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Появляется необходимость в моделировании неких экологических процессов, реально возникающих в различных биотопах, 
и поэтапном исследовании формирования биопленок (БП) на твердых поверхностях (стекло и пластик). Для выполнения 
такого рода исследований наиболее доступными и достаточно информативными являются световая и люминесцентная 
микроскопии. В работе использовали штаммы V. сholerae О1 и О139 серогрупп с различными генетическими характе-
ристиками. БП формировали на покровных стеклах и/или пластиковых пластинках, которые помещали в вертикальном 
положении в специальное устройство во флаконы с водопроводной автоклавированной водой. Прижизненную визуализа-
цию стадий образования биопленки осуществляли с помощью люминесцентной микроскопии, окрашивая БП раствором 
акридинового оранжевого (АО). С помощью световой микроскопии изучали БП, окрашенные конго красным и фуксином. 
Световая и люминесцентная микроскопии позволяют исследовать БП в динамике на различных стадиях формирования, 
оценить состояние ее физиологической жизнедеятельности в количественном и качественном измерениях, проследить 
синтез экзополисахаридов у различных серогрупп вибрионов, что имеет значение в прогнозировании скорости возникно-
вения БП на абиотических объектах.
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Nowadays, necessity is shown up concerning modeling of certain ecological processes actually emerging in various biotops 
and hence step-by-step study of development of biofilms on solid surfaces (glass and plastic). To implement such kind of studies 
the light and luminescent microscopy are the most available and rather informative tools. The study used strains V.cholerae O1 
and O139 serogroups with different genetic characteristics. The biofilms were developed on cover glass and/or plastic plates 
which were placed in bottles with tap autoclave water in vertical position in special device. The lifetime visualization of stages 
of development of biofilm was implemented using luminescent microscopy by coloring biofilm with solution of acridine yellow. 
The biofilms colored with Congo read and fuchsine were analyzed using light microscopy. The light and luminescent microscopy 
permit investigating biofilms in dynamics at various stages of development, to evaluate condition of its physiological functioning 
in quantitative and qualitative dimensions and to trace synthesis of exopolysacсharides in different serogroups of vibrios that has 
significance in prognosis of velocity of occurrence of biofilms on abiotic objects.
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Любая твердая поверхность, погруженная в водную сре-
ду, покрывается слизистой биопленкой (БП), образованной 
колониями микроорганизмов, защищенных полисахаридным 
матриксом [1, 2]. Бактерии, находящиеся в составе БП, ста-
новятся менее доступными для действия различных внеш-
них факторов, включая антибиотики, пестициды, металлы 
и др. [3], что усугубляет развитие инфекционного процесса 
вследствие колонизации бактериями имплантатов, катете-
ров, другого медицинского оборудования, а также создает 
биокоррозию трубопроводов в системе коммуникаций. В по-
следние десятилетия нарастает поток сообщений о роли БП в 
природных процессах и распространении с их помощью воз-
будителей опасных инфекционных заболеваний [4].

Появляется информация о загрязнении вод Мирового океа-
на полиэтиленом и пластиковым мусором. В Атлантическом, 
Тихом, Индийском океанах находятся огромные «мусорные 
пятна» — мелкие, равномерно распределенные в воде, прак-
тически невидимые фрагменты, уменьшение которых посто-
янно происходит в природе и, достигнув размера в 5 мм, они 
вместе с пищей попадают в организм рыб и млекопитающих 
[5]. На пластиковом мусоре часто встречаются колонии бакте-
рий, относящихся к роду вибрионов, патогенные для рыб, ра-
кообразных, головоногих моллюсков, а также человека. Есть 
предположение, что они способствуют распространению мо-
рем инфекционных заболеваний [6], в том числе и холеры.

До настоящего времени недостаточно изучены факторы, 
раскрывающие микробиологическую составляющую пла-
стисферы, по-прежнему требуют изучения условия, влияю-
щие на образование БП на пластике, особенности форми-
рования ее матрикса и жизненного цикла. В связи с этим 
появляется необходимость в моделировании некоторых эко-
логических процессов, реально возникающих в различных 
биотопах и поэтапное исследование образования биополи-
мера в многообразных проявлениях внешних факторов. Для 
выполнения такого рода исследований наиболее доступными 
и достаточно информативными являются световая и люми-
несцентная микроскопии.

