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Трансмиссионная электронная микроскопия 
биопленок Vibrio cholerae  
на хитин-содержащих субстратах

   

   

Резюме

Актуальность. Эволюционно сложившаяся ассоциация Vibrio cholerae с хитином обеспечила устойчивость к стрессовым 

воздействиям и защиту от хищников. Образование биопленки служит важнейшим механизмом создания эффективной 

ассоциации холерного вибриона с хитином. Способность формировать биопленку у V. cholerae зависит от наличия токсин-

коррегулируемых пилей адгезии (TCP), за синтез которых отвечают гены tcp A-F. Одним из ключевых методов исследования 

биопленок является микроскопия. Она позволяет визуализировать структурные элементы и изучать различные параметры 

биопленок и эффекты воздействия на них различных факторов. Цель. Определение эпидзначимости биопленкообразую-

щей способности токсигенных штаммов по их морфологическим особенностям на хитин-содержащих субстратах. Изучение 

структурных различий биопленок холерных вибрионов tcpA+ и tcpA– штаммов на хитин-содержащих субстратах. Материалы 

и методы. В исследовании использованы штаммы холерных вибрионов, разные по токсигенности и происхождению. В своей 

работе мы  применили трансмиссионную электронную микроскопию для оценки эпидзначимости процесса биопленкообра-

зования V. cholerae на хитин-содержащих субстратах. Результаты. Показано, что холерные вибрионы tcpA+ и tcpA– штаммов 

способны образовывать биопленки на поверхности хитин-содержащих субстратов. Интенсивность образования биопленок 

более выражена у tcpA+ штаммов, т.к. клетки V. cholerae ctxA+tcpA+ в составе биопленки располагаются преимущественно 

одиночно и поверхность хитинового экзоскелета, с которой они контактируют, интактна, клетки V. cholerae ctxA–tcpA– в соста-

ве биопленки образуют цепочки, что указывает на процессы деления, а разрозненный хитин эндокутикулы свидетельствует 

об активности метаболических процессов. Заключение. Используемые в работе штаммы V. cholerae, независимо от наличия 

или отсутствия генов ctx и tcp, образуют биопленки на хитиновом субстрате. Показатель биопленкообразования по толщине 

матрикса биопленки выше у V. cholerae ctxA+tcpA+, по степени деградации хитинового субстрата выше у V. cholerae ctxA–tcpA–. 

Холерные вибрионы, имеющие ген tcpA, обладают большей интенсивностью биопленкообразования, что, в свою очередь, 

указывает на эпидемическую значимость феномена биопленкообразования и  свидетельствует о важной роли хитина для 

персистенции холерных вибрионов в условиях гидробиоценозов водоемов и возможности выживания и сохранения эпиде-

мически значимых штаммов.
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Abstract 

Introduction. The evolutionary association of Vibrio cholerae with chitin provided resistance to stress and protection from predators. 

The most important mechanism that provided V. cholerae with the effectiveness of association with chitin is biofilm formation. 
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The  ability to form a biofilm in V. cholerae depends on the presence of a factor, toxin-corrected adhesion pili (TCP), which are 

synthesized by the tcp A-F genes. One of the key methods for studying biofilms is microscopy. It allows one to visualize the structural 

elements and study various parameters of biofilms and the effects of various factors on them. Aim. To determine the epidemiological 

significance of the biofilm-forming ability of toxigenic strains by their morphological characteristics on chitin-containing substrates. 

Study of structural differences in biofilms of Vibrio cholerae tcpA+– and tcpA– strains on chitin-containing substrates. Results. It has 

been shown that Vibrio cholerae tcpA+– and tcpA– strains are able to form biofilms on the surface of chitin-containing substrates. 

The  intensity of biofilm formation is more pronounced in tcpA+ strains, because V. cholerae ctxA+ tcpA+ cells in the biofilm are 

predominantly singly located and the surface of the chitinous exoskeleton with which they are in contact is intact, V. cholerae ctxA–

tcpA– cells form chains in the biofilm, which indicates division processes, and scattered chitin of the endocuticle indicates activity 

of metabolic processes. Conclusion. The strains of V. cholerae used in the work, regardless of the presence or absence of the ctx 

and tcp genes, form bioplecs on a chitin substrate. The indicator of biofilm formation in terms of the thickness of the biofilm matrix 

is higher in V. cholerae ctxA+tcpA+, in terms of the degree of degradation of the chitin substrate it is higher in V. cholerae ctxA–tcpA–.

