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Целью исследования явилась оценка особенностей 
воздействия гамма-лучей на ультраструктурную орга-
низацию бактерий Brucella melitensis штамма Rev-1 с 
применением анализа морфометрических показателей 
и выявление релевантных количественных характери-
стик воздействия этого физического фактора. В задачи 
входило проведение расчетов морфометрических ха-
рактеристик нативных и облученных бактерий, обра-
ботка полученных данных, формулировка выводов о 
значимости различных переменных при оценке влия-
ния γ-лучей на ультратонкое строение бактерий и о 
факте присутствия данного влияния. Объектом для 
эксперимента служила гамма-облученная культура 
Brucella melitensis штамма Rev-1, выращенная на пече-
ночном агаре. Электронную микроскопию проводили 
посредством метода ультратонких срезов с привлече-
нием возможностей трансмиссионного электронного 
микроскопа JEM 100 CX-II. После воздействия  
γ-облучения у бруцелл наблюдалось истончение и вы-
равнивание извилистости клеточной стенки. Отмеча-
лось и разрушение участков клеточной стенки бакте-
рий. Результаты свидетельствовали о снижении значе-
ния толщины клеточной стенки в опытной группе  
(M±sd = (0,01±0,005) μм), по сравнению с нативными 
бактериями (M±sd = (0,02±0,006) μм), различия были 
статистически значимы (p = 0,000042). Облученные 
бактериальные клетки бруцелл характеризовались 
увеличением периплазматического пространства и 
просветлением цитоплазмы, были показаны статисти-
чески значимые различия между опытной и контроль-
ной группами по площади электронно-плотной цито-
плазмы (в группе опыта снижалась на 34,6%,  
p = 0,0035) и по соотношению общей площади и пло-
щади цитоплазмы клеток (в опытной группе снижалась 
на 35,3%, p = 0,7×10-9). Площадь периплазматического 

пространства в опытной группе по сравнению с кон-
трольной увеличивалась в 8,5 раз. 

 
The research goal was to evaluate the features of the 

effect of gamma rays on the ultrastructural organization of 
Brucella melitensis bacteria of the Rev-1 strain using the 
analysis of morphometric indices and to identify relevant 
quantitative characteristics of the effect of this physical 
factor. The objectives included the following: calculations of 
morphometric characteristics of native and irradiated bacte-
ria; processing of the obtained data; formulation of conclu-
sions about the significance of various variables in as-
sessing the influence of gamma rays on the ultrathin struc-
ture of bacteria and the fact of the presence of this influ-
ence. The research target of the experiment was a gamma-
irradiated culture of Brucella melitensis strain Rev-1 grown 
on liver agar. Electron microscopy was performed using the 
method of ultrathin sections using the capabilities of the 
transmission electron microscope JEM 100 CX-II. After 
exposure to gamma radiation, thinning and alignment of 
the cell wall tortuosity was observed in brucella. Destruc-
tion of bacterial cell wall sites was also noted. The results 
indicated a decrease in the thickness of the cell wall in the 
experimental group (M ± sd = (0.01 ± 0.005) µm), com-
pared with native bacteria (M ± sd = (0.02 ± 0.006) µm), 
the differences were statistically significant (p = 0.000042). 
Irradiated bacterial brucella cells were characterized by an 
increase in periplasmic space and enlightenment of cyto-
plasm; statistically significant differences between the ex-
perimental and control groups in the area of electron-dense 
cytoplasm (in the experimental group decreased by 34.6%, 
p = 0.0035) and in the ratio of total area and cytoplasm 
area of cells (in the experimental group decreased by 
35.3%, p = 0.7 × 10-9) were shown. The area of the 
periplasmic space in the experimental group increased 8.5 
times as compared to the control group. 
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Введение 
В силу профильности Федерального центра 

исследования влияния гамма-излучения на раз-
личные структуры микроорганизмов [1-3], в том 
числе методами электронной микроскопии [4, 5], 
в течение многих лет входят в круг научных ин-
тересов сектора ультраструктурных исследова-
ний. 

