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РЕФЕРАТ 
Несмотря на бурное развитие молекулярно-генетических методов 
исследования, буквально перевернувших наши представления о 
микроорганизмах, классические для микробиологии методы всё 
ещё не теряют своей актуальности. Особенно это касается вопро-
сов, когда необходимо установить наличие у бактерии органелл 
или способности к токсинообразованию. В настоящей статье рас-

смотрены возможности визуализации параспоральных тел на примере B. thuringiensis с 
помощью окраски кумасси бриллиантовым синим. В работе использовались штаммы B. 
thuringiensis ИПМ-3 (Н-1), ИПМ-4 и ИПМ-4, а также штамм B. anthracis ∆ Ames 
(отрицательный контроль). Из единичных колоний культур, выращенных на агаре Хот-
тингера, готовили мазки как это принято в лабораторной практике, после чего окрашива-
ли смесью, состоящей из 0,133% кумасси бриллиантового синего (G) в 50% растворе 
уксусной кислоты, и микроскопировали.  Исследование мазков показало, что наилучшая 
визуализация параспоральных тел достигается при использовании двухсуточной культу-
ры, а также экспозиции красителя в течении 30 минут. В этом случае достигается визуа-
лизация параспоральных тел в виде тёмно-синих структур на фоне светло-синих клеток 
и блестящих овальных спор во всех полях зрения. Предложенный способ окраски позво-
ляет относительно просто визуализировать параспоральные тела, а также споры, что 
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особенно важно при дифференцировке B. anthracis.   Кроме того, визуализация спор в 
случае B. anthracis позволяет оценить качество споруляции, что делает предложенный 
способ безопасным конкурентом существующих. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Интересной особенностью некоторых 

спорообразующих бацилл является фор-
мирование «придатков, прикреплённых к 
концам эндоспор, или спиралевидных 
структур, окружающих эндоспоры», ко-
торые в начале XX века описал Поль Де-
безьё, назвав «параспоральными тела-
ми» [1, 2]. И хотя он смог обнаружить их 
только в случае бацилл, выделенных из 
кишечного тракта насекомых, уже к сере-
дине века стало понятно, что они форми-
руются у разных представителей рода 
Basillus [3]. Обнаружение этих органелл 
опровергло представление о том, что про-
кариотические клетки имеют простую 
структуру [4], а также позволило пере-
осмыслить видовую принадлежность 
внутри такой мономорфной группы, как 
Bacillus cereus complex. В частности, от-
сутствие параспоральных тел у штаммов, 
считающихся B. thuringiensis, заставляет 
усомниться в их видовой принадлежно-
сти, поскольку именно в них синтезирует-
ся инсектицидный Bt-токсин. Это важно, 
поскольку штаммы B thuringiensis нахо-
дят широкое применение в сельском хо-
зяйстве [5] и, следовательно, использова-
ние «не того» штамма может привести к 
нежелательным последствиям. Так, ис-
пользование штамма, ошибочно отнесён-
ного к B.  thuringiensis, спровоцировало 
массовые инвазии китайских триониксов 
(Tryonyx sinensis) с летальным исходом, 
происходящие с 2013 года на фермах Ки-
тая и Тайваня. Выделенный от них штамм 
JMT, позднее идентифицированный как 
B. tropicus, был занесён с соседнего поля, 
где применялся в качестве биопестицида 
[6, 7]. Таким образом, возможность опре-
деления наличия параспорального тела 
рутинными микробиологическими мето-
дами является важным инструментом для 
идентификации штаммов в сельском хо-
зяйстве. Кроме того, это может быть по-
лезно и в практическом здравоохранении, 
для дифференцировки спор B. anthracis, у 
которых данная органелла отсутствует.  

Важно понимать, что окраска парас-
поральных тел дело непростое. Ещё С.Р. 
Датки в 1940 году писал, что «спора и 
гранула [т.е. параспоральное тело] гомо-
логичны по структуре, и они не впитыва-
ют ни красители, ни йод» [8]. Тем не 
менее, в 2002 году был предложен способ 
окраски на основе трифенилметанового 
красителя кумасси бриллиантового сине-
го (Coomassie Brilliant Blue), используе-
мого в текстильной промышленности [9]. 
Этот краситель также применяется для 
окраски белков: «R» вариант с 1964 года 
[10], а «G» вариант в растворе уксусной 
кислоты в метаноле – с 1967 года [11].  