Keywords: biofilms, Vibrio cholera, chitin, transmission electron microscopy
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Введение
Холерные вибрионы, являясь обитателями вод­

ной среды, неизменно сталкиваются с негативным 
воздействием многочисленных факторов: градиен­
та питательных веществ, колебаний температуры, 
оксидативного стресса, вирулентных бактериофа­
гов, хищных простейших и т.д. [1,2]. Однако эво­
люционно сложившаяся ассоциация Vibrio cholerae 
с хитином  – самым распространенным биополи­
мером в водной среде, обеспечила им доступный 
источник азота и углерода, устойчивость к  стрес­
совым воздействиям и защиту от хищников [3–5]. 
Важнейшим механизмом, обеспечившим холер­
ным вибрионам эффективность ассоциации с хи­
тином, является биопленкообразование [6,7]. 
Образование биопленки V. cholerae широко ва­
рьирует в зависимости от характеристик того или 
иного штамма, и одним из главных факторов, вли­
яющих на этот процесс, является наличие токсин-
коррегулируемых пилей адгезии (TCP), за синтез 
которых отвечают гены tcp A-F. Наличие пилей ад­
гезии опосредует способность холерных вибрионов 
колонизировать поверхности различных субстра­
тов, в частности – хитин-содержащих. Помимо TCP, 
в колонизации хитиновых субстратов играют роль 
маннозо-чувствительный гемагглютинин, хитин-ре­
гулируемые пили [8,9] и два хитин-связывающих 
белка (36 и 53 кДа) [10]. TCP, помимо участия в ад­
гезии, являются также рецепторами для умерен­
ных фагов СТХф [11], опосредующих токсигенность 
холерных вибрионов, а связь с хитином, в  свою 
очередь, индуцирует естественную компетентность 
клеток V. cholerae, способствуя горизонтальному 
переносу генов [12–14].

Значимым регулятором численности V. cholerae 
в водной среде являются простейшие [2,15]. При этом 

холерные вибрионы в  составе биопленок вырабо­
тали стратегию защиты от хищников, которая за­
ключается в Quorum sensing-регулируемом синтезе 
антипротозойных факторов и протеолитических 
ферментов, негативно воздействующих на про­
стейших [16]. Биопленкообразование способствует 
персистенции холерных вибрионов в  поверхност­
ных водоемах.

Одним из ключевых методов исследования био­
пленок является микроскопия. Она позволяет ви­
зуализировать структурные элементы и изучать 
различные параметры биопленок и эффекты воз­
действия на них различных факторов. Для визуа­
лизации биопленок холерных вибрионов на хитине 
широко используются сканирующая электронная 
микроскопия и конфокальная лазерная сканирую­
щая микроскопия [17–20].

Цель работы – определить эпидзначимость 
биопленкообразующей способности токсигенных 
штаммов по морфологическим особенностям био­
пленок V. cholerae на хитин-содержащих субстра­
тах, с выявлением структурных различий между 
биопленками ctxA+tcpA+ и ctxA–tcpA– штаммов хо­
лерных вибрионов. Для достижения поставлен­
ной цели были поставлены задачи: методический 
подбор условий использования трансмиссионной 
электронной микроскопии (ТЭМ) для изучения био­
пленок холерных вибрионов на хитин-содержащих 
субстратах и подготовка биопленок на хитиновом 
субстрате для исследования с применением ТЭМ.

Материалы и методы
В исследовании использованы штаммы хо­

лерных вибрионов, разные по токсигенности 
и  происхождению, полученные из лаборатории 
«Коллекция живых культур микроорганизмов» 
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ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный инсти­
тут Роспотребнадзора. Токсигенные (ctxA+tcpA+): 
V.  holerae О1 El Tor 18332, 19241, 19664, 19613, 
5879. Нетоксигенные (ctxA-tcpA-): V. cholerae El 
Tor 20000, 19754; V. cholerae non O1/non O139 
P-9741, 19860, 18141.

Холерные вибрионы культивировали на агаре 
Мартена (рН 7,6–7,8). Для экспериментов исполь­
зовали 18-часовую агаровую культуру холерных 
вибрионов, которую суспендировали в стерильном 
натрий-фосфатном буфере (рН 7,2–7,4; до показа­
теля мутности 0,5 ед. по шкале McFarland на прибо­
ре Densi-La-Meter II («ErbaLachema», Чехия).