Цель исследования — моделирование БП холерными ви-
брионами на твердых поверхностях (стекло и пластик) и ви-
зуализация их в световом и люминесцентном микроскопах.

Материал и методы. В работе использовали штаммы V. 
сholerae О1 и О139 серогруппы, выделенные в разные го-
ды от людей и из внешней среды, эпидемически опасные 
с генотипами ctxab+tcpa+toxr+ и эпидемически неопасные 
с генотипом ctxab–tcpa–toxr +. Штаммы получены из му-
зея живых культур Ростовского-на-Дону противочумного 
института Роспотребнадзора. Моделирование БП и иссле-
дование способности холерных вибрионов к их формиро-
ванию проводили способом, описанным в наших предыду-
щих работах и подтвержденным патентом [7]. Для изуче-
ния процесса формирования биополимера использовали 
покровные стекла и/или пластинки, которые вырезали из 
пищевого пластика, размером 20 × 20 мм помещали по 9 
штук вертикально в специальное устройство во флаконы с 
водопроводной автоклавированной водой. Предварительно 
покровные стекла стерилизовали сухим жаром, а пластик 
обрабатывали 70% спиртом. Далее добавляли суспензии хо-
лерных вибрионов, приготовленные из 18-часовой агаровой 
культуры по отраслевому стандарту мутности ГИСК им. 
Л.А. Тарасевича (ОСО-42-25-59—86 П), в конечной кон-
центрации n·101—104 масса клеток на 1 мк. Эксперименты 
проводили при комнатной температуре. Процесс адгезии 
клеток к поверхности покровных стекол и формирования 
БП наблюдали в динамике. Для этого через определенные 
промежутки времени из каждого флакона стерильным пин-
цетом извлекали покровные стекла, трижды промывали их 
от не прикрепившихся вибрионов в забуференном фосфата-

ми физиологическом растворе (pbs) методом погружения 
и в вертикальном положении помещали на листы фильтро-
вальной бумаги для стекания с их поверхности оставшейся 
жидкости. После этого стекло прикладывали к поверхности 
агара Мартена (рН 7,7) и через 15 мин переворачивали на 
другую сторону (отпечатывали). В этот же фиксированный 
период делали высевы из планктонной культуры на пластин-
ки агара Мартена (рН 7,7). Жизнеспособность планктонной 
и биопленочной форм холерных вибрионов учитывали по 
наличию их роста на агаре Мартена после подращивания 
при 37°С в течение суток в колониеобразующих единицах 
(КОЕ/мл).

Прижизненную визуализацию стадий формирования БП 
осуществляли с помощью люминесцентной микроскопии, 
окрашивая ее раствором акридинового оранжевого (АО) в 
концентрации 20 мкг/мл. Окрашенные мазки просматривали 
под микроскопом Nikon Eclipse e 200 f с люминесцентным 
модулем при увеличении 10Ѕ100 в иммерсионной системе и 
фотографировали цифровой камерой Nikon Coolpix l 830.

С помощью световой микроскопии изучали БП от стадии 
адгезии вибрионов на поверхностях до появления матрикса, 
образованного экзополисахаридом. Для оценки стадий разви-
тия биополимера с помощью световой микроскопии использо-
вали метод, описанный Титовым Л.П. с соавтором [8] в нашей 
модификации. Окраску БП проводили следующим образом. 
Покровные стекла/пластик извлекали из флакона, отмыва-
ли, как описано выше, высушивали на воздухе, фиксировали  
30 мин в 96% этаноле, после удаления спирта смазывали про-
зрачным ацетонсодержащим лаком по краям и помещали на 
предметное стекло. Для окраски матрикса использовали 1% 
водный раствор Конго красного, который при этом связыва-
ется с целлюлозой матрикса. Окрашивали препарат в течение 
15 мин, промывали водопроводной водой и высушивали. Для 
визуализации вибрионов мазки докрашивали карболовым 
фуксином (10 мл насыщенного спиртового раствора фуксина, 
90 мл 5% карболовой кислоты) в течение 5—6 мин, повторно 
промывали и высушивали. При просмотре и фотографирова-
нии использовали упомянутый микроскоп с иммерсионной 
системой при увеличении 10Ѕ100 и ту же цифровую камеру. 
Наблюдения проводили один раз в сутки в течение одной не-
дели, затем раз в неделю и столько же в месяц. Общий срок 
наблюдения составлял два месяца. Работы с БП проводили со-
гласно СП 1.3.3118—13 «Безопасность работы с микроорга-
низмами I—II группы патогенности (опасности)».