Суть предложенного в 2002 году ме-
тода, использованного для идентифика-
ции B. thuringiensis [7] и B. tropicus JMT 
[9], сводится к приготовлению фиксиро-
ванного пламенем мазка суточной бакте-
риальной культуры, на который наносит-
ся краска (0,133% кумасси бриллиантово-
го синего в 50% растворе уксусной кис-
лоты). Далее мазок промывается дистил-
лированной водой, высушивается и мик-
роскопируется в 100-кратном увеличении 
c помощью светового микроскопа под 
масляным иммерсионным объективом. 

Поскольку описание методики крайне 
скудно (в частности, непонятно, какую 
форму красителя использовать и какова 
длительность его экспозиции), а приве-
дённые в публикациях изображения спор-
ны, в настоящей статье мы уточним мето-
дику, а также покажем возможности её 
применения для окраски спор. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

В настоящей работе были использова-
ны штаммы, формирующие при спорооб-
разовании параспоральные тела, а именно 
B. thuringiensis: ИПМ-3 (Н-1), выделен-
ный в Узбекистане, Ташкент; ИПМ-4, 
выделенный во Франции и переданный из 
коллекции Institut Pasteur; ИПМ-26 
Giensis (insectus) выделенный в России, 
Красноярск. В качестве отрицательного 
контроля использовался штамм B. anthra-
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cis ∆ Ames. Все штаммы получены нами 
из Государственной коллекции патоген-
ных микроорганизмов и клеточных куль-
тур «ГКПМ-Оболенск».  

Штаммы рассеивали до единичных 
колоний и культивировали при 28˚С на 
плотной питательной среде «агар Хоттин-
гер» (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия). Через 24 
и 48 часов из единичных колоний приго-
тавливали мазок, высушивали, фиксиро-
вали и окрашивали в течение одной и 30 
минут, после чего краситель удаляли ди-
стиллированной водой, а окрашенный 
мазок высушивали.  

Фиксация препаратов с культурами B. 
thuringiensis осуществлялась над пламе-
нем горелки, а с культурой B. anthracis ∆ 
Ames – в фиксирующем растворе (смесь 
96% раствора этилового спирт и 3% рас-
твора перекиси водорода).  

Для окрашивания мазков использова-
ли свежеприготовленный реактив, состо-
ящий из 0,1% Coomassie Brilliant Blue G 
250 C.I. 42655 (Serva, USA) в 50% раство-
ре уксусной кислоты. 

Исследование окрашенных мазков 
проводили с использование иммерсион-
ной системы «Микромед Р-
1» (Микромед, Китай) (окуляр – 10×, объ-

ектив – 100×), иммерсионного масла 
(Альтами, Россия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
 Исследование окрашенных мазков из 

суточной культуры не выявило отличий в 
окраске, причём одноминутное окрашива-
ние, считающееся наиболее эффективным 
для бацилл [12], не привело к закрепле-
нию красителя, в связи с чем было приня-
то решение осуществлять экспозицию в 
30 минут в жидкой камере, а также ис-
пользовать для приготовления мазков 
двухсуточную культуру в фазе отмирания 
или споруляции вегетативных клеток, для 
которой выше вероятность наличия сфор-
мированных пароспоральных тел. Иссле-
дование окрашенных мазков из этой куль-
туры (для всех исследованных штаммов) 
позволило во всех полях зрения чётко 
визуализировать параспоральные тела в 
виде тёмно-синих структур на фоне свет-
ло-синих клеток и блестящих овальных 
спор. При этом, у контрольного штамма 
эта структуры отсутствовали, а дозреваю-
щие споры располагались по всему пери-
метру цепей, что характерно для сибире-
язвенного микроба. Полученные резуль-
таты представлены на Рис.1.  