Биопленки холерных вибрионов получали запа­
тентованным способом [21]. В качестве субстрата 
для образования биопленок использовали фраг­
менты хитинового панциря толстопалого речного 
рака (Astacus pachypus) массой 100–110 мг, ко­
торые промывали проточной водопроводной во­
дой и помещали во флаконы с 30 мл речной воды 
(р. Дон). Флаконы с содержимым автоклавировали 
при 0,11 МПа, 120 °С, 30 мин. Затем во флаконы 
вносили суспензию V. cholerae до конечной концен­
трации 104 м.к./мл и инкубировали при комнатной 
температуре в  течение всего срока наблюдения 
(максимальный срок – 28 суток).

Контроль жизнеспособности микробных клеток 
определяли путем подсчета колониеобразующих 
единиц (КОЕ) в 0,1 мл микробной взвеси или в от­
печатках биопленок на агаре Мартена (рН 7,6–7,8) 
после 24 часов инкубации при 37 оС.

На стадии зрелой биопленки (14 суток) произ­
водили пробоподготовку образцов для исследо­
вания методом трансмиссионной электронной 
микроскопии в  соответствии с МУ 1.3.3103-13 
«Организация работы лабораторий, использующих 
методы электронной и  атомно-силовой микроско­
пии при исследовании культур микроорганизмов 
I–IV групп патогенности», запатентованным спосо­
бом [22]. Фиксацию фрагментов хитиновых экзо­
скелетов проводили в  2,5% растворе глутарового 
альдегида («AppliChem», Германия) в 0,1 М фосфат­
ном буфере (рН 7,2–7,4) в  течение 2 часов при 
4 °С и, после однократного отмывания в  0,1 М 
фосфатном буфере (рН 7,2–7,4), проводили пост­
фиксацию и  контрастирование 1% раствором те­
траоксида осмия (OsO4) («AcresOrganics», Бельгия) 
в 0,1 М фосфатном буфере (рН 7,2–7,4) в течение 
2 часов. Затем фрагменты хитина измельчали до 
размеров 2 × 2 мм и  обезвоживали в  растворах 
этанола восходящей концентрации (50°, 60°, 70°, 
80°, абсолютный этанол) по 20 минут при 4 оС. 
Готовили эпоксидную смолу следующего состава: 
1,12 мл Epon™812(«Sigma-Aldrich», США), 0,6 мл 
DDSA («Sigma-Aldrich», США), 0,65 мл MNA («Sigma-
Aldrich», CIIIA), 0,03 мл DPM-30 («Sigma-Aldrich», 
США). Данной смолой производили пропитывание 
образцов (смесь смолы и  ацетона 1:3–2 часа, 
смесь смолы и ацетона 1:1 – 12 часов, смесь смо­
лы и  ацетона 3:1–2 часа, чистая смола  – 2 часа) 

и  последующую заливку в  капсулы ВЕЕМ 1001В 
(«StructureProbe, Inc.», США). Полимеризацию смо­
лы проводили в  термостате при 37 °С в  течение 
24 часов, затем при 60 °С в течение 48 часов.

Из полученных блоков с образцами при помощи 
ультратома LKB-III 8800 («LKBBromma», Швеция) 
изготавливали ультратонкие срезы толщиной 60–
70 нм, которые монтировали на медные сеточки 
(«StructureProbe, Inc.№, США) в  0,3% водном рас­
творе цитрата свинца («Sigma-Aldrich», США) с до­
бавлением 0,01 М раствора гидроксида натрия.

После высушивания образцы исследовали мето­
дом ТЭМ в  трансмиссионном электронном микро­
скопе JEM-1011 («Jeol», Япония) при ускоряющем 
напряжении 100 кВ. Изображения получали при 
помощи CCD-камеры Olympus-SIS Veleta («Olympus 
Soft Imaging Solutions GmbH», Германия) с  при­
менением программного обеспечения Olympus 
ITEM ТЕМ Imaging Platfom («Olympus Soft Imaging 
Solutions GmbH», Германия). Все представленные 
ТЭМ-изображения являются репрезентативными 
для большого количества полученных изображе­
ний.

