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В последние годы в связи с резким обострением 
проблемы возрастания антибиотикорезистентности 
циркулирующих в природе штаммов возбудителей 
многих заболеваний бактериальной природы вновь 
возрастает интерес к применению в медицинской 
практике альтернативных подходов, основанных на 
принципах фаготерапии. Это относится и к инфек-
циям, вызываемым бактериями рода Yersinia. Для 
отработки схем и методов лечения этих заболева-
ний с помощью специфических бактериофагов не-
обходимо проведение исследований, направленных 
на изучение механизмов взаимодействия в системе 
«фаг–прокариоцит» с использованием микробиоло-
гических, молекулярно-генетических, биохимиче-
ских и иных методов. 

Целью данной работы являлось электронно-
микроскопическое исследование взаимодействия 
бактерий Y. pseudotuberculosis и Y. pestis со специфи-
ческими бактериофагами в условиях in vitro. 

 В работе использовали бактерии Y. pseu­
dotuberculosis, штамм 1b (кат. № 474) и Y. pestis, 
штамм EV, а также бактериофаги диагностические 
псевдотуберкулезный и чумной Покровской, полу-
ченные из коллекции ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб». 
Бактериальные культуры выращивали на плотной 

питательной среде на основе питательного агара 
«Биотехновация» (БТН-агар, Россия) в течение 1 сут 
при температуре 37 и 27 °С для Y. pseudo tu ber culosis и 
Y. pestis соответственно. Инкубацию микробных кле-
ток и соответствующего бактериофага в соотношении 
1:100 проводили при температуре 37 °С в течение 5, 
20, 40, 60 и 180 мин, фиксировали в течение 1 ч при 
комнатной температуре 2,5 % раствором глутарового 
альдегида («Serva», Германия). Исследуемые препа-
раты наносили на медные сеточки (200 меш), покры-
тые углеродной пленкой-подложкой, сорбировали 
2 мин, проводили негативное контрастирование 2 % 
уранилацетатом. Снимки получали на электронном 
микроскопе JEM-2100 («Jeol», Япония) при ускоряю-
щем напряжении 160 кВ. Фотографирование прово-
дили CCD с помощью камеры Keen View («Olympus», 
Германия).

Как показали результаты просвечивающей элек-
тронной микроскопии, частица обоих фагов состоит 
из головки (икосаэдрического капсида) гексагональ-
ной формы на плоскости, размеры которой варьиру-
ют от 40 до 60 нм в диаметре, и короткого отростка 
длиной до 15 нм. Головка псевдотуберкулезной фаго-
вой частицы имела немного вытянутую форму вдоль 
центральной оси (рис. 1, а). Размеры фагов псевдоту-
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беркулезного и Покровской оказались следующими: 
диаметр головки вдоль центральной оси (52,3±2,2) и 
(50,3±1,8) нм, ширина – (50,2±0,9) и (50,2±1,3) нм, 
длина отростка – (13,0±1,2) и (10,4±1,0) нм. По при-
нятой классификации [4] оба фага можно отнести к 
семейству Podoviridae, морфотип С1, к которому от-
носятся большинство чумных литических бактерио-
фагов, в том числе, как было показано ранее, и фаг 
Покровской [5].

В течение первых 5 мин инкубации бактериаль-
ной культуры Y. pseudotuberculosis, инфицированной 
специфическим фагом, уже наблюдалась адсорбция 
фаговых частиц на поверхности бактериальных кле-
ток (рис. 1, б). Большая часть фагов к этому времени 
еще находится в межклеточном пространстве. На по-
верхности бактерий фаги располагались неравномер-
но и были представлены как небольшими группами, 
так и одиночными частицами. Большинство микроб-
ных клеток в этот период не имело видимых измене-
ний, наблюдалось продолжение их роста и процес-
сов деления. Инфицированные бактерии в большей 
степени проявляли склонность к формированию 
слоя внеклеточного матрикса, призванного защитить 
клетки от воздействия агрессивных факторов среды 

[2]. По-видимому, это можно считать проявлением 
адаптивной реакции на адсорбцию фаговых частиц. 
Клетки, не атакованные фагами, защитного слоя не 
имели, либо он был выражен в меньшей степени. У 
единичных бактерий после 5 мин инкубации с фагом 
уже наблюдались локальные разрывы в оболочке, но 
клетки еще не разрушались полностью и не теряли 
своей формы. 

