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Прикрепление бактерий к эукариотическим 
клеткам представляет собой сложный процесс, обу-
словленный как физико-химическими взаимодей-
ствиями их поверхностей, так и более тонкими мо-
лекулярными взаимодействиями между адгезинами 
микробных клеток и специфическими рецепторами 
мембраны клеток-мишеней [1, 2, 5, 6, 12]. 

По мнению ряда исследователей [2, 10, 11, 13], 
на начальной стадии адгезии бактерий к субстрату 
определяющую роль играет гидрофобность их по-
верхности. В связи с этим сравнительное изучение 
гидрофобных и адгезивных свойств чумного микро-
ба может позволить установить механизмы его взаи-
модействия с клетками макроорганизма. В работе 
представлены результаты определения гидрофобных 
свойств и адгезивной активности клеток Y. pestis EV 
НИИЭГ, выращенных в различных условиях, в отно-
шении эритроцитов человека.

Для выяснения природы поверхностных струк-
тур бактерий Y. pestis EV НИИЭГ, участвующих в 
прикреплении к эритроцитам, микробную культу-
ру подвергали различным воздействиям, после чего 

оценивали ее адгезивные свойства. Полученные в 
ходе экспериментов данные и их обсуждение приво-
дятся ниже.

Материалы и методы

В исследованиях использовали бактерии штам-
ма Y. pestis EV НИИЭГ, выделенные из коммерческой 
чумной живой сухой вакцины. Микробные клетки 
выращивали на ГРМ-агаре, агаре Хоттингера и мясо-
пептонном агаре (рН 7,2) в течение 48 ч. В качестве 
дополнительных ингредиентов использовали суль-
фит натрия (1:30000) и генцианвиолет (1:100000). 
Бактерии суспендировали в 0,9 % растворе хлорида 
натрия (рН 7,2). Конечная концентрация клеток в 
суспензии соответствовала 1,0 у.е. оптической плот-
ности при длине волны проходящего света 540 нм 
и длине оптического пути кюветы 5 мм. Для изме-
рения оптической плотности суспензии применяли 
фотоэлектроколориметр КФК-2.

Эритроциты получали из венозной крови доно-
ра 0(I) Rh+ группы крови. В качестве антикоагулянта 
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применяли 3,8 % раствор лимонно-кислого натрия 
(1:10). Не позднее 24 ч после взятия крови эритроци-
ты трижды отмывали десятикратным объемом 0,9 % 
раствора хлорида натрия (рН 7,2) путем центрифуги-
рования при 1000 об/мин в течение 5 мин и ресуспен-
дировали в этом же растворе. Конечная концентрация 
эритроцитов в суспензии составляла 1,0·1012/л.

Адгезивную активность микробных куль-
тур определяли с помощью разработанного ав-
торами фотоколориметрического метода [7, 8]. 
Гидрофобность бактерий оценивали по степени их 
адсорбции на поверхности капель хлороформа [9]. 
Гемагглютинирующую активность микробных кле-
ток определяли по методике [4].

При трипсинизации микробной культуры бак-
терии суспендировали в 0,5 % растворе трипси-
на, приготовленном на 0,9 % растворе хлорида на-
трия (рН 7,2), и инкубировали в течение 1–3 ч при 
(37±1) °С. Затем клетки дважды отмывали от трип-
сина 0,9 % раствором хлорида натрия (рН 7,2) пу-
тем центрифугирования при 4000 об/мин в течение 
10 мин и ресуспендировали в этом же растворе. При 
оценке влияния высокой температуры на адгезивную 
способность штамма суспензию бактерий прогрева-
ли при (56±1) °С в течение 5, 10, 20 и 30 мин.

В каждой серии опытов выполняли по пять не-
зависимых определений, статистическую обработку 
полученных данных проводили с помощью компью-
терной программы для обработки медицинской ин-
формации «Biostat 4.03».

Результаты и обсуждение

На первом этапе работы проводили сравнение 
адгезивной активности и гидрофобных свойств куль-
тур Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных на ГРМ-агаре 
при различной температуре. Микробные клетки, 
культивируемые при (20±1) и (28±1) °С и обладаю-
щие выраженными адгезивными свойствами, прояв-
ляли достаточно высокую гидрофобность (значения 
ПГ составляли 38–44 %). У культуры, выращенной 
при (37±1) °С и характеризующейся низкой адгезив-
ностью, гидрофобные свойства были выражены от-
носительно слабо – ПГ находился на уровне 8 %.

Из литературы [3] известно, что в составе кле-
ток штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных при 
температуре (37±1) °С, обнаруживается на два белка 
меньше, чем у бактерий, инкубированных при низ-
кой температуре. Вероятно, именно эти белки при-
дают клеткам более выраженную гидрофобность и 
участвуют в их прикреплении к эритроцитам.

Последующие эксперименты показали, что ги-
дрофобность и адгезивные свойства микробных кле-
ток зависят не только от температуры культивирова-
ния, но и от состава питательной среды (табл. 1).

При выращивании бактерий на агаре Хоттингера 
их адгезивные и гидрофобные свойства были значи-
тельно выше, чем при выращивании на мясопептон-
ном агаре. При этом добавление в состав мясопеп-

тонного агара сульфита натрия и генцианвиолета не 
оказывало значительного влияния на адгезивность 
и гидрофобность микробных клеток, в то же время 
внесение этих ингредиентов в агар Хоттингера при-
водило к значительному повышению уровня адгезии 
и в меньшей степени – гидрофобности испытуемой 
культуры. Между значениями ПА и ПГ микробных 
культур выявили высокую степень корреляционной 
связи (r=0,9), что позволило предположить о важ-
ной роли гидрофобных взаимодействий в процессе 
адгезии клеток Y. pestis EV НИИЭГ к эритроцитам 
человека.