При этом стоит отметить, что большинство 
работ, в которых приводятся данные по ультра-
тонким исследованиям различных представите-
лей рода Brucella [6-10], а также труды, касаю-
щиеся оценки влияния γ-лучей на ультраструк-
туру бруцелл [11, 4, 5], в большей мере посвя-
щены качественному, а не количественному 
описанию электронно-микроскопических изоб-
ражений, без статистической обработки различ-
ных, в том числе показательных, морфологиче-
ских признаков. 

На фоне современных данных о том, что 
противобруцеллезные вакцины, разработанные 
с помощью γ-облучения, вызывают сильный 
клеточный и гуморальный иммунный ответ, сви-
детельствующие об их высокой эффективности, 
вопрос изучения различных штаммов бруцелл 
на ультратонком уровне с использованием ме-
тодов морфометрической и статистической об-
работки становится особо актуальным [12]. 

Цель исследования – оценить особенности 
воздействия γ-лучей на ультраструктуру бакте-
риальных клеток Brucella melitensis штамма  
Rev-1 с помощью анализа морфометрических 
показателей и выявить релевантные количе-
ственные характеристики воздействия этого фи-
зического фактора. 

Задачи: провести расчеты морфометриче-
ских характеристик как нативных бактерий, так и 
подвергавшихся воздействию гамма-излучения; 
статистически обработать полученные данные; 
сформулировать выводы о значимости различ-
ных переменных при оценке влияния γ-лучей на 
ультратонкое строение бактерий и о факте при-
сутствия данного влияния. 

 
Объекты и методы 

В качестве экспериментального объекта ис-
пользовали культуру Brucella melitensis штамма 
Rev-1, которую выращивали на печеночном ага-
ре в течение 3 суток. Гамма-инактивацию куль-
туры осуществляли методом облучения с при-

влечением возможностей гамма-установки «Ис-
следователь», 60Со с мощностью экспозицион-
ной дозы 7,14х10-2 Кл/кг·сек. Методом центри-
фугирования (8 тысяч оборотов в минуту) полу-
чали концентрированную бактериальную сус-
пензию, которую промывали и помещали в агар 
Дифко. Электронную микроскопию проводили по 
отработанному нами методу получения ультра-
тонких срезов [13, 14]. Протокол подготовки ма-
териала представлен в таблице. 

При подсчете морфометрических показате-
лей (определяли площадь бактериальных кле-
ток Sк и площадь их цитоплазмы Sц) на элек-
тронограммах применяли программу FIJI-ImageJ 
[15]. Результаты морфометрии снимков анали-
зировали с помощью программы Statistica 6.0 с 
привлечением методов аналитической и описа-
тельной статистики. Вычисляли арифметиче-
ское среднее значение (M), его стандартное от-
клонение (Sd), минимальные и максимальные 
значения признаков. Тест Манна-Уитни с по-
правкой на множественные сравнения по мето-
ду Бенджамини-Хохберга использовали для 
оценки достоверности статистических гипотез. 
Тестовые данные интерпретировали исходя из 
критического уровня значимости α=0,05. 

 
Результаты исследования и их обсуждение 

На ультратонких срезах клетки культуры 
Brucella melitensis штамма Rev-1 имеют палоч-
ковидные и округлые формы. На клеточной по-
верхности видны редкие пили. Клеточная стенка 
и цитоплазматическая мембрана, как у типичных 
грамотрицательных микроорганизмов, много-
слойная и извилистая (рис. 1). На поверхности 
наружной мембраны клеточной стенки визуали-
зируются олигосахаридные группы липополиса-
харидов, а под наружной мембраной регистри-
руется внутренний мембраноподобный слой, 
образованный пептидогликанами. У нативных 
бруцелл цитоплазма имеет высокую электрон-
ную плотность, вмещает гранулярный компо-
нент – рибосомы и полирибосомы. В области 
нуклеоида не визуализируются нити ДНК. 