Результаты и обсуждение. Моделирование в экспе-
рименте образования БП холерных вибрионов является 
важным аспектом изучения экологии этой бактерии. На-
блюдение за поэтапным формированием матрикса дает 
возможность оценить патогенный потенциал штаммов и 
их устойчивость к различным внешним воздействиям. Воз-
можность использования покровных стекол как поверх-
ностей, на которых формируется БП с дальнейшими ис-
следованиями в микроскопии ранее продемонстрирована 
с нативными препаратами при окрашивании акридиновым 
оранжевым (АО) [9]. Моделирование БП на пластике по-
требовало дополнительных экспериментов по подбору та-
кого полимерного материала, который был бы устойчив к 
обработке 70 % этанолом и ацетону. Этим требованиям от-
вечал пластик, используемый в пищевой промышленности. 
Для наблюдения методом световой микроскопии за 1—2-й 
стадиями образования БП достаточно окрашивания препа-
ратов простыми красками, например, фуксином или генциа-
новым фиолетовым. Адгезированные вибрионы окрашива-
ются в красный или синие цвета соответственно и пред-
стают на поверхности покровных стекол/пластике в виде 
отдельных клеток, цепочек и небольших скоплений (рис. 1, 
см. обложку). К 4—5-м суткам скопления клеток занимают 
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почти всю поверхность и по данным литературы [10] фор-
мируется матрикс — основной компонент БП. Экзополиса-
харидный матрикс хорошо воспринимает краситель Конго 
красный и при окрашивании приобретает розово-красный 
оттенок, интенсивнее субстанции БП проявляются на сте-
клянной поверхности, однако клетки холерных вибрионов 
этим красителем не окрашиваются. Для визуализации в БП, 
матриксе и бактериальных клетках мы использовали двой-
ное окрашивание. Начиная с 3-х суток пластинки окраши-
вали Конго красным, а затем воздействовали карболовым 
фуксином (см. рис. 1).

Установлено, что адгезия клеток холерных вибрионов 
как ctx-, так и ctx + штаммов происходит как к покровным 
стеклам, так и к пластику. К 6-м суткам во всех микро-
препаратах отмечаются группы клеток без четкой формы 
палочек, так как наслоенные друг на друга они образуют 
разного размера конгломераты, клетки окрашены в крас-
ный цвет, между которыми находится розовая субстанция. 
Такая окраска матрикса свидетельствует о наличии в его 
составе специфического белково-полисахаридного ком-
плекса. Так же в микропрепаратах присутствуют отдель-
но лежащие клетки четкой формы палочек красного цвета 
(рис. 2, см. обложку).

Наблюдения в световой микроскоп за формированием 
БП показали, что скорость их образования и структурная вы-
раженность в значительной степени зависят от вибрионов, 
взятых в эксперимент. Нетоксигенные штаммы формировали 
биополимеры несколько раньше, в окрашенных препаратах в 
большей степени присутствовали конгломераты клеток, вне-
дренные в матрикс. Данный факт подтверждали и результаты 
учета КОЕ в отпечатках на агаре Мартена.

Для оценки стадий развития биопленки с помощью 
люминесцентной микроскопии стекло или пластик после 
изъятия и промывания помещали на предметное стекло, а 
на нативный препарат наносили одну каплю АО в рабочем 
разведение 1:20 000, сверху накрывали покровным стеклом 
большего размера, чем экспериментальные (24 × 24) и про-
сматривали препараты в микроскопе под иммерсией (рис. 3, 
см. обложку).