Результаты
Результаты исследования представлены в  виде 

электронограмм на рисунках 1–6. Хитиновый экс­
зоскелет состоит из трех слоев. На рисунке 1 пред­
ставлены срезы хитинового экзоскелета Astacus 
pachiypus: 1a  – срез нативного хитинового экзо­
скелета с  отчетливо различимыми слоями: эпику­
тикулой, экзокутикулой и  эндокутикулой. Адгезия 
холерных вибрионов с  последующим формирова­
нием биопленки происходит к  верхнему слою хи­
тинового экзоскелета. На рисунке 1б представлен 
срез хитинового экзоскелета с  образовавшейся 
на  его поверхности биопленкой холерных вибри­
онов. На  этом изображении обращает внимание 
отсутствие верхних слоев хитинового экзоскелета, 
что свидетельствует об их лизисе холерными вибри­
онами, синтезирующими набор гидролитических 
ферментов [23,24]. Отсутствующие поверхност­
ные слои хитинового экзоскелета способствова­
ли лучшему заполнению смолой эндокутикулы при 
осуществлении пробоподготовки и ее контрастиро­
ванию.

На рисунке 2 представлены ультратонкие срезы 
биопленок V. cholerae ctxA+tcpA+ штаммов (рис. 2а) 
и V. cholerae ctxA-tcpA- штаммов (рис. 2б) на хитине. 
На изображении (рис. 2а) срез эндокутикулы имеет 
плотную однородную структуру темно серого цве­
та. Межклеточный матрикс расположен на поверх­
ности хитина, в  его толще распределены клетки 
холерных вибрионов. На  рисунке 2б слой эндоку­
тикулы тоже окрашен в темно-серый цвет и рас­
положен выше слоя матрикса, но не имеет четкой 
границы, что хорошо видно при большем увеличе­
нии (×30000) на рисунке 3б, а клетки холерных ви­
брионов расположены цепочками, что указывает 
на процессы деления.
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Рисунок 1. Хитиновые экзоскелеты Astacus pachypus
Figure 1. Chitinous exoskeletons of Astacus pachypus

Рисунок 2. Ультратонкие срезы биопленок V. сholerae ctxA+tcpA+ и V. cholerae ctxA-tcpA- на хитиновом 
экзоскелете
Figure 2. Ultra-thin sections of biofilms of V. cholerae ctxA+tcpA+ and V. cholerae ctxA-tcpA- on the chitinous exoskeleton

Примечание: а) ультратонкий срез нативного хитинового экзоскелета Astacus pachypus, увеличение ×10000, маркер − 2 мкм; б) ультратонкий срез хити-
нового экзоскелета Astacus pachypus с биопленкой V. cholerae 19613 (показана стрелками), увеличение × 4000, маркер – 10 мкм. ТЭМ, контрастирование 
тетраокскдом осмия (VIII) и цитратом свинца. Обозначения: Эп − эпикутикула; Эк − экзокутикула; Эн − эндокутикула.
Note: a) ultrathin section of the native chitinous exoskeleton of Astacus pachypus, magnification ×10000, marker – 2 μm; b) ultrathin section of Astacus pachypus chitinous 
exoskeleton with V. cholerae 19613 biofilm (shown by arrows), magnification × 4000, marker – 10 μm. TEM, staining with tetraoxide osmium (VIII) and lead citrate. 
Designations: Ep – epicuticle; Ek - exocuticle; En – endocuticle.

Примечание: а) биопленка V. cholerae Р-19613 ctxA+tcpA+ на хитиновом экзоскелете (стрелками показана мембраноподобная структура на поверхности 
матрикса), увеличение ×10000, маркер – 2 мкм; б) биопленка V. cholerae 20000 ctxA–tcpA– на хитине, увеличение ×10000, маркер – 2 мкм. ТЭМ, контрастирова-
ние тетраоксидом осмия (VIII) и цитратом свинца.
Note: a) biofilm of V. cholerae 19613 ctxA+tcpA+ on the chitinous exoskeleton (arrows show the membrane-like structure on the surface of the matrix, magnification –10000, 
marker 2 μm; b) biofilm of V. cholerae 20000 ctxA-tcpA- on chitin, magnification ×10000, marker − 2 μm. TEM, staining with osmium (VIII) tetroxide and lead citrate.
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Рисунок 3. Биопленки V. cholerae ctxA+tcpA+ и V. cholerae ctxA–tcpA– на хитиновом экзоскелете
Figure 3. Biofilms of V. cholerae ctxA+tcpA+ and V. cholerae ctxA–tcpA– on the chitinous exoskeleton