На следующем этапе исследований изучили вза-
имосвязь гемагглютинирующей способности штам-
ма Y. pestis EV НИИЭГ с его адгезивными свойства-
ми. При этом было показано, что два данных свой-
ства проявлялись независимо друг от друга (табл. 2). 
Следовательно, РГА не позволяла раскрывать адге-
зивную способность исследуемого штамма. В этом 
плане преимуществами обладала методика, предло-
женная авторами.

В дальнейшем для установления состава струк-
тур клеток Y. pestis EV НИИЭГ, ответственных за 
адгезию к эритроцитам, провели эксперименты, за-
ключающиеся в воздействии на микробную культуру 
различными экзогенными факторами (трипсином, 
высокой температурой, антибиотиками) и последую-
щей оценке уровня адгезии. Установили (рисунок), 
что обработка бактерий трипсином в течение 1–3 ч 
приводила к снижению интенсивности адгезии в 2,6–
5,1 раза, а прогревание в течение 5–30 мин – в 1,3–1,9 
раза по сравнению с интактными бактериями.

Полученные результаты свидетельствовали о 
белковой природе факторов, обеспечивающих фик-
сацию чумного микроба к эритроцитам. Тем не 
менее, под воздействием высокой температуры и 
ферментативной обработки бактерий их адгезивная 

Таблица 1

Показатели адгезии и гидрофобности бактерий Y. pestis EV НИИЭГ, 
выращенных при (28±1) ºС на питательных средах  

различного состава (n=5)

Дополнительные 
ингредиенты

Питательная среда

мясопептонный агар агар Хоттингера

ПА, % ПГ, % ПА, % ПГ, %

Отсутствуют 35,93±3,87 15,26±3,34 59,67±3,81 27,44±3,32

Сульфит натрия 29,24±4,75 13,52±3,02 74,48±2,71 30,48±3,48

Генцианвиолет 34,26±4,48 16,95±3,75 78,21±3,21 29,15±3,57

Сульфит натрия + 
генцианвиолет

38,97±9,19 15,72±3,96 76,63±2,97 32,26±0,77

Таблица 2

Адгезивные и гемагглютинирующие свойства культур  
Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных при различной температуре  

на ГРМ-агаре (n=5)

Показатели 
(М±m)

Температура выращивания микробной культуры,  °С

20±1 28±1 37±1

ПА, % 57,44±1,18 76,68±2,32 14,57±1,85

Титр РГА 1:96,0±32,0 1:266,7±138,7 1:277,3±129,8
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способность полностью не исчезала. Вероятно, что 
в прикреплении чумного микроба к эритроцитам, 
помимо поверхностных белков, участвуют и другие 
субстанции. Учитывая корреляцию гидрофобности 
и адгезивности клеток Y. pestis EV НИИЭГ, можно 
предположить, что структуры, ответственные за свя-
зывание бактерий с чувствительными клетками, яв-
ляются липопротеидами.

В заключительной серии экспериментов оцени-
ли влияние ряда антибиотиков (ампициллина, ген-
тамицина, доксициклина и цефотаксима) на способ-
ность клеток Y. pestis EV НИИЭГ прикрепляться к 
эритроцитам человека.

Препараты применяли в субтерапевтических 
и терапевтических концентрациях (создаваемых в 
сыворотке крови при внутривенном введении тера-
певтических доз): гентамицин и доксициклин – 3,0 
и 6,0 мкг/мл, ампициллин – 10,0 и 20,0 мкг/мл, це-
фотаксим – 40,0 и 100,0 мкг/мл соответственно. 
Использовали различные варианты внесения анти-
биотиков в пробы: добавление к бактериям непо-
средственно перед их смешиванием с эритроцитами 
с последующей инкубацией проб на вращающейся 
платформе при (37±1) °С в течение 30 мин; предва-
рительную 30-минутную обработку бактерии/эри-
троцитов при (37±1) °С на вращающейся платфор-
ме с последующим добавлением необработанных 
эри тро цитов/бактерий. Результаты эксперимента 
показали, что тестируемые антибактериальные пре-
параты не вызывали достоверных изменений уровня 
адгезии микробных клеток.

Таким образом, нами проведены сравнительные 
исследования адгезивных, гемагглютинирующих и 
гидрофобных свойств штамма Y. pestis EV НИИЭГ. 
Между гидрофобностью бактерий и их адгезивной 
способностью в отношении эритроцитов выявлена 
сильная корреляционная связь. Следовательно, в ад-
гезии данного штамма к клеткам-мишеням важная 
роль принадлежит гидрофобным взаимодействиям. 
В то же время какой-либо зависимости между ад-
гезивностью и гемагглютинирующей активностью 
микробных клеток не выявлено, что не позволяет ис-

пользовать РГА для оценки адгезии чумного микро-
ба к эритроцитам. Установлено, что обработка трип-
сином и воздействие высокой температуры (56 °С) 
приводит к снижению адгезивных свойств микроб-
ных клеток. Поэтому можно предположить, что 
структуры, отвечающие за процесс взаимодействия 
чумного микроба с эритроцитами, принадлежат к ли-
попротеидам. Для подтверждения этого необходимы 
дальнейшие исследования. Показано, что антибио-
тики (ампициллин, доксициклин, гентамицин, цефо-
таксим) не влияют на адгезию Y. pestis EV НИИЭГ к 
эритроцитам человека.

Работа выполнена при поддержке программы 
фундаментальных исследований УрО РАН, проект 
№ 12-П-4-1069 «Функционирование сердечно-сосу-
дистой системы в условиях кислородной недоста-
точности».
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