Из рис. 3 следует, что при окраске АО клетки холерных 
вибрионов визуализировались и в течение первых четырех 
дней адгезировались на поверхности покровных стекол 
в виде отдельных клеток, их скоплений или цепочек, рас-
положенных в один слой разного размера. Определенную 
роль играет двигательная активность холерных вибрионов, 
клетки сохраняют подвижность на поверхностях и переме-
щаются, сближаясь друг с другом. Начиная с пятых суток 
исследования, клетки холерных вибрионов наслаивались 
друг на друга и образовывали многослойную/многомерную 
структуру, которая определялась при изменении положения 
микровинта. Четкие очертания клеток видны в каждом от-
дельном слое, тогда как в остальных они выглядели «раз-
мытыми». Клетки окружены аморфным веществом, окра-
шенным в мутно-оранжевые и мутно-зеленые цвета. Между 
скоплениями просматривались пустые места в виде доро-
жек. Изучая микропрепараты с помощью люминесцентной 
микроскопии в нативном состоянии, в динамике можно на-
блюдать за подвижностью клеток и сближением их друг с 
другом с дальнейшим формированием разных структур в 
виде скоплений клеток, конгломератов.

Результаты сопоставления исследований световой и лю-
минесцентной микроскопии дают возможность исследовать 
БП на различных стадиях формирования и оценить состоя-
ние ее физиологической жизнедеятельности в количествен-
ном и качественном измерениях. В I—II стадиях клетки 
холерных вибрионов обратимо прикрепляются к твердой 
поверхности, покрывая ее первичной пленкой, далее насту-

пает собственно микробная адгезия, когда микроорганизмы 
обратимо прикрепляются к твердой поверхности. На ней 
между молекулами и структурами действуют неспецифиче-
ские физико-химические силы [10]. Во всех нативных препа-
ратах на этих стадиях мы наблюдали подвижность клеток по 
поверхности. Что, по мнению исследователей, [11] является 
непременным условием для формирования БП. Подвижные 
клетки активно перемещаются по направлению к поверхно-
стям и окончательно удерживаются притягивающими сила-
ми, действующими вблизи поверхности [12]. Возможно, из-
за более агрессивного воздействия на БП при исследовании 
с помощью световой микроскопии количество адгезирован-
ных клеток в фиксированных микропрепаратах меньше. Это 
наблюдение подтверждается тем, что между фиксированны-
ми и нативными препаратами есть количественное различие. 
При исследовании люминесцентным методом к 5—6-м сут-
кам на покровных стеклах наблюдаются скопления из клеток 
с сохраненной подвижностью, а также скопления из слитых 
друг с другом клеток, между которыми находится аморфное 
вещество, окрашенное в мутно-оранжевые и мутно-зеленые 
цвета, такие структуры располагаются зонально по поверх-
ности, разного размера. К шестым суткам в фиксированных 
препаратах между клетками содержится вещество, окрашен-
ное в розовый цвет, скопления клеток разных размеров рас-
положены зонально по поверхностям. Описанная картина, 
согласно литературным данным, характеризует 3-ю стадию, 
состоящую из нескольких этапов и по времени занимающую 
от нескольких часов до пяти—шести суток [13—15]. Клет-
ки сохраняют способность к передвижению по поверхности 
стекла и формируют внеклеточный матрикс. Затем они склеи-
ваются друг с другом, образуя скопления разных размеров, 
расположенные в один слой. В этот период обратной адгезии 
клеток не происходит, этому свидетельствует уменьшение 
свободных мест на покровных стеклах. Клетки наслаиваются 
друг на друга, образуя объемные фигуры. В фиксированных 
мазках в световом микроскопе эти образования выглядят как 
конгломераты, между которыми просматривается метахро-
матическая окраска матрикса. Нативные исследования по-
зволяют при помощи микровинта увидеть многослойную/
многомерную структуру этих образований. Изменением по-
ложения микровинта можно фиксировать четкие очертания 
клеток в каждом отдельном слое и «размытые» в остальных. 
Клетки окружены аморфным веществом, окрашенным в 
мутно-оранжевые и мутно-зеленые цвета, представляющим 
матрикс, который состоит из полисахаридов, белков, липопо-
лисахаридов, гликопротеинов или полипептидов, которыми 
обеспечивается прочность связи бактериальными клетками 
с поверхностями благодаря увеличению числа точек контак-
та [16—18]. Между скоплениями просматриваются пустые 
места в виде дорожек. Аналогичное описание приводится в 
литературе как Iv стадия вторичных колонизаторов. Микро-
организмы прикрепляются к тем, которые уже сформировали 
БП, в этой же стадии формируются специфические структу-
ры — полости, каналы, выросты, поры [19].

