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Адгезия представляет собой универсаль-
ный многостадийный и многокомпонентный 
процесс, обеспечивающий колонизацию бак-
териями любых плотных субстратов, включая 
ткани человека и млекопитающих [1 – 3]. При 
воздействии неблагоприятных факторов окру-
жающей среды на бактерии и на макроорга-
низм происходят изменения в характере адге-
зии микробных клеток к слизистым оболочкам 
и покровным тканям хозяина. Следовательно, 
по показателям адгезии бактерий к эукарио-
тическим клеткам можно судить об экологиче-
ском состоянии среды обитания макро- и ми-
кроорганизмов. Поэтому в настоящее время 
большое внимание исследователей уделяется 
изучению механизмов прикрепления микроб-
ных клеток к клеткам макроорганизма как in 
vitro, так и in vivo [4 – 7]. Ввиду идентично-
сти гликофорина эритроцитов и гликокалик-
са эпителиоцитов при изучении адгезивных 
свойств бактерий наиболее часто используют-
ся методы, в которых в качестве субстрата ад-
гезии применяются эритроциты [8 – 11]. Ав-
торами статьи разработан фотоколориметри-
ческий метод определения бактериофиксиру-
ющей активности эритроцитов, хорошо заре-
комендовавший себя при изучении адгезии 
микробных штаммов различного происхожде-
ния на эритроцитах млекопитающих [12, 13].  
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В то же время для визуализации процесса вза-
имодействия эритроцитов с бактериями необ-
ходимо было использовать микроскопию.

Анализ литературы свидетельствует о том, 
что в последние годы в клинической и лабора-
торной практике используются методы, осно-
ванные на современных технологиях, которые 
дают возможность в сжатые сроки устанавли-
вать неблагоприятное воздействие различных 
факторов на организм. Одним из таких мето-
дов является гемосканирование – метод ис-
следования крови, позволяющий оценивать 
функциональное состояние и структуру фор-
менных и патологических элементов крови,  
а также её плазмы [14].

При гемосканировании капля капилляр-
ной крови исследуется под большим увеличе-
нием светового микроскопа (1000-1500 раз). 
При этом изображение передаётся через ви-
деокамеру на монитор и может сохраняться 
на электронных носителях. Данных об ис-
пользовании гемосканирования для изуче-
ния механизмов адгезии бактерий на эри-
троцитах в доступной нам литературе не об-
наружено.

Цель настоящей работы состояла в моди-
фикации метода гемосканирования для визу-
ализации процесса адгезии бактерий на по-
верхности эритроцитов.
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Материалы и методы исследований

В работе использовали вакцинный штамм 
Yersinia pestis EV НИИЭГ, полученный из 
ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны РФ», пробиоти-
ческий штамм Lactobacillus casei DN-114001, 
предоставленный ОАО «Агровет», а также му-
зейный штамм Staphylococcus epidermidis из 
коллекции кафедры морфологии и микробио-
логии Вятской ГСХА.

Культивирование штамма Y. pestis осу-
ществляли на агаризованном гидролизате 
рыбной муки (ГРМ-агаре рН 7,2) при тем-
пературе (28±1) °С в течение 24 часов. Му-
зейный штамм S. epidermidis выращивали на 
ГРМ-агаре (рН 7,2) при температуре 37±1 °С 
в течение 24 часов. Для культивирования 
клеток L. casei DN-114001 применяли среду 
Мозера-Рогоза-Шарпа (MRS), выращива-
ние осуществляли в анаэробных условиях при 
температуре 37±1 °С в течение 24 часов. Вы-
ращенные микробные культуры суспензиро-
вали в стерильном 0,9% растворе хлорида на-
трия (рН 7,2).

Для получения суспензии эритроцитов ис-
пользовали венозную кровь человека 0(I) Rh+ 
группы крови. В качестве антикоагулянта при-
меняли 3,8% раствор цитрата натрия (1:10). 
Не позднее 24 ч после взятия крови эритроци-
ты трижды отмывали десятикратным объёмом 
0,9% раствора хлорида натрия путём центри-
фугирования при 1000 об./мин в течение 5 мин  
и ресуспензировали в этом же растворе.

Микроскопию объектов проводили, поль-
зуясь световым микроскопом «Миктрон-
400М» (ООО «Петролазер», г. С.-Петербург), 
оснащённым цифровой видеокамерой.

Для витального (прижизненного) окра-
шивания микробных клеток в суспензию бак-
терий добавляли малоядовитые красители (ме-
тиленовый синий, нейтральный красный, кон-
го красный) в соотношении 1:1000. После это-
го микробную суспензию инкубировали при 
37±1 °С в течение 30 минут.

При оценке адгезии фотоколориметриче-
ским методом [12] вычисляли показатель адге-
зии (ПА). Статистическую обработку получен-
ных результатов проводили при помощи ком-
пьютерной программы «Biostat» версии 4.03.

Результаты и их обсуждение

Предлагаемая нами модификация метода 
гемосканирования заключалась в том, что в ка-
плю крови или суспензию эритроцитов челове-
ка вносили исследуемую микробную культуру 
и готовили микроскопический препарат «раз-
давленная капля», который изучали под све-
товым микроскопом (ув. ×1000), оценивая ад-
гезию бактерий к красным кровяным клеткам.

При проведении экспериментов на пред-
метном стекле смешивали по 1 капле суспен-
зии эритроцитов в концентрации 0,1×1012 

клеток/л и суспензии бактерий в концентра-
ции 1,0×1012 клеток/л. Препараты накрывали 
покровным стеклом, выдерживали при темпе-
ратуре 37±1 °С в течение 30 мин и подвергали 
световой микроскопии.