После 20 мин инкубации инфицированной 
культуры Y. pseudotuberculosis в межклеточном про-
странстве встречались только отдельные фаговые 
частицы, на большинстве микробных клеток наблю-
дались адсорбированные фаги, расположенные от-
носительно равномерно по поверхности бактерий. 
При этом головки фагов были окутаны достаточно 
плотным слоем матрикса и имели вид наростов или 
шишек на клеточной оболочке (рис. 1, в). Не исклю-
чено, что многие из них представляют собой уже вто-
ричные фаги, которые при выходе из клеток несли 
на себе часть цитоплазматического коллоида и имели 
вид ватных комочков. На созревание к этому време-
ни урожая вторичных фагов указывает и тот факт, 
что среди микробных клеток выявлялось некоторое 
количество мертвых особей, отличающихся значи-

Электронно-микроскопическая картина ди-
намики взаимодействия клеток Y. pseudotu­
berculosis 1b со специфическим бактериофа-
гом: 
а – неадгезированные фаговые частицы; б–е – ин-
кубация в течение 5, 20, 40, 60 и 180 мин соответ-
ственно
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тельно меньшей электронной плотностью. Меньшая 
плотность таких бактерий определяется тем, что они 
представлены почти исключительно клеточной обо-
лочкой, т.к. основная масса их содержимого «вы-
плеснулась» при выходе зрелых фаговых частиц.

При продолжении инкубации бактериальной 
культуры с фагом в течение 40 мин процессы, от-
меченные на предыдущем этапе опыта, становились 
более выраженными. В частности, наблюдалось 
значительно большее количество мертвых клеток и 
бактерий с измененной морфологией (рис. 1, г). В то 
же время снизилось относительное количество ми-
кробов с адсорбированными фаговыми частицами, 
уменьшилось и среднее количество фагов, приходя-
щихся на одну клетку. Это отчасти связано с тем, что 
фаговые частицы становятся менее различимы в свя-
зи с их большей экранировкой обволакивающим вне-
клеточным матриксом. В этот период отмечено также 
появление переживающих (персистирующих) форм 
бактерий, формирование которых является одним 
из проявлений защитной реакции микробной куль-
туры на воздействие неблагоприятных факторов [1, 
3]. Переживающие клетки отличаются сферической 
формой, меньшими размерами и более прочной обо-
лочкой. Такие формы менее доступны в отношении 
адсорбции фагов и более устойчивы к воздействию 
их литических ферментов.

После 60 мин инкубации Y. pseudotuberculosis 
со специфическим бактериофагом в культуре наблю-
дались только отдельные живые микробные клетки; 
чаще они были покрыты адсорбированными фаго-
выми частицами, имеющими вид наростов или ши-
шек на теле бактерии, редкие из них были защищены 
толстым слоем внеклеточного матрикса. Основная 
масса клеток имела искаженную морфологическую 
форму и различные повреждения оболочки, из кото-
рых «выплескивалось» содержимое микробов. В них 
часто можно было различить и сформированные фа-
говые частицы (рис. 1, д). 

Через 3 ч инкубации в культуре Y. pseudotuber­
culosis наблюдали только мертвые, электронно-
прозрачные клетки (рис. 1, е). Единичные жизнеспо-
собные особи были представлены, в основном, пере-
живающей формой бактерий. 

Для инфицированной фагом Покровской куль-
туры штамма EV Y. pestis характерно некоторое за-
паздывание динамики эффектов взаимодействия 
по сравнению с культурой Y. pseudotuberculosis, за-
раженной специфическим бактериофагом. К 60-й 
минуте инкубации регистрируемые различия были 
выражены в меньшей степени. В этот период стали 
явно заметны морфологические изменения клеток, 
разрывы их оболочек и выброс содержимого вместе 
со зрелыми фаговыми частицами. Отличительной 
чертой динамики взаимодействия культуры штамма 
EV с фагом было и то, что до 60-й минуты наблю-
дения включительно отмечено нарастание количе-
ства фаговых частиц на микробных клетках. К 3 ч 

инкубации в культуре наблюдались только мертвые 
бактерии, однако на некоторых клетках можно было 
наблюдать относительно большое количество рав-
номерно расположенных фагов. Появления пере-
живающих форм микробов не зафиксировано. На 
протяжении всего опыта для микробных клеток 
штамма EV было характерно менее выраженное об-
разование защитного слизистого слоя, в связи с чем 
фаговые частицы были менее экранированы и луч-
ше выявлялись на поверхности бактерий вплоть до 
конца срока наблюдения. 

Таким образом, электронно-микроскопически 
оценена динамика морфологических изменений бак-
терий рода Yersinia под действием специфических фа-
гов. Показано, что в использованных условиях опыта 
скорость нарастания деструктивных изменений ниже 
в инфицировавнной культуре Y. pes tis по сравнению с 
Y. pseudotuberculosis, в которой через 40 мин совмест-
ной инкубации с псевдотуберкулезным фагом от-
мечали появление персистирующих форм бактерий. 
Данного явления в суспензии клеток штамма EV, за-
раженной фагом Покровской, не отмечали.
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