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Ñóùåñòâîâàíèå áàêòåðèé â îòñóòñòâèå êëåòî÷íîé ñòåíêè — âåñüìà ñâîåîáðàçíîå è øè-
ðîêî ðàñïðîñòðàíåííîå ÿâëåíèå, ê êîòîðîìó íåïðèìåíèìû ïðèíöèïû êëàññè÷åñêîé ìèêðîáèîëî-
ãèè. L-òðàíñôîðìàöèÿ áàêòåðèé ñ îáðàçîâàíèåì L-ôîðì çàòðóäíÿåò îáíàðóæåíèå ïàòîãåíîâ è 
ñëóæèò ïðè÷èíîé ìíîãî÷èñëåííûõ ëîæíîîòðèöàòåëüíûõ çàêëþ÷åíèé ïî ðåçóëüòàòàì áèîïðîá, òàê 
êàê L-ôîðìû íàõîäÿòñÿ â íåêóëüòèâèðóåìîì ñîñòîÿíèè. Ïðîöåññ L-òðàíñôîðìàöèè ïðè âîçäåé-
ñòâèè àáèîòè÷åñêîãî (òåòðàöèêëèí) è áèîòè÷åñêîãî (áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå âåùåñòâà Bacillus 
subtilis) ôàêòîðîâ, à òàêæå ðåâåðñèþ íåñòàáèëüíûõ L-ôîðì èññëåäîâàëè â ïîïóëÿöèè Salmonella 
enterica serovar typhimurium ìåòîäàìè ïðîñâå÷èâàþùåé è ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé (ÏÝÌ è 
ÑÝÌ), à òàêæå ëàçåðíîé ìîäóëÿöèîííîé èíòåðôåðåíöèîííîé (ÌÈÌ) ìèêðîñêîïèè. Âûÿâëåíû 
çàêîíîìåðíûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè L-ôîðì, ñïîñîáíûõ ðåâåðñèðîâàòü â èñõîäíîå ñîñòîÿ-
íèå. Ñ ïîÿâëåíèåì ìåòîäîâ îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè, îáëàäàþùèõ ñâåðõðàçðåøåíèåì, ñòàëî äîñ-
òóïíî èçó÷åíèå ïðîöåññà L-òðàíñôîðìàöèè â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè íà æèâûõ áàêòåðèÿõ (áåç 
ôèêñàöèè è îêðàøèâàíèÿ). Ïîëó÷åííûå íà ëàçåðíîì èíòåðôåðåíöèîííîì ìèêðîñêîïå ÌÈÌ-321 
(Ðîññèÿ) òðåõìåðíûå ôàçîâûå ïîðòðåòû ïîçâîëèëè íå òîëüêî îäíîçíà÷íî èäåíòèôèöèðîâàòü L-
ôîðìû áàêòåðèé, íî è ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ îïðåäåëèòü èõ îñíîâíûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû 
(äèàìåòð, ïåðèìåòð, âûñîòà, ïëîùàäü, îáúåì). Ñ ïðèìåíåíèåì ñîâðåìåííûõ àëãîðèòìîâ îáðàáîò-
êè ýòèõ äàííûõ âíóòðè íåñòàáèëüíûõ L-ôîðì çàðåãèñòðèðîâàíû êîëüöåâûå ñòðóêòóðû, èäåíòè-
ôèöèðîâàííûå íàìè êàê ÄÍÊ. Ãåòåðîìîðôèçì ñî âñåìè ïðîÿâëåíèÿìè L-òðàíñôîðìàöèè õàðàê-
òåðåí äëÿ ïàòîãåííûõ è óñëîâíî ïàòîãåííûõ áàêòåðèè (êàê â íîðìå, òàê è ïðè äåéñòâèè ëþáûõ 
àáèîòè÷åñêèõ è áèîòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ), ÷òî ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ âèäà. Èçó÷åíèå áèîëîãè÷å-
ñêèõ îñîáåííîñòåé L-òðàíñôîðìàöèè èìååò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìàíèÿ ïðîöåññîâ ñóùåñòâî-
âàíèÿ ïîòåíöèàëüíûõ ðåçåðâóàðîâ âîçáóäèòåëåé â ïðèðîäå, à òàêæå â ïàòîãåíåçå ðåöèäèâîâ 
õðîíè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. 
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Èçó÷åíèå òåîðåòè÷åñêèõ àñïåêòîâ áèîëîãè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ïà-
òîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ è èõ âûæèâàåìîñòè ïðè âîçäåéñòâèè L-òðàíñ-
ôîðìèðóþùèõ àãåíòîâ äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ àêòóàëüíûì. Êàê èçâåñòíî, ïîä 
âëèÿíèåì íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ ïîïóëÿöèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé 
ñïîñîáíû ïåðåõîäèòü â ñîñòîÿíèå ãåòåðîìîðôèçìà ñ ðàçëè÷íûìè ïðîÿâëå-
íèÿìè L-òðàíñôîðìàöèè, âêëþ÷àÿ îáðàçîâàíèå êëåòîê ñôåðîïëàñòíîãî èëè 
ïðîòîïëàñòíîãî òèïà ðàçíîãî ðàçìåðà è êîíôèãóðàöèè, à òàêæå ìåëêèõ L-
ôîðì, ëèøåííûõ êëåòî÷íûõ ñòåíîê (1-4). 

