Что 

касается хлоргексидина, то в условиях повышен-

ного осмотического давления его действие на 

E. coli K12 и S. epidermidis усиливалось (рис. 1, г). 

Это связано с тем, что действие бактериостатика 

обусловлено его связыванием c фосфолипидами 

плазматической мембраны, что приводит к нару-

шению осмотического равновесия [Hidalgo, 

Dominguez, 2001], поэтому присутствие 2%-ного 

NaCl вносило дополнительный вклад в нарушение 

целостности клеток, вызывая гибель бактерий обо-

их видов.  

В составе смешанных культур действие выше-

указанных антибактериальных веществ на клетки 

E. coli K12 оценивалось по биолюминесценции, 

поскольку энергетическое обеспечение свечения 

бактерий тесно взаимосвязано с основными мета-

болическими путями [Пшеничнов, Масленникова, 

Никитина, 2003]. Присутствие S. epidermidis инги-

бировало обмен веществ E. coli, причем сильнее в 

среде с 2%-ным NaCl (63.2±16.0 против 33.8±12.9; 

р = 0.001) Однако степень ингибирования свечения 

E. coli К12 в составе смешанной культуре было 

меньше (79.3±6.6), чем в моновидовой (86.6±5.5) 

(р = 0.035) при действии 2% NaCl, что может сви-

детельствовать о том, что в полимикробной ассо-

циации с S. epidermidis вероятность выживания 

E. coli К12 увеличивается при повышении осмоти-

ческого давления окружающей среды. Вероятно, 

наличие в составе мембран стафилококков 8 видов 

протонных помп и 6 видов транспортных систем 

осмопротекторов [Rogers, Fey, Rupp, 2009] позво-

ляет обеспечивать защиту от NaCl не только соб-

ственных клеток, но и бактерий-ассоциантов. 

На рисунке 2 представлены данные действия 

антибактериальных препаратов на E. coli К12 в со-

ставе смешанной культуры. Показано, что эффект 

обоих антибиотиков (цефтриаксона с широким 

спектром действия, хлорамфеникола с антибакте-

риальными свойствами только в отношении 

E. coli) нивелировался в условиях повышенного 

осмотического давления в концентрациях 12–200 

мг/л. Подобного рода снижение восприимчивости 

к антибиотикам ранее отмечалось у моновидовых 

культур S. aureus, E. coli на фоне высокого содер-

жания NaCl в среде, связанное с индукцией защит-

ных белков стресса и снижением активности сай-

тов связывания клеточной стенки [McMahon et al., 

2007]. Вероятно, что данный механизм, также 

обеспечивает увеличение резистенстности E. coli 

K12 к актибиотикам и в условиях смешанного со-

общества. 
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Рис. 2. Влияние цефтриаксона (а), хлор-
амфеникола (б), бактериофага (в), хлор-

гексидина (г) на E. coli в составе смешанной 
культуры с S. epidermidis 

Бактерицидное действие хлоргексидина на 

клетки E. coli К12 не зависело от осмотического 

фона, за исключением вариантов с сильным разве-

дением препарата (больше 350 раз) (рис. 2, г). Ес-

ли оценивать суммарное воздействие антибактери-

ального препарата и 2%-ного NaCl, то дополни-

тельный бактерицидный эффект последнего явно 

проявлялся только при низких концентрациях хло-

рамфекола и хлоргексидина (частично данные экс-

перимента представлены на рис. 3). 

Что касается состава смешанной культуры, то 

при действии осмотического фактора выживае-

мость обоих видов снижалась (рис. 4). При дей-

ствии 200 мг/л цефтриаксона роста бактерий не 

было, при низкой (6 мг/л) – действие соли не ока-

зывало влияния на КОЕ/мл S. epidermidis. В отно-

шении действия хлорамфеникола показано, что в 

условиях смешанной культуры клетки E.  coli вы-

живали при 200 мг/л, в то время, как в моновидо-

вой культуре антибиотик в концентрации 100 мг/л 

полностью ингибировал рост данного вида. По-

добный эффект появления устойчивости к анти-

биотикам в смешанных культурах описан ранее 

для видов S. aureus и E. coli [Shahidi et al., 1969]. 

