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Некультивируемыми называют такие формы 
микроорганизмов, которые в ответ на действие 
неблагоприятных факторов прекращают рост 
на питательных средах, но сохраняют жизне-
способность, а при улучшении условий куль-
тивирования возобновляют пролиферацию [3]. 
В настоящее время известно около 45 видов 
микроорганизмов, относящихся к 30 родам, у 
которых обнаружено некультивируемое состоя-
ние. Среди бактерий, для которых установлено 
некультивируемое состояние, есть возбудители 
таких грозных инфекций, как чума [4], холера 
[9]. Более 60% видов бактерий, образующих 
некультивируемые формы, являются грамотри-
цательными. Высказано предположение, что 
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температура от 0.5 до 7ºС является основным 
фактором, индуцирующим образование некуль-
тивируемых форм бактерий [10].

Переход бактерий в некультивируемое со-
стояние зависит не только от температуры куль-
тивирования, но и от вида микроорганизма, его 
физиологического состояния, сопутствующих 
факторов. Накоплен экспериментальный мате-
риал, демонстрирующий способность некуль-
тивируемых форм возобновлять рост в благо-
приятных условиях. Сообщается о влиянии ци-
токинов на реверсию некультивируемых форм 
[2]. Некультивируемые вирулентные штаммы 
сальмонелл реверсировали in vitro и in vivo в 
присутствии ФНО [2]. Широкое распростране-
ние некультивируемых форм в природе, спо-
собность патогенных и условно-патогенных 
бактерий переходить в некультивируемое со-
стояние, индукция некультивируемых форм ан-
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тибиотиками обусловливают социально-эконо-
мическое и санитарно-гигиеническое значение 
некультивируемых бактерий. Сведения о мор-
фологии некультивируемых форм патогенных 
бактерий практически отсутствуют.

Цель данного исследования — определить 
ультраструктуру жизнеспособных, но некуль-
тивируемых бактерий штамма 512 Y. pseudo-
tuberculosis, полученных из его вегетативной 
формы путём ингибирования канамицином.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использовался штамм 512 Y. pseudotu-
berculosis первого серовара из коллекции НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Г.П.Сомо-
ва, хранившийся в полужидком агаре Хоттин-
гера рН 7.2±0.1 под вазелиновым маслом при 
4-8ºС. Покоящаяся форма Y. pseudotuberculo-
sis была получена из культуры вегетативного 
штамма 512 путём воздействия антибиотика 
канамицина c большой ингибирующей спо-
собностью в концентрации 15×105 мкг/мл. На 
21-е сутки наблюдения из колоний ингибиро-
ванного штамма 512 Y. pseudotuberculosis бы-
ла приготовлена бактериальная суспензия для 
электронной микроскопии. В качестве контро-
ля исследована ультраструктура вегетативного 
штамма 512 Y. pseudotuberculosis до воздей-
ствия канамицина.  

Образцы бактерий для трансмиссионной 
электронной микроскопии отбирали путём цен-
трифугирования культуральных сред в течение 
20 мин при 1800 об/мин. Полученные бактери-
альные суспензии фиксировали при комнатной 
температуре (20-22ºС) в течение 1 ч фиксатором 
Ито, содержащим 1.25% параформальдегида, 

2.5% глутарового альдегида, 0.03% хлорида 
кальция и 0.03% пикриновой кислоты на 0.15 
М фосфатно-буферном растворе рН 7.3. Отмы-
тые от фиксатора суспензии дофиксировали 1% 
раствором OsO4 в течение 18 ч. Затем клетки 
обезвоживали в этаноле возрастающей кон-
центрации при 4ºС, проводили при комнат ной 
температуре через смесь абсолютного этанола 
с акриловой смолой LR white Resins (Sigma-
Aldrich) и заливали в чистую акриловую смо-
лу LR white Resins (Sigma-Aldrich).

Серийные ультратонкие срезы готовили 
на ультрамикротоме LKB-V, контрастировали 
насыщенным раствором уранилацетата на 8% 
забуференном формалине и дополнительно 
щелочным 0.02 М раствором цитрата свинца 
(Serva). Срезы толщиной ~80 нм просматрива-
ли в трансмиссионном электронном микроско-
пе JEM-100 S (JEOL) при ускоряющем напря-
жении 80 кВ. Микрофотосъёмку проводили на 
фотопластинки ПФП-01 Т (ОАО " Компания 
Славич"). Фотопластинки обрабатывали в проя-
вителе Д-19 в течение 1.5 мин при 20ºС и фик-
сировали в водном растворе тиосульфата на-
трия 20 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В контрольной культуре Y. pseudotuberculosis 
выявлены бактерии палочковидной и овоидной 
формы со слегка извилистой клеточной стенкой, 
с отчётливо выраженным периплазматическим 
пространством и зоной нуклеоида, содержа-
щего диспергированный хроматин (рис. 1, а). 
В некоторых клетках наблюдалось разрежение 
зоны нуклеоида, имевшего мелкопузырчатый 
вид (рис. 1, б).