Примечание: а) матрикс биопленки V. cholerae 19613 ctxA+tcpA+ (стрелками показана электроноплотная мембраноподобная структура на поверхности 
биопленки), увеличение 1×40000, маркер – 1 мкм; б) клетки в составе биопленки V. cholerae 20000 ctxA–tcpA–, (матрикс биопленки не имеет четкой границы) 
увеличение ×30000, маркер – 1 мкм; в) биопленка V. cholerae 19241 ctxA–tcpA– (стрелками показана объемная электроноплотная структура, сформировав-
шаяся на поверхности биопленки при длительном культивировании), увеличение ×6000, маркер – 5 мкм; г) деградация хитинового экзоскелета клетками 
V. cholerae 19754 ctxA–tcpA– (матрикс биопленки не имеет четкой границы), увеличение ×12000, маркер - 2 мкм. ТЭМ, контрастирование тетраоксидом 
осмия (VIII) и цитратом свинца.
Note: a) matrix of the biofilm V. cholerae 19613 ctxA+tcpA+, (arrows show an electron-dense membrane-like structure on the biofilm surface), marker − 1×40000; b) cells in 
the V. cholerae biofilm 20000 ctxA–tcpA–, (the biofilm matrix does not have a clear border) ×30000 magnification, marker − 1 μm; c) biofilm V. cholerae 19241 ctxA–tcpA– 
(arrows show the bulk electron-dense structure formed on the surface of the biofilm during long-term cultivation), magnification ×6000, marker − 5 μm; d) degradation 
of the chitinous exoskeleton by V. cholerae cells 19754 ctxA–tcpA– (the biofilm matrix has no clear border), magnification ×12000, marker − 2 μm. TEM, staining with osmium 
(VIII) tetroxide and lead citrate.

На основании этих данных нами определены 
следующие морфологические различия в  струк­
туре биопленок штаммов V. cholerae ctxA+tcpA+ 
и V. cholerae ctxA-tcpA-:
•	 Матрикс зрелой биопленки V. cholerae ctxA+tcpA+ 

штаммов более выражен на  срезе, имеет 

большую толщину и  содержит большое количе­
ство электронноплотных складчатых структур по 
сравнению с  биoплeнкaми нетоксигенных, апи­
лированных штаммов, матрикс которых также 
представлен складчатыми структурами, но менее 
выраженными по электронной плотности;
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•	 Холерные вибрионы в  составе биопленки 
V. cholerae ctxA–tcpA– штаммов активно делятся, 
на  что указывает характерное расположение 
клеток в виде цепочек [25], в отличие от клеток 
токсигенных штаммов, которые располагаются 
одиночно.

•	 Поверхность матрикса биопленки токсигенных 
штаммов (рис. 3а), сообщающаяся с  внешней 
средой (среда культивирования), представляет 
собой сплошной электронноплотный слой, обра­
зующий мембраноподобную структуру. Матрикс 
биопленки нетоксигенных, апилированных 
штаммов (рис. 3б) менее выражен и  в  некото­
рых местах не имеет четкой границы с внешней 
средой.
При дальнейшем культивировании биопленок 

V. cholerae до стадии дисперсии в  биопленочных 
структурах происходят морфологические изменения, 
так толщина электронноплотной мембраноподоб­
ной структуры, отделяющей биопленку V.  cholerae 
ctxA+tcpA+ штаммов от внешней среды, значительно 
увеличивается (рис. 3в), в  то  время как препарат 
биопленки V. cholerae ctxA-tcpA- штаммов (рис.  3г) 
представлен отдельными фрагментами дегради­
рованного экзоскелета, между которыми распола­
гаются бактериальные клетки, границы матрикса 
в  образце не определяются. На  поверхности хити­
нового экзоскелета, представленного на рисунке 4, 
наблюдаются клетки вторичных колонизаторов, от­
делившихся от первичной биопленки.

Эти клетки уже окружены электронноплотными 
фрагментами экстрацеллюлярного матрикса, обра­
зованного в составе первичной биопленки.