Íåñòàáèëüíûå L-ôîðìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êëåòêè, èçìåíèâøèå 
ìîðôîëîãè÷åñêèå, ôèçèîëîãè÷åñêèå è áèîõèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè è 
óòðàòèâøèå òèïè÷íûé áàêòåðèàëüíûé õàðàêòåð, íî ñîõðàíèâøèå ãåíîì è 
ïðè áëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ (ïèòàòåëüíûé ñóáñòðàò, òåìïåðàòóðà, ðÍ) 
ñïîñîáíûå ê ðåâåðñèè çà ñ÷åò ñàìîðåãóëèðóþùåéñÿ ñèñòåìû, íåîáõîäèìîé 
äëÿ ïîñòðîåíèÿ íîâîé êëåòî÷íîé ñòåíêè. Ñòàáèëüíûå L-ôîðìû — ýòî 
êëåòêè, ïîòåðÿâøèå ñïîñîáíîñòü ê ðåâåðñèè â èñõîäíîå ñîñòîÿíèå. Äî íà-
ñòîÿùåãî âðåìåíè íåò åäèíîãî ìíåíèÿ îá èõ ðîëè â áèîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññàõ êàê â îêðóæàþùåé ñðåäå, òàê è â îðãàíèçìå õîçÿèíà.  

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçûñêàíèå íîâûõ ñïîñîáîâ âûÿâëåíèÿ 
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L-ôîðì, à òàêæå îáúåêòèâíîé îöåíêè èõ ñòàáèëüíîñòè, ïîñêîëüêó äî íå-
äàâíåãî âðåìåíè ðåâåðñèÿ îñòàâàëàñü îñíîâíûì êðèòåðèåì ïðè èäåíòèôè-
êàöèè íåñòàáèëüíûõ L-ôîðì. 

Ìåòîäèêà. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà èñïîëüçîâàëè Salmonella 
enterica serovar typhimurium (øòàìì 1951 èç êîëëåêöèè ìóçåÿ Âñåðîññèéñêî-
ãî ÍÈÈ âåòåðèíàðíîé ñàíèòàðèè, ãèãèåíû è ýêîëîãèè).  

Äëÿ èçó÷åíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû ñàëüìîíåëë ïðåïàðàòû ôèêñèðîâàëè 
4 % ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì â ôîñôàòíîì áóôåðå (ðÍ 6,9-7,0), îáðàçöû 
îáåçâîæèâàëè è çàëèâàëè â ýïîêñèäíûå ñìîëû. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû êîí-
òðàñòèðîâàëè óðàíèëàöåòàòîì è èçó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîñâå÷èâàþ-
ùåãî ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà (ÏÝÌ) ñî ñêàíèðóþùåé ïðèñòàâêîé Hi-
tachi-800 (ßïîíèÿ).  