Несмотря на то, что размеры бруцелл, полу-
чавших дозированно γ-лучи, существенно не 
отличаются от размеров контрольных клеток, 
инактивация гамма-излучением существенным 
образом влияет на ультраструктурную органи-
зацию бруцелл (рис. 2).  
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Таблица 
Основные этапы подготовки материала для ультраструктурных исследований 

 

Этап Компонент 

Фиксация 1%-ный раствор глутарового альдегида (Serva, ФРГ) на 0,1 М фосфатном буфере 
(рН=7,4), при t=4°С, 12 ч 

Промывка буфером 0,1 М фосфатный буфер (рН=7,4), 2 раза по 10 минут 

Фиксация 2% тетраоксид осмия OSO4 (Московский химзавод) на 0,1 М фосфатном буфере 
(рН=7,4), при комнатной температуре, 2 часа 

Промывка буфером 0,1 М фосфатный буфер (рН=7,4) 2 раза по 10 минут 

Дегидратация Этиловые спирты восходящей концентрации – 30, 50, 70, 80, 96% – 2 раза по  
5 минут; абсолютные спирты 100(I), 100(II), 100(III) – 2 раза по 10 минут каждый; 
ацетон – 2 раза по 10 минут 

Импрегнация Ацетон + эпоновые смолы, в течение 3 суток и 3 соотношений: (2:1); (1:1) (1:2) 

Заливка в капсулы Эпоновые смолы 

Полимеризация Отверждение в термостате при t=30°С, t=45°С и t=60°С по 24 ч при каждом из 
температурных режимов 

Полутонкая резка Микротом LKB-III 8800 (Швеция) 

Ультратонкая резка Микротом Reichert-Jung Ultracut-E 6524-01 (Австрия) 

Контрастирование сеточек Уранилацетат 2 часа при 45°С, цитрат свинца 1,5 минуты в присутствии щелочи 

Съемка на фотопленку Электронный микроскоп JEM 100 CX-II («Jeol» Japan); фототехническая пленка 
Agfa orthochromatic 

Оцифровка снимков Сканер Epson perfection 4990 foto с разрешением 600 dpi 

 

  
Рис. 1. Фрагмент среза нативной культуры  

Brucella melitensis штамма Rev-1: 
КС – клеточная стенка; ЦП – цитоплазма;  

В – включения цитоплазмы; П – пили 

Рис. 2. Фрагмент среза культуры  
Brucella melitensis штамма Rev-1 

после воздействия гамма-облучения: 
КС – клеточная стенка; ЦП – цитоплазма;  
ПП – периплазматическое пространство;  

Н – нуклеоид 

 
У инактивированных клеток наблюдается вы-

равнивание извилистости клеточной стенки, 
электронно-плотный материал с внешней и 
внутренней сторон наружной мембраны факти-
чески не выявляется. На ряде срезов отмечает-
ся разрушение участков клеточной стенки бруц-
елл. Для определения разницы между группами 
опыта и контроля были проведены расчёты 
средней толщины клеточной стенки и стандарт-

ного отклонения данной величины. Результаты 
теста Манна-Уитни свидетельствуют о том, что 
значения в группе опыта в два раза ниже, чем в 
группе контроля (M±sd = (0,01±0,005) и  
M±sd = 0,02±0,006 соответственно), и эти раз-
личия статистически значимы (p = 0,000042) 
(рис. 3). Истончение клеточной стенки, вероятно, 
связано с разрушением фосфолипидов наруж-
ной мембраны свободными радикалами. 
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Гамма-облученные клетки имеют просвет-
ленную цитоплазму, резко уменьшается наличие 
свободных рибосом, в бактериях хорошо видны 
отдельные нити ДНК. Из научной литературы 
хорошо известно, что у микроорганизмов наибо-
лее чувствительной мишенью излучения явля-
ется нуклеиновая кислота [16, 17]. 

Из ряда морфологических признаков де-
структивного характера у бактериальных клеток 
наиболее выделяется неравномерное расшире-
ние и просветление периплазматического про-
странства (рис. 2), что, вероятно, связано с раз-
рушительными процессами радиолиза в клетки. 
Для статистического подтверждения визуализа-
ции данного признака у нативных бактерий и 
получавших гамма-воздействие мы провели 
морфометрические сравнительные измерения: 
Sк – общей площади бактериальных клеток;  
Sц – площади их цитоплазмы; Sк/Sц – соотно-
шения между площадью клеток и площадью их 
цитоплазмы (рис. 3, Б – В). 