Рис. 1. Ультраструктура вегетативных бактерий Y. pseudotuberculosis до воздействия канамицином. Трансмис-
сионная электронная микроскопия, ×15 000.
а — бактерии с центральной, отчётливо выраженной зоной нуклеоида и периферической зоной, насыщенной 
хромосомами; б — бактерии с разреженной зоной нуклеоида.

ИММУНОЛОГИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ
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В ингибированной канамицином культуре 
Y. pseudotuberculosis в подавляющем большин-
стве бактериальных клеток наблюдались вы-
раженные ультраструктурные изменения в зо-
не нуклеоида, которые являются проявлением 
апоптоза бактерий. Эти изменения характери-
зовались фрагментацией и конденсацией хро-
матина с образованием несвойственных вегета-

тивным клеткам электронно-плотных фибрилл 
и глыбок, а также более крупных конгломератов 
в цитоплазме бактерий (рис. 2, а, б). Электрон-
но-плотные конгломераты хроматина преиму-
щественно локализовались в периферической 
зоне бактериальных клеток. Вследствие разной 
степени повреждений нуклеоида в популяции 
бактерий Y. pseudotuberculosis, ингибированных 

Рис. 2. Ультраструктура покоящихся бактерий Y. pseudotuberculosis, полученных из их вегетативной формы при 
воздействии канамицином. Трансмиссионная электронная микроскопия, ×15 000 (а, б, г), ×10 000 (в).
а — электронно-плотные глыбки хроматина в зоне нуклеоида; б — апоптотические повреждения с фрагмента-
цией и конденсацией хроматина; в — электронно-плотные конгломераты с локализацией по периферии клеток; 
г — бактерии с тёмным и пустым цитозолем.
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канамицином, формировались клетки с тёмным 
и пустым цитозолем (рис. 2, в, г), кото рые были 
аналогичны клеточным формам, выявленным 
нами в статических бактериальных культурах 
при длительном хранении в условиях низкой 
температуры [7].

До 1990 гг. сообщений о программирован-
ной клеточной гибели бактерий (Progfammed 
Cell Death, PCD) было немного [1], но в по-
следние годы увеличилось количество доказа-
тельств апоптозоподобных процессов у бакте-
рий [12,14]. Показано [8], что клетки E. coli, 
обработанные повреждающими ДНК агента-
ми и антибиотиками, обладают несколькими 
харак теристиками, обычно связанными с апоп-
тозом, включая фрагментацию ДНК, конден-
сацию хромосом, внеклеточное воздействие 
фосфатидилсерина (PS) и деполяризацию мем-
браны [11]. В работе [13] также описана апоп-
тозоподобная гибель E. coli, которая характе-
ризуется воздействием фосфатидилсерина на 
внешний листок плазматической мембраны и 
конденсацией хромосом. Этими же исследова-
телями показано, что апоптозоподобная гибель 
инду цируется не только агентами, повреждаю-
щими ДНК, но и различными антибиотиками. 
По данным [11], прокариоты обладают необ-
ходимым биохимическим механизмом для об-
легчения своего собственного уничтожения в 
ситуациях, когда гибель клеток была вызвана 
функционально различными антибактериаль-
ными препаратами.

Возбудитель псевдотуберкулёза при дли-
тельном пребывании в нестерильной почве из-
меняется в сторону сапрофитизации, что под-
тверждает парадигму о том, что этот патоген 
приспособлен к сапрофитному образу жизни, 
и это является одной из фаз его существования 
в природе в некультивируемом состоянии [5]. 
Ранее нами показано, что ультраструктурными 
признаками Y. pseudotuberculosis в состоянии 
сапрофитизма является сконденсированный 
нуклеоид по сравнению с диспергированным 
его состоянием у вегетативного штамма [6].

Таким образом, нами установлены ультра-
структурные изменения бактерий Y. pseudotu-
berculosis, находящихся в покоящемся (дормант-
ном) состоянии, которые характеризуются кон-
денсацией и фрагментацией хромосомной ДНК, 
появлением в цитоплазме электронно-плотных 
фибрилл, глыбок и конгломератов. Наблюдае-
мая картина деградации хроматина с исчезно-
вением зоны нуклеоида и упаковками электрон-
но-плотного материала в периферичес кой зоне 
бактериальной клетки является проявлением 

преапоптоза и апоптоза у прокариот. В покоя-
щейся культуре Y. pseudotuberculosis идентифи-
цированы бактерии с тёмным или пустым ци-
тозолем при сохранении их клеточной стенки. 
На модели Y. pseudotuberculosis получены мор-
фологические доказательства того, что переход 
прокариот в покоящееся состояние осущест-
вляется посредством апоптоза бактерий. Мож-
но предположить наличие общих механизмов 
формирования апоптотических и дормантных 
форм патогенов. Полученные результаты име-
ют фундаментальное и прикладное значение 
для понимания механизмов существования па-
тогенов в разных условиях обитания, а также 
для идентификации возбудителей инфекцион-
ных болезней.
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