Заключение. Световая и люминесцентная микроскопии 
дают возможность исследовать БП на различных стадиях 
формирования и оценить состояние ее физиологической 
жизнедеятельности в количественном и качественном из-
мерениях. Оперируя этими двумя методами можно оценить 
адгезивную активность вибрионов, способность к пленко- 
образованию, с которым связывают способность колони-
зации холерными вибрионами поверхностей [20], а также 
оценить синтез экзополисахаридов у различных серогрупп 
вибрионов, что имеет значение в прогнозировании скорости 
возникновения БП на абиотических объектах.

Исследование не имело спонсорской поддержки.
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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Рис. 2. Реакция на кислую фосфатазу в «волосатых клетках».
a — положительная реакция на кислую фосфатазу в «волосатых» клетках; б — тартрат резистентная окраска на кислую фосфатазу. Ув. 1000.

Рис. 3. Иммунофенотипирование костного мозга методом проточной цитометрии в ГБУЗ ДККБ г. Краснодар.

К ст. Мурашкиной О.Е. и соавт. К ст. Титовой С.В. и соавт.

Рис. 1. Костный мозг.
a — «волосатая» клетка с гладким краем цитоплазмы; б — «волосатые» клетки с фестончатым краем цитоплазмы. Окрашивание по Романовскому — 
Гимзе. Ув.1000.

Рис.1. Биопленки под световым микроскопом.
1 — V. El Tor 5879 на 1-е сутки (стекло); 2 — V. El Tor 55 на 2-е сутки (пластик); 3 — V. El Tor 19613 на 3-и сутки (пластик); 4 — V. El Tor 18904 на 4-е 
сутки (пластик); 5 — V. El Tor 5879 на 5-е сутки (стекло).
Окраска конго красным и фуксином (1—5-е сутки). Ув. 10 × 100.

Рис. 2. Биопленки под световым микроскопом.
1 — V. El Tor 5879 на 6-е сутки (стекло); 2 — V. El Tor 19613 на 6-е сутки (пластик); 3 — V. El Tor 55 на 7-е сутки (пластик); 4 — V. El Tor 5879 на 8-е 
сутки (пластик); 5 — V. El Tor 55 на 9-е сутки (стекло).
Окраска конго красным и фуксином (6—9-е сутки). Ув. 10 × 100.



К ст. Титовой С.В. и соавт.

Рис. 3. Биопленки под люминесцентным микроскопом.
1—3 — V. Еl Тor P-5392 на 1, 2, 3-и сутки; 4 — V. Еl Тor P-5392 на 4-е сутки; 5 — V. Еl Тor P-5392 на 5-е сутки; 6 — V. Еl Тor P-5392 на 7-е сутки; 7 —  
V. Еl Тor P-5392 на 14-е сутки; 8 — V. Еl Тor P-5392 на 30-е сутки; 9 — V. Еl Тor P-5392 на 60-е сут.
Окраска акридиновым оранжевым (1—60-е сутки). Ув. 10 × 100.

Уважаемые читатели!
На сайте Научной Электронной Библиотеки  

www.elibrary.ru можно подписаться на электронную версию  
нашего журнала и других журналов издательства «Медицина» на 2016 год.

Архив журналов Издательства «Медицина» 2012–2014 гг. 
находится в открытом (бесплатном) доступе на сайтах  

Научной электронной библиотеки www.elibrary.ru 
и Киберленинки www.cyberleninka.ru

Уважаемые авторы!

С 1 апреля начинается подписка на журнал
«Клиническая лабораторная диагностика»

на II полугодие 2016 г.
Индекс журнала для подписчиков – 71442

В каталоге агентства «Роспечать»


	238-241
	Титовой С.В.
	Титовой С.В.1_2
	Титовой С.В.