По всей видимости, комменсал кожи S. epidermidis 

в составе смешанной культуры также может спо-

собствовать появлению устойчивости к антибиоти-

кам у видов-ассоциантов. Механизмы подобной 

устойчивости могут быть связаны с инактивацией 

бактериями-ассоциантами антибиотиков, с изме-

нениями в экспрессии генов, вызванные метаболи-

тами и сигналами кворума, ингибированием цепи 

переноса электронов и c изменениями свойств кле-

точных мембран [Orazi, O’Toole, 2019]. Однако, 

присутствие осмотического фактора нивелировало 

появившуюся устойчивость E. coli к хлорамфени-

колу и оказывало бактерицидное действие, свиде-

тельствуя об изменении механизмов устойчивости 

бактериальных ассоциаций в данных условиях. 

 
Рис. 3. Суммарное влияние 2%-ного NaCl и 

антибактериального (АБ) препарата на E. coli 
K12 в составе смешанной культуры с 

S. epidermidis: 

1, 2, 3 –  цефтриаксон (6, 12, 50 мг/л);  4, 5, 6 – 
хлорамфеникол (6, 12, 50 мг/л); 7, 8, 9 – бакте-

риофаг (разведение в 6, 50, 200 раз); 10, 11, 12 – 
хлоргексидин (разведение в 100, 400, 700 раз) 

В отношении бактериофага выявлено, что его 

литическое действие вне зависимости от исходного 

количества проявлялость только на E. coli К12 в 

смешанной культуре со S. epidermidis. Данный эф-

фект выборочного лизиса бактериофагом видов 

бактерий в смешанной культуре связан с ранее 

описанным феноменом «Kill the winner», согласно 
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которому более успешно пролиферирующие виды 

в сообществе, в условиях нашего эксперимента 

E. coli K12, в большей степени подвергаются дав-

лению фаговой инфекции [Weinbauer, 2004]. 

 
Рис. 4. Жизнеспособность E. coli К12 и 

S. epidermidis в смешанной культуре при 
действии антибактериальных факторов: 

1 – контроль; 2, 3 – цефтриаксон (6, 200 мг/л); 4, 
5 – хлорамфеникол (6, 200 мг/л); 6, 7 – бактерио-

фаг (разведение в 200 и 10 раз); 8, 9 – хлор-
гексидин  (разведение в 400 и 10 раз) 

Кроме этого, если ранее для E. coli К12 отме-

чено снижение эффективности действия бакте-

риофага при высоком осмотическом давлении, со-

гласно данным высевов, у S. epidermidis данный 

эффект не обнаружен. Вероятно, тип взаимодей-

ствия бактериофагов с грамположительными бак-

териями (не исключающий формирование пор в 

клеточной стенке) [Moller, Lindsay, Read, 2019], 

частично объясняет усиление гибели S. epidermidis 

при повышенном осмотическом давлении среды.  

Что касается хлоргексидина, то его действие в 

составе смешанной культуры было аналогично мо-

новидовым культурам (рис. 4). При сильном раз-

ведении бактериостатика 2%-ный NaCl сильнее 

ингибировал выживаемость обоих видов бактерий. 

Заключение 

Существование бактериальных видов в составе 

сообщества неизменно сопровождается изменени-

ями в экспрессии генов и соотвественно в регуля-

ции метаболизма, необходимые для антагонисти-

ческих или мутуалистических форм взаимодей-

ствия членов ассоциации. В связи с этим механиз-

мы действия антибактериальных факторов различ-

ной природы могут модифицироваться и не прояв-

ляться в такой же степени, как в моновидовой 

культуре. Дополнительно к выше указанному, раз-

личные стрессорные факторы внешней среды, та-

кие как анормальные температуры, осмоляльность 

или кислотность среды, могут вносить коррективы 

реагирования бактериальных видов, а именно по-

явление устойчивости к антибактериальным аген-

там, обусловленные разными механизмами. В це-

лом, в большинстве случаев повышение осмотиче-

ского давления среды выступало синергистом ин-

гибирования роста бактерий антибиотиками и бак-

териостатиком. 

Исследование выполнено в рамках государ-

ственнного задания номер госрегистрации темы: 

01201353249. 
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