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В микробиологии световая микроскопия яв-
ляется бесспорным лидером среди всех методов 
визуализации в силу доступности, относительной 
простоты приготовления исследуемых образцов, 
а также возможности изучения биологических 
структур в близких к природным условиях. 
Слабой стороной оптических приборов является 
ограниченная дифракционным пределом разреша-
ющая способность. Именно поэтому ультраструк-
туру микроорганизмов удалось изучить и описать 
лишь с появлением электронной микроскопии в 
40-е гг. XX в. Однако электронная микроскопия, 
до настоящего времени являющаяся единствен-
ным методом визуализации нанометрового 
разрешения, имеет ряд недостатков, главные из 
которых – сложность приготовления препаратов 
и необходимость проведения исследований в ус-
ловиях высокого вакуума. 

В 1981 г. Гердом Биннигом и Генрихом 
Рорером был изобретен сканирующий зондо-
вый микроскоп (Нобелевская премия 1986 г.), 
в основе работы которого лежит регистрация 
взаимодействия, возникающего между зондом 
и поверхностью образца при сканировании. В 
настоящее время существует целое семейство 
зондовых микроскопов, один из которых – атом-
но-силовой микроскоп (АСМ) – наиболее актив-
но используется для изучения биологических 
образцов микронного и субмикронного уровня 
организации благодаря простой процедуре 
пробоподготовки и возможности визуализации 
объектов практически в любой биологической 
среде. 

Существование бактерий во многом зависит 
от влияния различных условий среды обитания. 
При воздействии неблагоприятных факторов 
окружающей среды реализуются адаптационные 
свойства микроба, которые могут проявляться 
в обратимых или необратимых изменениях по-
верхностных структур клетки [1]. Они могут 
быть зарегистрированы с использованием ряда 
методов микроскопической техники, в том числе 
атомно-силовой микроскопии (АСМ) [2]. АСМ 
позволяет оценить морфологические и механи-
ческие параметры бактерий, изменяющиеся под 
влиянием биотических и абиотических факторов. 

Так, под действием катионных антимикроб-
ных пептидов, например магаинина 2, отмечено 
изменение упруго-механических свойств Esch-
erichia coli: снижение значений модуля Юнга 
на 25,89 % [3]. Для клеток Bacillus cereus сни-
жение этого показателя составило 41,44 % [3]. 
Действие антибиотика ампициллина на клетки 
B.cereus вызывало несколько типов изменений 
у микробной клетки, которые стало возможно 
оценить с помощью АСМ не только качественно, 
но и количественно. При сравнении с контроль-
ными показателями часть бактериальных клеток 
изменила свои линейные размеры в сторону 
снижения длины в 1,2‒1,7 раза, увеличения 
ширины в 1,8‒2,0 раза, некоторые клетки при-
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няли сферическую форму. Другой показатель 
поверхности клеточной стенки – шероховатость 
(Rq) возрос до 11,37±3,54 нм, что в 4‒5 раз пре-
вышает контрольные значения [3]. Аналогичные 
результаты были получены с помощью АСМ и 
другими исследователями [4, 5]. Например, при 
изучении влияния ванкомицина и оритаванцина 
на Helicobacter pylori отмечено резкое снижение 
линейных размеров клеток и увеличение шеро-
ховатости их поверхности [4]. 

При использовании полуконтактного метода, 
а также методов рассогласования и отображения 
фазы в реальном времени была изучена морфо-
логия клеточной стенки бактерий, обработанных 
катионным антимикробным пептидом (КАМП) 
или пептидом СМ15 [2, 6]. Установлено, что в 
клетке происходит формирование пор диаметром 
от 2 до 4 нм, а также увеличивается средняя ква-
дратичная шероховатость их поверхности. При 
этом действие препаратов на грамположительные 
бактерии проявлялось в меньшей степени, чем на 
грамотрицательные [2, 6].