На рисунке 5 показано взаимодействие холер­
ных вибрионов в  составе биопленки с  эндокути­
кулой хитинового экзоскелета. Клетки V. cholerae 
ctxA-tcpA- штаммов (рис. 5б), помимо типичной для 
делящихся форм морфологии, активно деградиру­
ют хитин эндокутикулы, в  то время как одиночные 
клетки V. cholerae ctxA+tcpA+ штаммов адгезирова­
ны к поверхностным слоям хитина (рис. 5а, в, г).

На рисунке 6 представлены результаты изме­
рения толщины биопленки V. cholerae ctxA+tcpA+ 

штаммов при помощи программного обеспечения 
ТЕМ imaging platform ITEM. Как показывает маркер 
на  рисунках 6а, б и  6в  толщина биопленок токси­
генных штаммов составляет 5,6 и 7,9 мкм, при этом 
толщину биопленок V. cholerae ctxA-tcpA- штаммов 
точно измерить не удается ввиду отсутствия четких 
границ матрикса, однако по наличию неинтенсив­
ных электронноплотных складчатых структур можно 
предположить, что толщина биопленки примерно 
равна 2,3 мкм, что соответственно меньше, чем 
у V. cholerae ctxA+tcpA+ штаммов (рис. 2б, 3б).

Обсуждение
В результате электронно-микроскопического 

исследования образцов биопленок холерных ви­
брионов ctxA+tcp+-- и  ctxА-tcpА- штаммов выявле­
ны различия в  биопленкообразовании взятых 
в  эксперимент штаммов. Сравнительный анализ 
микрофотографий показывает, что образование 
биопленки на  поверхности хитина у  холерных ви­
брионов происходит независимо от наличия гена 
холерного токсина ctxA и  токсин-коррегулируемых 
пилей адгезии tcpA, однако интенсивность био­
пленкообразования у  данных штаммов различна. 
Для оценки интенсивности биопленкообразования 
мы сравнивали следующие структурные особен­
ности биопленок: толщину биопленки, электронно­
плотность матрикса, морфологию клеток в составе 
биопленки и  степень деградации хитинового суб­
страта. Исходя из полученных данных, токсигенные 
штаммы V. cholerae с наличием гена tcpA+ обладают 
большей интенсивностью биопленкообразования, 
чем нетоксигенные, у  которых ген tcpA отсутству­
ет. На это указывают большая толщина биопленки, 
объем и плотность матрикса. Активность холерных 
вибрионов в  составе биопленок также различ­
на. Если клетки в  составе биопленки V. cholerae 
ctxA+tcpA+ располагаются преимущественно оди­
ночно и  поверхность хитинового экзоскелета, 
с  которой они контактируют, интактна, то клетки 
в составе биопленки V. cholerae ctxA-tcpA-образуют 
цепочки, что указывает на  процессы деления, 
а  разрозненный хитин эндокутикулы свидетель­
ствует об активности метаболических процессов.

Данный факт согласуется с  результатами, опу­
бликованными ранее авторами [3–5,16,17,26,27], 
показывающими, что холерные вибрионы, имеющие 

Рисунок 4. Вторичные колонизаторы из состава 
биопленки V. cholerae 19241
Figure: 4. Secondary colonizers from the biofilm  
of V. cholerae 19241 

Примечание: увеличение х 15000, маркер - 2 мкм. ТЭМ, контрастирование 
тетраоксидом осмия (VIII) и цитратом свинца.
Note: magnification ×15000, marker - 2 µm. TEM, staining with osmium (VIII) 
tetroxide and lead citrate.
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ген tcpA, обладают большей интенсивностью 
биопленкообразования, что, в  свою очередь, 
указывает на  эпидемическую значимость фено­
мена биопленкообразования и  свидетельствует 

о важной роли хитина для персистенции холер­
ных вибрионов в  условиях гидробиоценозов во­
доемов и  возможности выживания и  сохранения 
эпидемически значимых штаммов. Интенсивность 

Рисунок 5. Взаимодействие клеток V. cholerae в составе биопленок с поверхностью субстрата
Figure 5. Interaction of V. cholerae cells in biofilms with the substrate surface 

