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Несмотря на глубокие биологические и гене-
тические исследования возбудителя холеры, многие 
свойства этого патогена остаются малоизученны-
ми. В частности, в настоящее время установлено, 
что популяция холерных вибрионов выделенных 
из различных сред обитания (от больных холерой, 
вибриононосителей, внешней среды) является ге-
терогенной [5, 6]. При изучении популяционного 
состава природных штаммов холерного вибриона 
классического биовара, выделенных на территории 
Пакистана и Индии в 1942–1969 гг. и хранящихся в 
Государственной коллекции патогенных бактерий 
института «Микроб», были выявлены штаммы, в по-
пуляции которых присутствовали как типичные мел-
кие прозрачные Т-колонии (от англ. translucent), так 
и формирующие атипичные опалесцирующие мут-
ные О-колонии (от англ. opaque). По данным ряда 
авторов [2, 7], изменение морфологии колоний таких 
штаммов коррелировало с изменением их признаков, 
в частности, они отличались по продукции ряда фак-
торов патогенности, вирулентности и персистенции.

Существование различий в морфологии коло-
ний могло быть связано с изменением биосинтеза 
поверхностных структур клетки, включая белки 
внешней мембраны, и экзополисахаридного слоя, 
обнаруженного у холерных вибрионов эльтор [4, 
9]. Более того, появление клонов с атипичной мор-
фологией могло быть следствием избирательной 
активности набора различных генов, в том числе и 
генов вирулентности [11].

В ранее проведенных исследованиях были обна-

ружены штаммы Vibrio cholerae классического био-
вара – Дакка 35, 9361 и B1307, популяции которых 
содержали колонии двух типов, отличающихся друг 
от друга не только по морфологии, продукции рас-
творимой гемагглютинин/протеазы, подвижности, но 
и по уровню синтеза холерного токсина. По данным 
реакции пассивного иммунного гемолиза (РПИГ), 
T-колонии указанных штаммов продуцировали хо-
лерный токсин (Тох+ фенотип), тогда как O-клоны 
не синтезировали этот белок (Тох– фенотип) [2]. 
Поскольку различия между колониями по четырем 
свойствам были наиболее выражены у штамма Дакка 
35 серогруппы O1 классического биовара, то именно 
этот штамм был выбран в качестве модельного для 
последующих экспериментов.

В связи с вышеизложенным, целью наших ис-
следований было изучение особенностей ультра-
структуры бактерий Vibrio cholerae Дакка 35 и об-
разуемых ими колоний методами трансмиссионной и 
сканирующей электронной микроскопии.

Материалы и методы

В качестве питательных сред использовали бу-
льон и агар Хоттингера (рН 7,2), LB-бульон и агар 
(рН 6,8). Бактерии токсигенного и нетоксигенного 
вариантов штамма Дакка 35 выращивали в течение 
суток при 37 °С. Трансмиссионную электронную 
микроскопию проводили, применяя следующие 
варианты исследований: метод ультратонких сре-
зов, негативного контрастирования, электронно-
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гистохимический метод, а также сканирующую элек-
тронную микроскопию [3]. Препараты просматрива-
ли в электронном микроскопе HU-12A и его скани-
рующей приставке HSE-2 («Hitachi», Япония).

Результаты и обсуждение

Для выявления особенностей клеточных струк-
тур, участвующих в изменении морфологии колоний 
в штаммах холерного вибриона, методом негативно-
го контрастирования была изучена поверхность кле-
ток и содержание в них поли-β-гидроксибутирата мо-
дельного штамма V. cholerae Дакка 35 классического 
биовара, имеющего в популяции Т- и О-клоны. При 
этом было установлено, что клетки Т- и О-клонов 
не содержали электронно-плотных гранул поли-β-
гидроксибутирата. В то же время при изучении двух 
фенотипически измененных вариантов V. cholerae 
Дакка 35 было выявлено, что на поверхности и меж-
ду клетками О-вариантов присутствует рыхлый слой, 
который отсутствует у Т-клонов (рис. 1).

Обнаруженный дополнительный слой был вы-
делен с поверхности двух фенотипически разных 
вариантов штамма V. cholerae Дакка 35, и при био-
химическом исследовании было установлено, что он 
имеет полисахаридную природу [1].

Для подтверждения факта наличия у штамма 
V. cholerae Дакка 35 экзополисахаридного слоя бак-

терии Т- и О-клонов были исследованы электронно-
гистохимическим методом после их обработки кра-
сителем рутением красным, применяемым для об-
наружения экзополисахарида у грамотрицательных 
бактерий [8, 10]. При изучении популяции клеток в 
электронном микроскопе было выявлено, что дей-
ствительно между клетками О-варианта Дакка 35 вы-
является аморфный электронно-плотный слой окра-
шенных экзополисахаридов, тогда как у Т-ва рианта 
такой слой отсутствовал (рис. 2, 3). 

На следующем этапе работы было высказано 
предположение, что присутствие дополнительного 
экзополисахаридного слоя на поверхности клеток 
О-вариантов может привести к изменению структу-
ры колоний. Для проверки данного предположения 
было проведено изучение двух фенотипически раз-
ных вариантов штамма V. cholerae Дакка 35 в ска-
нирующем электронном микроскопе. Исследование 
показало, что О-колонии V. cholerae Дакка 35 имели 
рыхлую поверхность с отпочкованными островковы-
ми структурами (микроколонии, рис. 4, А, стрелка), 
расположенными на ее поверхности. В основной 
своей массе, клетки были покрыты слизистой обо-
лочкой в результате продукции экзополисахарида. 
Иное строение колоний было у популяции Т-клонов 
(рис. 4, Б). Поверхность размножающихся бактерий 
имела гладкую форму, клетки расположены упорядо-
ченно в центре колонии и хаотично по ее краям.

В итоге, с помощью трансмиссионной и скани-
рующей электронной микроскопии было подтверж-
дено наличие экзополисахаридного слоя у О-хо лер-
ных вибрионов классического биовара, который спо-
собствовал изменению морфологии колоний. Таким 
образом, экзополисахаридный слой обеспечивает 

Рис. 1. Электронограмма поверхности клеток  
Т- (A) и О- (Б) клонов штамма V. cholerae Дакка 35.  

Стрелкой показан дополнительный слой, присутствующий  
на внешней поверхности клеток О-клона.  

Негативное контрастирование ФВК. Увеличение ×30000

Рис. 2. Электронограмма двух фенотипически разных вари-
антов V. cholerae Дакка 35, окрашенных рутением красным. 

Негативное контрастирование: 
А – Т-клоны, не синтезирующие экзополисахарид;  
Б – О-клоны, продуцирующие экзополисахарид;  

стрелкой отмечен экзополисахаридный слой. Увеличение ×35000

Рис. 3. То же, что на рис. 2. Ультратонкие срезы.  
Стрелками показан экзополисахаридный слой.  

Увеличение ×30000

Рис. 4. Сканограммы колоний V. cholerae Дакка 35: 
А – колонии О-варианта; Б – колонии Т-варианта
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защиту возбудителя в неблагоприятных условиях 
внешней среды.
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