С помощью полуконтактного метода и мето-
да постоянной высоты АСМ рядом исследовате-
лей выявлена зависимость степени разрушения 
клеток E.coli от концентрации и времени воздей-
ствия антибиотика на патогенные микроорганиз-
мы [7, 8]. Ранее нами с помощью бесконтактного 
режима АСМ (в жидкости) показано, что при 
воздействии неомицина В сульфата и гентами-
цина на штаммы E.coli, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa наблюдалось снижение 
высоты (толщины) бактерий на 50% через 33 мин 
экспозиции [8]. Кроме того, для каждого вида 
бактерий минимальная концентрация антибак-
териального препарата, оказывающего влияние 
на клетку, была различной. Были установлены 
минимальные концентрации антибиотика, вли-
яющие на микробную клетку для каждого вида 
бактерий [8].

Под воздействием антибиотиков происходи-
ли изменения не только толщины бактерий, но и 
индекса I (соотношение ширины бактерий к их 
высоте), которые указывают на запуск защитных 
механизмов бактериальной клеткой, а также 
увеличение шероховатости поверхности клетки 
и силы адгезии. При этом изменение последних 
показателей зависело от степени воздействия 
антибактериальных препаратов. Максимальное 
воздействие оказывал антибактериальный пре-
парат в концентрациях от 20 до 40 мкг/мл.

Под воздействием муцина в различных 
физиологических условиях – на воздухе, в воде и 
среде культивирования наблюдаются изменения 
линейных размеров E.coli и Proteus mirabilis R45 

[9], например, длины, длины и ширины. Более 
того, с применением методов постоянной высоты 
АСМ и туннельной микроскопии была установле-
на динамика изменений длины, ширины и высоты 
в зависимости от физиологических условий – на 
воздухе, в воде и среде культивирования. 

Метод модуляции силы также был успешно 
использован для изучения адгезионного взаимо-
действия химиотерапевтических веществ с по-
верхностью различных материалов, а также для 
изучения лекарственного и других воздействий 
факторов внешней среды на микроорганизмы 
[10, 11] – антибактериальных препаратов и ин-
терферонов. 

В настоящее время накоплен достаточно 
большой опыт использования атомно-силовой 
микроскопии для оценки воздействия на бактери-
альную клетку неорганических и органических 
веществ, биологически активных соединений, 
а также вирусных частиц (на примере бактери-
офагов).

С использованием метода рассогласования 
АСМ [12] было изучено взаимодействия холер-
ных бактериофагов со штаммами V.cholerae. 
Установлено, что через 30 мин инкубации диа-
гностических бактериофагов с вибрионами про-
исходят заметные изменения клеточной стенки 
с максимальной адсорбцией фаговых частиц на 
поверхности клеток и началом выхода фагов 
наружу. Через 60 мин наблюдается разрушение 
клеток бактерий [12]. 

Изменение рН среды обитания микроор-
ганизмов может вызывать различные реакции. 
Так, бактерии Shigella sonnei ATCC25931, на-
ходящиеся в кислой среде (рН 3,5) в течение 
60 мин, формируют защитный слой [13]. 

На адгезию клеток к поверхностям оказы-
вают влияние условия роста микроорганизма. С 
помощью методов АСМ различными авторами 
показано, что при кислых значениях рН среды 
микроорганизмы более активно прикрепляются 
к поверхности субстрата [13, 14]. 

При определении адгезии клеток Azospirillum 
brasilense к подложке в условиях роста в течение 
2 ч при температуре 30 °С и в течение 24 ч при 
40 °С методом модуляции силы, Fadh составила 
0,8±0,2 и 0,2±0,02 нН соответственно [15]. 

При воздействии веществ, оказывающих 
влияние на адгезию грамположительных и грамо-
трицательных (E.coli, S.aureus) бактерий, напри-
мер клюквенного сока, выявлено существенное 
снижение показателя силы адгезии для E.coli, но 
не для S.aureus [16]. 

В последние годы пристальное внимание 
уделяется вопросам взаимодействия углеродных 
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наноматериалов с биологическими объектами 
[17], в частности с микроорганизмами. 