Ïðè èññëåäîâàíèè ïîïóëÿöèé â êîëîíèÿõ è ìèêðîêîëîíèÿõ ñ ñîõðà-
íåíèåì åñòåñòâåííîé àðõèòåêòîíèêè áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä, îñíîâàííûé 
íà ñïîñîáíîñòè áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ (ÁÀÂ), ïðîäóöèðóåìûõ 
Bacillus subtilis, äèôôóíäèðîâàòü ÷åðåç ïîðû ìåìáðàííûõ ôèëüòðîâ â ïëîò-
íóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó. Êóëüòóðó áàêòåðèé-àíòàãîíèñòîâ Â. subtilis (ÒÍÏ-
3, ïîëó÷åí èç êîëëåêöèè ìóçåÿ ßêóòñêîãî ÍÈÈ ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà) (50 ìêë, 
ïëîòíîñòü ñóñïåíçèè 109 êë/ìë) íàíîñèëè â âèäå êàïëè â öåíòð ìåìáðàí-
íîãî ôèëüòðà Âëàäèïîð (ÎÎÎ «Âëàäèïîð», Ðîññèÿ) ñ äèàìåòðîì ïîð 
0,22 ìêì, ïîìåùåííîãî íà ïîâåðõíîñòü ïëîòíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû ÌÏÀ, 
è êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ. ×åðåç 48 ÷ âûÿâëÿëñÿ îáèëüíûé ðîñò êîëî-
íèé. Òàêèå ôèëüòðû óäàëÿëè è âìåñòî íèõ ïîìåùàëè íîâûå, íà ïîâåðõ-
íîñòü êîòîðûõ íàíîñèëè âçâåñü èññëåäóåìûõ ñàëüìîíåëë (105 êë/ìë). Êîí-
òðîëåì ñëóæèëè âàðèàíòû, â êîòîðûõ ñàëüìîíåëëû ðîñëè áåç âîçäåéñòâèÿ 
ÁÀÂ Â. subtilis. Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñòàáèëüíîñòè L-ôîðì è âûÿâëåíèÿ ïðî-
öåññà ðåâåðñèè êëåòîê â èñõîäíóþ ôîðìó ÷àñòü ôèëüòðîâ ñ îòñóòñòâèåì âè-
äèìîãî ðîñòà áàêòåðèé ïîìåùàëè äëÿ ïîäðàùèâàíèÿ íà ïîâåðõíîñòü ñâåæåé 
ïèòàòåëüíîé ñðåäû (ÌÏÀ) è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ñóò ïðè 37 °Ñ. Âû-
ðîñøèå íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàííûõ ôèëüòðîâ êîëîíèè ôèêñèðîâàëè ïà-
ðàìè 25 % ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà, 2-êðàòíî îáåçâîæèâàëè ïàðàìè ïðîïè-
ëåíîêñèäà, ìîíòèðîâàëè íà ìåäíûå ïîäëîæêè è íàïûëÿëè çîëîòîì íà óñ-
òàíîâêå Hitachi-E-102 (ßïîíèÿ). Ìîðôîëîãèþ ïîïóëÿöèé ñàëüìîíåëë èñ-
ñëåäîâàëè íà ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Hitachi-800 ñî ñêàíèðóþùåé ïðè-
ñòàâêîé Hitachi-8010 (ßïîíèÿ) ïðè óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè 75 êÂ è èí-
ñòðóìåíòàëüíîì óâåëè÷åíèè îò ½1 äî ½30 000. 

Äëÿ ñðàâíåíèÿ ìîðôîëîãèè âûÿâëåííûõ ñòàáèëüíûõ è íåñòàáèëü-
íûõ L-ôîðì áàêòåðèé èñïîëüçîâàëè ìîäóëÿöèîííûé èíòåðôåðåíöèîííûé 
ìèêðîñêîï (ÌÈÌ, ìîäåëü ÌÈÌ-321) ïðîèçâîäñòâà ÎÎÎ «Ëàáîðàòîðèè 
ÀÌÔÎÐÀ» (Ðîññèÿ). Ïðåïàðàòû ãîòîâèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: íà çåð-
êàëüíóþ ïîäëîæêó, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòóþ òîíêèì ñëîåì ïàðàôèíà, íà-
íîñèëè 10 ìêë êóëüòóðû ñàëüìîíåëë (105 êë/ìë), êîòîðóþ, êàê ïðè ïðèãî-
òîâëåíèè ìàçêà êðîâè, ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî ñòåêëà ðàâíîìåðíî òîíêèì 
ñëîåì ðàñïðåäåëÿëè ïî ïîâåðõíîñòè. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññà L-òðàíñ-
ôîðìàöèè íà ïîâåðõíîñòü áàêòåðèé ïîìåùàëè êàïëþ ãëèöåðèíà ñ ðàñòâî-
ðåííûì â íåì òåòðàöèêëèíîì (25 ìêã).  

Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàì-
ìûõ ïàêåòîâ MIM-Visualizer ïðîèçâîäñòâà ÎÎÎ «Ëàáîðàòîðèè ÀÌÔÎÐÀ» 
(Ðîññèÿ) è Microcal ORIGN 

Ðåçóëüòàòû. Óëüðàñòðóêòóðíûé àíàëèç (ÏÝÌ) âûÿâèë ó ñàëüìî-
íåëë õàðàêòåðíîå äëÿ ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ñòðîåíèå êëåòî÷íîé 
ñòåíêè. Îíà ñîñòîÿëà èç íàðóæíîãî ëèïîïðîòåèäíîãî è âíóòðåííåãî ìóêî-
ïåïòèäíîãî (ïåïòèäîãèëèêàí) ñëîÿ â âèäå îäíîêîíòóðíîé ñòðóêòóðû, îï-
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ðåäåëÿþùåé ðèãèäíîñòü êëåòî÷íîé ñòåíêè. Çà íåé ðàñïîëàãàëñÿ æèçíåííî 
âàæíûé îðãàíîèä — öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, ïðåäñòàâëåííàÿ õàðàê-
òåðíîé òðåõñëîéíîé ëèïîïðîòåèäíîé ñòðóêòóðîé (ìåìáðàíà Ðîáåðòñîíà). 
Îñíîâíîé ãåíåòè÷åñêèé êîìïîíåíò áàêòåðèè — ìîëåêóëà ÄÍÊ (íóêëåîèä, 
íå èìåþùèé îáîëî÷êè) áûëà ñâîáîäíî ðàñïðåäåëåíà ñðåäè ðèáîñîì è ïî-
ëèðèáîñîì öèòîïëàçìû (5).  

Â òî âðåìÿ êàê óëüòðàñòðóêòóðíûé àíàëèç (ÏÝÌ) ïîçâîëÿåò âûÿâ-
ëÿòü òîëüêî ñòàòè÷åñêîå ñîñòîÿíèå îðãàíîèäîâ, ÌÈÌ äàåò âîçìîæíîñòü 
áåç òðóäîåìêîé ïðåäâàðèòåëüíîé ïðîáîïîäãîòîâêè èçó÷àòü â ðåæèìå ðå-
àëüíîãî âðåìåíè íàòèâíóþ ñòðóêòóðó áàêòåðèàëüíîé êëåòêè è åñòåñòâåí-
íîå ñîñòîÿíèå åå îðãàíîèäîâ. 

Ïðèíöèï äåéñòâèÿ èñïîëüçîâàííîãî íàìè ìèêðîñêîïà ÌÈÌ îñíî-
âàí íà èçìåðåíèè ðàçíîñòè ôàç ∆ϕ ïðè ïðîõîæäåíèè ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ 
÷åðåç ìèêðîîáúåêò (6, 7). Íà ðèñóíêå 1 (öâåòíàÿ âêëåéêà ïîñëå ñòð. 56) 
ñõåìàòè÷íî ïîêàçàíî âîçíèêíîâåíèå ëîêàëüíûõ çàäåðæåê ôàçû â ñëó÷àå 
ìîäåëüíîãî îáúåêòà — ýðèòðîöèòà ÷åëîâåêà. Äëÿ íàõîæäåíèÿ èñêîìîé 
ôóíêöèè ∆ϕ îáúåêò îñâåùàþò ïëîñêèì âîëíîâûì ôðîíòîì. Ïðè ïðîõîæ-
äåíèè ÷åðåç îáúåêò ôðîíò ïðèîáðåòàåò ëîêàëüíûå çàäåðæêè ôàçû, êîòîðûå 
çàâèñÿò îò ïëîòíîñòè è ãåîìåòðèè îáúåêòà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âåëè÷èíû çà-
äåðæêè èñïîëüçóåòñÿ èíòåðôåðîìåòð, â êîòîðîì ñâåòîâàÿ âîëíà, ïðîøåä-
øàÿ ÷åðåç îáúåêò, ñêëàäûâàåòñÿ ñ ïëîñêîé îïîðíîé âîëíîé. Âîçíèêàþùàÿ 
òàêèì îáðàçîì èíòåðôåðåíöèîííàÿ êàðòèíà ïîçâîëÿåò âû÷èñëèòü èñêîìóþ 
çàäåðæêó ôàçû ∆ϕ.  