Рисунок 1 – Микропрепараты  
B. thuringiensis ИПМ-3 (Н-1), ИПМ-4, 
ИПМ-26 Giensis (insectus), а также  
B. anthracis ∆Ames (отрицательный  

контроль) через 24 и 48 часов культиви-
рования. Можно видеть параспоральные 

тела в виде тёмно-синих структур 
(белые стрелки) на фоне светло-синих 

клеток и блестящих овальных спор 
(чёрные стрелки). окуляр – 10×, объектив 
– 100× окраска кумасси бриллиантовым 

синим (время экспозиции – 30 минут). 
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ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Проведённое нами исследование чёт-

ко показывает возможность применения 
данной методики для визуализации парас-
поральных тел только в случае использо-
вания двухсуточной культуры, выращен-
ной на плотной питательной среде, при 
получасовой экспозиции красителя. В 
этом случае получается чётко визуализи-
ровать параспоральные тела во всех полях 
зрения. Кроме того, окраска позволяет 
визуализировать споры, что стало для нас 
открытием, поскольку значительно рас-
ширило границы применения способа, 
сделав возможным определять качество 
споруляции культур сибиреязвенного 
микроба. Это особенно важно ввиду того, 
что в настоящее время в лабораторной 
практике, согласно МУК 4.2.2413-08, 
окрашивание спор осуществляют исклю-
чительно карболовым функсином по 
Цилю-Нильсену, однако необходимость 
использования множества компонентов с 
разным временем экспозиции делает дан-
ный метод окраски трудновоспроизводи-
мым. Кроме того, имеются значительные 
сложности в интерпретации результатов 
окрашивания, поскольку отличать бакте-
риальные споры от всевозможных арте-
фактов бывает весьма затруднительно: 
споры, в зависимости от степени их жиз-
неспособности, могут визуализироваться 
розовыми с более интенсивной окраской 
по периферии (жизнеспособные), красны-
ми (слабо жизнеспособные) либо синими 
(не жизнеспособные).  

Справедливости ради надо сказать, 
что в качестве альтернативы окраски кар-
боловым функсином по Цилю-Нильсену 
предлагается микроскопия чистой сибире-
язвенной культуры методами раздавлен-
ной или висячей капли [13]. Однако эти 
методы не безопасны с точки зрения рис-
ка вероятности аварийных ситуаций и, 
потенциально, аварий с возбудителем 
особо опасной инфекции, и поэтому не 
подходят для работы с активным материа-
лом. Все остальные существующие клас-
сические методы подразумевают исполь-
зование прогревания (кипячения) препа-
рата с красителем или использования ки-

пящих растворов (1% HCl, 1% HNO3 или 
0.5%H2SO4), что в свою очередь уже уве-
личивает не только риск аварии, но и воз-
можность получения специалистом хими-
ческих ожогов. В этом смысле предлагае-
мый нами способ выигрывает своей про-
стотой исполнения и интерпретации. 
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ABSTRACT 

Despite the rapid development of molec-
ular genetic methods of research, which 
have literally overturned our understanding 
of microorganisms, the classical methods of 
microbiology still do not lose their rele-
vance. Especially it concerns questions 
when it is necessary to establish the presence 
of organelles or toxin-forming ability in a 
bacterium. In the present article the possibil-
ities of visualisation of parasporal bodies on 
the example of B. thuringiensis by means of 
Cumassi Brilliant Blue staining are consid-
ered. B. thuringiensis strains IPM-3 (H-1), 
IPM-4 and IPM-4, as well as B. anthracis ∆ 
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Ames strain (negative control) were used in 
this work. From single colonies of cultures 
grown on Hottinger's agar, smears were pre-
pared as is customary in laboratory practice, 
then stained with a mixture consisting of 
0.133% Cumassi Brilliant Blue (G) in 50% 
acetic acid solution and microscoped. Exam-
ination of smears showed that the best visu-
alisation of parasporal bodies is achieved 
when a two-day culture is used, and dye 
exposure for 30 minutes. In this case visuali-
sation of parasporal bodies in the form of 
dark-blue structures on the background of 
light-blue cells and shiny oval spores in all 
fields of view is achieved. The proposed 
staining method allows for relatively simple 
visualization of parasporal bodies and 
spores, which is especially important when 
differentiating B. anthracis from other repre-
sentatives of the Bacillus cereus complex. In 
addition, visualization of spores in the case 
of B. anthracis allows for evaluation of the 
quality of sporulation, making the proposed 
method a safe competitor to existing ones. 
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