В поле зрения наблюдали бактерии Y. pe-
stis, прикрепившиеся к эритроцитам (рис. 1 А).
 В то же время клетки S. epidermidis (рис. 1 Б) 
находились в межэритроцитарном простран-
стве и не фиксировались на поверхности эри-
троцитов.

Рис. 1. Микроскопическая картина при гемосканировании суспензии, содержащей
эритроциты человека с клетками Y. pestis EV НИИЭГ (А) и S. epidermidis (Б). ×1000.

1 – эритроциты; 2 – микробные клетки
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Для лучшей визуализации процесса свя-
зывания эритроцитами бактерий последние 
предварительно окрашивали. При выборе кра-
сителя соблюдали два условия: во-первых, что-
бы микробы хорошо были видны при микро-
скопировании, а во-вторых, чтобы испытуе-
мый краситель не влиял на процесс прикре-
пления бактерий к эритроцитам. Из трёх ис-
пытанных красителей (метиленовый синий, 
нейтраль-рот, конго красный) наилучшие по-
казатели в данном отношении проявил мети-
леновый синий. Микробные клетки Y. pestis, 
S. epidermidis и L. casei, обработанные дан-
ным красителем, были чётко видны в ходе ми-
кроскопирования (рис. 2). Бактерии Y. рestis 
и L. casei проявляли выраженную способность 
прикрепляться к эритроцитам человека. 

Данные световой микроскопии были под-
тверждены нами при оценке адгезии с помо-
щью фотоколориметрического метода (табл.). 
Для культур Y. рestis EV НИИЭГ и L. casei 
DN-114001 были характерны достаточно вы-
сокие значения ПА. В то же время музейный 
штамм S. epidermidis практически не проявил 
адгезивной активности.

С помощью модифицированного метода 
гемосканирования удалось выявить ряд за-
кономерностей взаимодействия эритроцитов 
с изучаемыми штаммами бактерий. Клетки 
S. epidermidis практически не фиксировались 
к эритроцитам, в то же время бактерии Y. рestis 
и L. casei обладали высокой адгезивной актив-

ностью в отношении эритроцитов. Кроме того, 
при микроскопии проб с бактериями Y. рestis 
было обнаружено, что, как только микробная 
клетка фиксируется на эритроците, она ста-
новится неподвижной. Если фиксированной 
микробной клетки касается другая бактерия, 
она прикрепляется к ней и также теряет под-
вижность. В результате данного процесса на 
некоторых эритроцитах формировались кон-
гломераты из 5-10 бактерий.

Преимущество модифицированного ме-
тода гемосканирования перед другими мето-
дами оценки адгезии микроорганизмов бак-
териальной природы на модели эритроцитов 
заключается в том, что для его использования 
необходимы минимальные объёмы крови, ко-
торые можно получить из капилляра пальца 
человека или из хвостовой вены эксперимен-
тальных животных. В отличие от традицион-
ных методик исследования адгезивного про-
цесса [8], при использовании которых готовят-
ся фиксированные микропрепараты, метод ге-
москанирования позволяет оценивать взаимо-
действие эритроцитов с микробными клетка-
ми «в живую», а результаты исследований со-
храняются на электронных носителях и анали-
зируются в дальнейшей работе. Модифициро-
ванный метод гемосканирования использова-
ли для визуализации процесса фиксации бак-
терий на эритроцитах после оценки их взаи-
модействия с помощью фотоколориметрии, 
 а также в ходе скрининговых исследований 
адгезии микроорганизмов бактериальной при-
роды, находящихся как в вегетативном, так и 
в споровом состоянии, к эритроцитам млеко-
питающих [13].

заключение

Таким образом, для визуализации про-
цесса адгезии бактерий на эритроцитах нами 
осуществлена модификация метода гемоска-

А Б В

Рис. 2. Микроскопическая картина при гемосканировании суспензии, содержащей эритроциты 
человека и окрашенные метиленовым синим бактерии Y. рestis EV НИИЭГ (А), S. epidermidis (Б)

и L. casei DN-114001 (В). ×1000. 1 – эритроциты; 2 – микробные клетки

Таблица
Результаты оценки уровня адгезии бактерий

на эритроцитах человека
фотоколориметрическим методом (M±m; n=5)

Микробная культура
Показатель адгезии, 

%
Y. рestis EV НИИЭГ 77,41±5,29

L. casei DN-114001 55,25±4,17
S. epidermidis 2,61±1,46
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нирования, которая заключается в следую-
щем. В каплю крови или суспензию эритро-
цитов вносят изучаемые микробные клетки, 
после инкубации проб при (37±1) °С в тече-
ние 30 мин готовят микропрепарат «раздав-
ленная капля» и осуществляют его микро-
скопию в иммерсионной системе микроскопа 
(ув. ×1000), оценивая уровень адгезии бакте-
рий к красным кровяным клеткам. Для луч-
шей визуализации процесса адгезии приме-
няют витальную окраску микробных клеток 
метиленовым синим. Метод прост в исполне-
нии, не требует больших объёмов крови и мо-
жет использоваться как самостоятельно, так 
и наряду с другими методами в комплексном 
исследовании механизмов адгезии бактерий 
на эритроцитах. При этом возможность оцен-
ки взаимодействия микроорганизмов с эри-
троцитами, находящимися непосредственно 
в крови, приближает условия эксперимента 
к условиям in vivo.
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