Òðåõìåðíîå ïðåäñòàâëåíèå ôóíêöèè ∆ϕ(x, y, z) íàçûâàåòñÿ ôàçîâûì 
ïîðòðåòîì, êîòîðûé îòíîñÿò ê êëàññó ôóíêöèîíàëüíûõ èçîáðàæåíèé, ãäå 
èíôîðìàöèÿ ïðåäñòàâëåíà â âèäå ðàñïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâåííîãî ïàðà-
ìåòðà — ðàçíîñòè ôàç ∆ϕ(x, y) ñâåòîâîé âîëíû, ñâÿçàííîé ñ îïòè÷åñêîé 
ïëîòíîñòüþ èññëåäóåìîãî ìèêðîîáúåêòà. Äëÿ ïðîñòîòû âîñïðèÿòèÿ è èí-
òåðïðåòàöèè ôàçîâûõ ïîðòðåòîâ ðàçíîñòü ôàç, èçìåðÿåìàÿ â ãðàäóñàõ, ìî-
æåò áûòü âûðàæåíà â íàíîìåòðàõ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè âíóòðåííèõ ñòðóêòóð 
êëåòêè èñïîëüçîâàëñÿ ìåòîä ãðàäèåíòíîé ôèëüòðàöèè èçîáðàæåíèÿ, êîòî-
ðûé ïîçâîëÿåò âèçóàëèçèðîâàòü îáëàñòè ñ ìàêñèìàëüíîé êðóòèçíîé ðåëüå-
ôà. Ó ÌÈÌ-321 ðàçðåøåíèå ïðåâîñõîäèò òàêîâîå ó êëàññè÷åñêèõ îïòè÷å-
ñêèõ ìèêðîñêîïîâ è äîñòèãàåò îò 150 äî 15 íì â çàâèñèìîñòè îò îïòè÷å-
ñêèõ ñâîéñòâ èçìåðÿåìîãî îáúåêòà è òåõíèêè èññëåäîâàíèÿ. 

Íà èçîáðàæåíèÿõ ñàëüìîíåëë â êîíòðîëå, ïîëó÷åííûõ ìåòîäàìè 
ÏÝÌ (ðèñ. 2, À, ñì. öâåòíóþ âêëåéêó ïîñëå ñòð. 56) è ÌÈÌ (ñì. ðèñ. 2, 
Á), âèäíà ìíîãîñëîéíàÿ êëåòî÷íàÿ ñòåíêà, öèòîïëàçìà è íóêëåîèä. Ðàçíè-
öà â ðàçìåðàõ ñàëüìîíåëë áûëà îáóñëîâëåíà íåîäèíàêîâûìè ñïîñîáàìè 
ïðîáîïîäãîòîâêè: äëÿ èçó÷åíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû ïðîâîäèëè ôèêñàöèþ, 
îáåçâîæèâàíèå è çàëèâêó â ýïîêñèäíûå ñìîëû, ÷òî óìåíüøàåò îáúåì è 
ðàçìåðû ñòðóêòóðíûõ ýëåìåíòîâ áàêòåðèàëüíîé êëåòêè, â òî âðåìÿ êàê ïðè-
æèçíåííîå èññëåäîâàíèå íà ÌÈÌ-321 äàåò ðåàëüíûé ôàçîâûé ïîðòðåò ïî-
âåðõíîñòíûõ è âíóòðåííèõ ñòðóêòóð. 

Ïîñêîëüêó ïðè ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïðèìåíÿ-
ëèñü ùàäÿùèå ìåòîäû ôèêñàöèè è îáåçâîæèâàíèÿ, íå íàðóøàþùèå åñòå-
ñòâåííóþ àðõèòåêòîíèêó â ìèêðîáíîì ñîîáùåñòâå, óäàëîñü ïîëó÷èòü îáú-
åêòèâíóþ èíôîðìàöèþ î íàòèâíîì ñîñòîÿíèè áàêòåðèé â ïîïóëÿöèÿõ (8-
10). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî áàêòåðèè ôîðìèðóþò êîëîíèè è ìèêðîêîëî-
íèè, ãäå òåñíî ñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ ýêçîïðîäóêòîâ 
ðàçëè÷íîé ïðèðîäû, ïðîäóöèðóåìûõ êëåòî÷íîé ñòåíêîé è îáðàçóþùèõ 
ìåæêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, îò ñòåïåíè ðàçâèòèÿ êîòîðîãî çàâèñèò îáðàçîâà-
íèå ïîêðîâîâ — áèîïëåíîê (ñì. ðèñ. 2, Á, ñëåâà). 
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Êàê èçâåñòíî, íåáëàãîïðèÿòíîå âîçäåéñòâèå íà áàêòåðèè ïðèâîäèò ê 
íàðóøåíèþ íîðìàëüíîãî áèíàðíîãî äåëåíèÿ. Èñïîëüçîâàíèå ÌÈÌ-321 ïî 