Рядом авторов на модели грамположитель-
ных и грамотрицательных бактерий показано 
влияние различных веществ (хитозана, наноча-
стиц ZnO, фуллеренов C60) на клеточную по-
верхность, вызывающих ее изменения [18‒21]. 
Установлено, что при воздействии хитозана с 
молекулярной массой 628 кДа происходит сни-
жение линейных размеров модельных микроор-
ганизмов в 1,8‒2,3 раза [19]. При исследовании 
влияния фуллеренов на микробную клетку 
отмечено увеличение проводимости клеточной 
стенки до 32,3% в зависимости от концентрации 
частиц [21].

Особый интерес представляют данные, по-
лученные при изучении процесса прорастания 
спор в благоприятных условиях (при наличии 
воды и питательных веществ). Размер спор 
был определен ранее ‒ 1,2‒1,27×0,74‒0,8 мкм 
[15, 22]. Авторы в своей работе показали, что 
в процессе герминации спор их размер увели-
чивается с 0,8‒0,9 мкм до 3,4‒3,8 мкм за 3 ч 
[22, 23]. Кроме того, меняется архитектоника 
поверхности клетки: изменяются борозды на 
поверхности спор в процессе их прорастания 
[22, 24].

На модели E.coli, Bacillus subtilis с помощью 
атомно-силовой микроскопии показано воздей-
ствие 2,5% глутаральдегида, 10% формалина, 
4% параформальдегида, а также смеси метанол/
ацетон в соотношении 1:1 и этанол/уксусная 
кислота в соотношении 3:1. Установлено, что 
из всех вариантов химического воздействия на 
микробную клетку только 2,5% глутаральдегид 
полностью сохраняет ультраструктуру микроб-
ной клетки и может быть использован в качестве 
фиксатора [25, 26]. Эффективность использова-
ния глутарового альдегида для фиксирования 
была также показана рядом исследователей. 

Проведенные нами исследования показали, 
что под влиянием биогенного амина серотонина 
на клетки F.tularensis 15НИИЭГ в них наблюдает-
ся увеличение толщины слоя капсулоподобного 
вещества в 5,8 раза по сравнению с контролем: 
196,5 и 33,4 нм соответственно [27].

Такие изменения в клетке туляремийного 
микроба могут быть связаны с одним из меха-
низмов повышения устойчивости возбудителей 
инфекционных болезней к стрессовым факто-
рам, что связано с продукцией на поверхности 
клеток дополнительного экзополисахаридного 
слоя (ЭПС) [28].

Методами контактной АСМ изучены упру-
гие свойства бактерий, входящих в состав био-

пленки в условиях неблагоприятного действия 
NaCl на E.coli, B.subtilis, Micrococcus luteus, 
Pseudomonas putida. Установлено, что сила жест-
кости варьировала в диапазоне от 0,16±0,1 Н/м 
до 0,41±0,1 Н/м [29].

Ранее нами было показано, что максималь-
ное увеличение индекса I, отражающего защиту 
бактериальной клетки от воздействия неблаго-
приятного фактора, в 1,75 раза наблюдается под 
воздействием 3М гипертонического раствора 
хлорида натрия в течение 120 мин [30]. Такая же 
зависимость наблюдалась для показателей шеро-
ховатости и силы адгезии: увеличение по срав-
нению с нормой в 1,8 и 1,5 раза соответственно.

Таким образом, представленные выше све-
дения отечественных и зарубежных исследова-
телей, а также данные, полученные нами ранее, 
показывают, что под воздействием биотических 
и абиотических факторов происходят изменения 
ряда параметров ультраструктуры поверхности 
бактериальных клеток: шероховатости, индекса I, 
силы адгезии, силы жесткости, а также морфоме-
трических показателей: толщины, высоты, длины. 
Качественная и количественная оценка данных 
показателей может быть успешно выполнена с 
использованием разнообразных методов АСМ.

Благодаря своим возможностям данный 
тип микроскопической техники может быть ис-
пользован для комплексной оценки состояния 
бактериальных клеток в различных условиях 
существования и при разнообразных воз-
действиях, в том числе антибактериальных и 
антисептических препаратов, при тестировании 
новых химических соединений в качестве дезин-
фицирующих средств, изучении специфического 
лизиса бактерий бактериофагами, осмотическом 
стрессе и других воздействиях.
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