Примечание: а) адгезия клеток V. cholerae 19613 ctxA+tcpA+ к поверхности хитинового субстрата (стрелка указывает место прикрепления клетки к суб-
страту), увеличение ×80000, маркер – 500 нм; б) деградация хитина клетками V. cholerae 20000 ctxA–tcpA–, увеличение ×60000, маркер – 500 нм; в) адгезия кле-
ток V. cholerae 19241 ctxA+tcpA+ к поверхности хитинового субстрата на ранних стадиях культивирования биопленки, стрелки указывают на зоны лизиса 
эпикутикулы, увеличение ×30000, маркер – 1 мкм; г) зрелая биопленка V. cholerae 19241 ctxA+tcpA+ (стрелками показаны отсутствующие поверхностные 
слои хитинового экзоскелета в области формирования биопленки, маркер красного цвета), увеличение ×30000, маркер – 1 мкм. ТЭМ, контрастирование 
тетраоксидом осмия (VIII) и цитратом свинца.
Note: a) adhesion of V. cholerae 19613 ctxA+tcpA+ cells to the chitin substrate surface (the arrow indicates the place of cell attachment to the substrate), magnification 
× 80000, marker − 500 nm; b) degradation of chitin by V. cholerae cells 20000 ctxA–tcpA–, magnification × 60000, marker − 500 nm; c) adhesion of V. cholerae 19241 
ctxA+tcpA+ cells to the surface of the chitin substrate at the early stages of biofilm cultivation, arrows indicate the epicuticle lysis zones, magnification × 30000, marker − 
1 μm; d) mature biofilm of V. cholerae 19241 ctxA+tcpA+ (arrows indicate the missing surface layers of the chitinous exoskeleton in the region of biofilm formation, red 
marker), magnification × 30000, marker − 1 μm. TEM, staining with osmium (VIII) tetroxide and lead citrate.
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биопленкообразования у  нетоксигенных штам­
мов V. cholerae, не содержащих ген tcpA, менее 
выражена, однако биопленкообразующая спо­
собность у  них сохранена, что, по некоторым 
данным, указывает на  то, что TCP при биоплен­
кообразовании принимают участие в  межклеточ­
ном взаимодействии, усиливая quorum sensing, 
а  адгезия к  субстрату осуществляется в  основном 

за счет хитин-коррегулируемых пилей, маннозо-
чувствительного гемагглютинина и  хитин-связы­
вающих белков. Более ранняя активация quorum 
sensing у  tcpA+ штаммов способствует большей 
интенсивности биопленкообразования и  раннему 
переходу клеток в  покоящееся состояние по  срав­
нению с  tcpA- штаммами, что может приводить 
к  искажению результатов эпидемиологических 

Рисунок 6. Биопленки V. cholerae ctxA+tcpA+

Figure 6. Biofilms V. cholerae ctxA+tcpA+ 

Примечание: а) биопленка V. cholerae 19613 ctxA+tcpA+ (толщина биопленки 5,6 мкм), увеличение×10000, маркер – 2 мкм; б) биопленка V cholerae 19241 (толщи-
на биопленки 7,9 мкм), увеличение ×8000, маркер – 5 мкм; в) биопленка V. cholerae 20000 ctxA–tcpA– (толщина биопленки 2,3 мкм), увеличение ×12000, маркер – 
2 мкм. ТЭМ, контрастирование тетраоксидом осмия (VIII) и цитратом свинца.
Note: a) biofilm V. cholerae 19613 ctxA+tcpA+ (biofilm thickness 5,6 µm), magnification ×10000, marker − 2 µm; b) biofilm V cholerae 19241 (biofilm thickness 7,9 μm), 
magnification ×8000, marker − 5 μm; c) V. cholerae 20000 ctxA–tcpA– biofilm (biofilm thickness 2,3 μm), magnification ×12000, marker − 2 μm. TEM, staining with osmium 
(VIII) tetroxide and lead citrate.
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обследований и мониторинга состояния природных 
водоемов.

Заключение
Используемые в  работе штаммы V. cholerae, 

независимо от наличия или отсутствия генов ctx 
и  tcp, образуют биопленки на  хитиновом субстра­
те. Показатель биопленкообразования по  толщине 
матрикса биопленки выше у  V. cholerae ctxA+tcpA+, 

по  степени деградации хитинового субстрата выше 
у V. cholerae ctxA-tcpA- Холерные вибрионы, имеющие 
ген tcpA, обладают большей интенсивностью био­
пленкообразования, что, в свою очередь, указывает 
на эпидемическую значимость феномена биопленко­
образования и свидетельствует о важной роли хити­
на для персистенции холерных вибрионов в условиях 
гидробиоценозов водоемов и возможности выжива­
ния и сохранения эпидемически значимых штаммов.
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