çâîëèëî íà ðàííèõ ñòàäèÿõ â ðåàëüíîì âðåìåíè ðåãèñòðèðîâàòü âëèÿíèå L-
òðàíñôîðìèðóþùåãî ôàêòîðà. Òàê, ïðè âîçäåéñòâèè òåòðàöèêëèíà çàôèê-
ñèðîâàëè íàðóøåíèÿ öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ñòåíêè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î 
íà÷àëüíîé ñòàäèè ïðîÿâëåíèÿ ãåòåðîìîðôèçìà (ðèñ. 3, á, â; ñì. öâåòíóþ 
âêëåéêó ïîñëå ñòð. 56). 

Ïðè èññëåäîâàíèè 
L-òðàíñôîðìèðóþùåãî äåé-
ñòâèÿ ÁÀÂ, ïðîäóöèðóåìûõ 
B. subtilis, íà ïîïóëÿöèè 
ñàëüìîíåëë ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ÑÝÌ ìû íàáëþäà-
ëè îáðàçîâàíèå ìåëêèõ L-
ôîðì ðàçíîãî ðàçìåðà (0,2-
0,5 ìêì) (ðèñ. 4).  

Áûëî óñòàíîâëåíî, 
÷òî ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì 
êðèòåðèÿì L-ôîðìû ðàçëè-
÷àëèñü ìåæäó ñîáîé. ×àñòü 
ìåëêèõ êëåòîê èìåëè âèä 
âûïóêëîãî îäíîðîäíîãî øà-
ðà (ñì. ðèñ. 4, à; ðèñ. 5, å), 
â òî âðåìÿ êàê äðóãèå 
ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé óïëî-
ùåííóþ ñôåðó ñ âûðàæåí-
íûì òåìíûì öåíòðîì (ñì. 

ðèñ. 4, á; 5, æ). 
Äëÿ èçó÷åíèè çàêîíîìåðíîñòåé ïðîöåññîâ L-òðàíñôîðìàöèè èñ-

ñëåäîâàëè âîçäåéñòâèå áèîòè÷åñêèõ (áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå âåùåñòâà, 
ïðîäóöèðóåìûå B. subtilis) è àáèîòè÷åñêèõ (àíòèáèîòèê òåòðàöèêëèí) ôàê-
òîðîâ íà ïîïóëÿöèè ñàëüìîíåëë. 

Íà ôàçîâûõ ïîðòðåòàõ ñîäåðæàùåé è ëèøåííîé ÄÍÊ L-ôîðìû (ñì. 
ðèñ. 5, öâåòíàÿ âêëåéêà ïîñëå ñòð. 56) ÷åòêî âèäíî, ÷òî íåñòàáèëüíûå L-
ôîðìû (ñì. ðèñ. 5, à, ã, å), â êîòîðûõ ïðèñóòñòâóåò ÄÍÊ, ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé 
ñôåðó ñ âûïóêëîé âåðøèíîé, â òî âðåìÿ êàê ñòàáèëüíûå L-ôîðìû (ñì. ðèñ. 5, 
á, ä, æ) áûëè óïëîùåííûìè, ñ ïóñòûì öåíòðîì, ÷òî îòðàæåíî íà ïðîôèëÿõ 
ôàçîâûõ ïîðòðåòîâ (ñì. ðèñ. 5, â). 

Ïðè ñðàâíåíèè ãðàäèåíòíûõ ôàçîâûõ ïîðòðåòîâ, ïîëó÷åííûõ íà 
ÌÈÌ-321, ó ÷àñòè L-ôîðì â öåíòðå âûÿâëÿëèñü ïëîòíûå êîëüöåâèäíûå 
ñòðóêòóðû, ïðåäïîëîæèòåëüíî èäåíòèôèöèðîâàííûå íàìè êàê ÄÍÊ (ñì. 
ðèñ. 5, ã), êîòîðûå, îäíàêî, îáíàðóæèâàëèñü íå âñåãäà (ñì. ðèñ. 5, ä).  

Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ òåòðàöèêëèíà ÷èñëî íåñòàáèëüíûõ L-ôîðì, ñî-
äåðæàùèõ ÄÍÊ è ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíûõ ê ðåâåðñèè, â ïîïóëÿöèÿõ íå 
ïðåâûøàëî 25 % èññëåäóåìûõ êëåòîê. Ïîëó÷åííîå íàìè â ðåçóëüòàòå ñòà-
òèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå ñòàáèëüíûõ è íåñòàáèëü-
íûõ L-ôîðì — âåëè÷èíà íåïîñòîÿííàÿ, êîòîðàÿ çàâèñåëà â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü îò L-òðàíñôîðìèðóþùåãî àãåíòà, à òàêæå îò ðÿäà äðóãèõ ôàêòîðîâ, 
òðåáóþùèõ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.  

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðîöåññ ðåâåðñèè êëåòîê â èñõîäíîå ñîñòîÿ-
íèå çàíèìàë áîëüøå âðåìåíè, ÷åì íîðìàëüíîå ðàçâèòèå áàêòåðèàëüíîé 
ïîïóëÿöèè (5 ñóò). Ïîñëå ïîäðàùèâàíèÿ íà ìåìáðàííûõ ôèëüòðàõ íàáëþ-

Ðèñ. 4. Íåñòàáèëüíûå (à) è ñòàáèëüíûå (á) L-ôîðìû 
Salmonella enterica serovar typhimurium ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, ïðîäóöèðóåìûõ Bacillus
subtilis. Ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï Hitachi-800 (ßïîíèÿ) ñî 
ñêàíèðóþùåé ïðèñòàâêîé Hitachi-8010. 
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äàëñÿ òðóäíîðàçëè÷èìûé íåêîíòðàñòíûé ðîñò êóëüòóðû â âèäå óïëîùåí-
íûõ ìåëêèõ êîëîíèé (ðèñ. 6, à). 

 

Ðèñ. 6. Ðåâåðñèÿ íåñòàáèëüíûõ L-ôîðì â ïîïóëÿöèè Salmonella enterica serovar typhimurium: à —
ðîñò íà ìåìáðàííûõ ôèëüòðàõ Âëàäèïîð (ÎÎÎ «Âëàäèïîð», Ðîññèÿ) íà ÌÏÀ, á — èçî-
áðàæåíèå ìèêðîêîëîíèè, ïîëó÷åííîå ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
(ÑÝÌ). Ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï Hitachi-800 (ßïîíèÿ) ñî ñêàíèðóþùåé ïðèñòàâêîé Hi-
tachi-8010. 

 

Èññëåäîâàíèå ìåòîäîì ÑÝÌ ïðîäåìîíñòðèðîâàëî, ÷òî â öåíòðàëü-
íîé ÷àñòè ïîïóëÿöèè èìåþòñÿ êëåòêè, ñïîñîáíûå ê ðåâåðñèè â èñõîäíîå 
ñîñòîÿíèå, íà ÷òî óêàçûâàëî ôîðìèðîâàíèå íà ïîâåðõíîñòÿõ ïîêðîâîâ, êî-
òîðûå ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ òîëüêî ïðè ïîëíîé ðåïàðàöèè êëåòî÷íûõ ñòå-
íîê. Ïðîöåññ ðåâåðñèè ñâèäåòåëüñòâîâàë î òîì, ÷òî ýòè íåñòàáèëüíûå L-
ôîðìû ñîäåðæàëè ïîëíîöåííûé ãåíîì è ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿëè ìîðôîëî-
ãè÷åñêèå, áèîõèìè÷åñêèå è ïàòîãåííûå ñâîéñòâà. Â òî æå âðåìÿ ïî ïåðè-
ôåðèè êîëîíèè îáíàðóæèâàëèñü åäèíè÷íûå ðàçðîçíåííûå óïëîùåííûå 
êëåòêè ñ òåìíûì öåíòðîì — ñòàáèëüíûå L-ôîðìû (ñì. ðèñ. 6, á), íå ñïî-
ñîáíûå ê ðåâåðñèè âñëåäñòâèå íåïîëíîöåííîñòè ÄÍÊ, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàñ-
ñìàòðèâàòü èõ êàê ìîðôîëîãè÷åñêèõ ìóòàíòîâ, ôåíîòèï êîòîðûõ ãåíåòè÷å-
ñêè äåòåðìèíèðîâàí (3).  

Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèå ïðîöåññà L-òðàíñôîðìàöèè â ïîïó-
ëÿöèè Salmonella enterica serovar typhimurium ìåòîäàìè ñêàíèðóþùåé, ïðî-
ñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé (ÑÝÌ, ÏÝÌ) è ëàçåðíîé ìîäóëÿöèîííîé èí-
òåðôåðåíöèîííîé ìèêðîñêîïèè (ÌÈÌ) äàëî âîçìîæíîñòü âûÿâèòü çàêî-
íîìåðíûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè L-ôîðì, ñïîñîáíûõ ðåâåðñèðîâàòü â 
èñõîäíîå ñîñòîÿíèå. Ñ ïîÿâëåíèåì ìåòîäîâ îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè, îá-
ëàäàþùèõ ñâåðõðàçðåøåíèåì, ñòàëî äîñòóïíî èçó÷åíèå L-òðàíñôîðìàöèè 
â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè íà æèâûõ áàêòåðèÿõ (áåç ôèêñàöèè è îêðà-
øèâàíèÿ). Ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ÌÈÌ òðåõìåðíûå ôàçîâûå ïîðòðåòû 
ïîçâîëèëè íå òîëüêî îäíîçíà÷íî èäåíòèôèöèðîâàòü L-ôîðìû áàêòåðèé, 
íî è ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ îïðåäåëèòü îñíîâíûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïàðà-
ìåòðû êëåòîê (äèàìåòð, ïåðèìåòð, âûñîòà, ïëîùàäü, îáúåì). Ñ ïðèìåíåíè-
åì ñîâðåìåííûõ àëãîðèòìîâ îáðàáîòêè ýòèõ äàííûõ âíóòðè íåñòàáèëüíûõ 
L-ôîðì çàðåãèñòðèðîâàíû êîëüöåâûå ñòðóêòóðû (ïðåäïîëîæèòåëüíî ÄÍÊ). 
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ãåòåðîìîðôèçì ñî âñåìè ïðîÿâëåíèÿìè L-òðàíñ-
ôîðìàöèè õàðàêòåðåí äëÿ ïîïóëÿöèé ïàòîãåííûõ è óñëîâíî ïàòîãåííûõ 
áàêòåðèé è ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ âèäà êàê â íîðìå, òàê è ïðè âîçäåé-
ñòâèè ëþáûõ àáèîòè÷åñêèõ è áèîòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Èçó÷åíèå áèîëîãè÷å-
ñêèõ îñîáåííîñòåé L-òðàíñôîðìàöèè èìååò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìà-
íèÿ ïðîöåññîâ ñóùåñòâîâàíèÿ ïîòåíöèàëüíûõ ðåçåðâóàðîâ âîçáóäèòåëåé â 
ïðèðîäå, à òàêæå â ïàòîãåíåçå ðåöèäèâîâ õðîíè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.     
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S u m m a r y  
 

The existence of bacteria without a cell wall was found to be a quite specific and wide-
spread phenomenon, which could not be explained in terms of classical microbiology. The L-
transformation of bacteria makes difficult determining the athogens and leads to the false-negative 
conclusions of biological assays because of L-forms are in uncultivated state. The L-transformation 
caused by abiotic (tetracycline) and biotic (Bacillus subtilis) factors as well as reversion of L-forms 
were studied in Salmonella enterica serovar typhimurium population using transmission electron and 
laser interference microscopy. The morphological parameters of L-forms, which are able to reverse 
in an initial state, were revealed. Development of super-resolution optical microscopy methods 
makes possible conducting real-time studies of L-transformation with the living non-modified bacte-
ria. The 3D phase portraits obtained using laser interference microscope MIM-321 make it possible 
to identify L-forms clearly as well as to determine its basic morphological parameters (diameter, pe-
rimeter, height, surface, volume). The ring shaped structures (supposedly identified as DNA) were 
detected using the modern algorithms of signal processing. It is important to note that heteromor-
phism including all stages of L-transformation is inherent for all pathogenic and conditionally patho-
genic bacteria (both in normal conditions and under biotic and abiotic factors treatment) to provide 
population survival. The study of L-transformation is extremely important for understanding of po-
tentially infectious agent’s reservoirs as well as chronic disease relapses in vivo. 
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