Обращает на себя внимание наличие стати-
стически значимых различий между группами 

опыта и контроля по площади цитоплазмы (сни-
жается в группе опыта на 34,6%, p = 0,0035) и по 
соотношению общей площади и площади цито-
плазмы клеток (снижается в группе опыта на 
35,3%, p = 0,7×109). Таким образом, в результа-
те изменения площади цитоплазмы (общая 
площадь клетки в среднем меняется незначимо) 
площадь периплазматического пространства в 
группе опыта увеличивается в 8,5 раз по срав-
нению с группой контроля. 

Наши исследования свидетельствуют, что в 
клетке Brucella melitensis штамма Rev-1 гамма-
облучением повреждаются в первую очередь 
генетический аппарат клетки и билипидный слой 
мембран, что согласуется с данными [16, 17]. 

В доступных библиографических и рефера-
тивных базах данных помимо наших исследова-
ний имеется лишь два источника, в которых рас-
сматривается влияние γ-лучей на субмикроско-
пическую организацию бактериальных клеток 
рода Brucella. 
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Рис. 3.  Морфометрические показатели бактериальных клеток Brucella melitensis  

контрольной и опытной групп: 
Sк – общая площадь клетки; Sц – площадь уплотненной цитоплазмы;  

Sк/Sц – соотношение между площадью клетки и площадью уплотненной цитоплазмы;  
* – наличие статистически значимых отличий от группы контроля  

(p≤0.05 с учётом поправки Бенджамини-Хохберга) 

 
Так, в исследованиях [18] как при гамма-

облучении 3,5 кГр, так и тепловом воздействии 
+65°C на вакцинный штамм Brucella abortus 
RB51 наблюдалась полная потеря способности к 
репликации, однако бактерии оставались мета-
болически активными и продолжали синтезиро-
вать бета-галактозидазу. Эксперименты in vitro 
показали, что гамма-облучение и термическое 
воздействие индуцировали созревание денд-

ритных клеток; однако стимуляция гамма-
облученными бактериями приводила к большей 
секреции интерлейкина-12. Вместе с тем прове-
денная сканирующая электронная микроскопия 
не выявила каких-либо явных структурных по-
вреждений бактерий, подвергшихся воздей-
ствию гамма-излучения, за исключением при-
сутствия некоторых, вероятно, фрагментиро-
ванных, структурных компонентов. 
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В эксперименте [11] показано, что инактива-
ция Brucella melitensis гамма-облучением (от 3,5 
до 10 кГр) подавляла способность бруцелл к 
репликации, но при этом бактерии обладали ме-
таболической и транскрипционной активностью, 
сохранялись в макрофагах, стимулировали ге-
нерацию антигенспецифичных цитотоксических 
Т-клеток и способствовали защите мышей от 
вирулентного бактериального заражения без 
признаков остаточной вирулентности. Гамма-
облучение сохраняло адъювантные и антиген-
ные свойства B. melitensis, которые разруша-
лись при воздействии высокой (+65°C) темпера-
туры. Как показала трансмиссионная электрон-
ная микроскопия, на срезах внутри фагосом об-
лученные B. melitensis были интактны даже че-
рез 48 часов после заражения, тогда как бруц-
еллы после нагревания переваривались внутри 
фагосом, поскольку там наблюдались фрагмен-
ты их мембран. 

Наши исследования по ультраструктуре 
бруцелл, проведенные раннее [4, 5], показали, 
что гамма-облучение является более щадящим 
режимом инактивации по сравнению с термиче-
ской обработкой, что согласуется с результата-
ми вышеперечисленных авторов. 
 

Заключение 
Наши результаты, касающиеся оценки влия-

ния ионизирующего излучения на ультратонкую 
организацию Brucella melitensis, демонстрируют: 

1) истончение клеточной стенки в два раза по 
сравнению с нативными клетками;  

2) повреждение генетического материала и 
белоксинтезирующего комплекса; 

3) увеличение периплазматического про-
странства в 8,5 раз и просветление цитоплазмы, 
статистически значимые различия между опыт-
ной и контрольной группами по площади цито-
плазмы (в группе опыта снижается на 34,6%,  
p = 0,0035) и по соотношению общей площади и 
площади цитоплазмы клеток (в опытной группе 
снижается на 35,3%, p = 0.7×10-9). Несмотря на 
существенные изменения ультраструктурной 
организации бруцелл гамма-облучение остается 
уникальным способом инактивации бактерий, 
так как сохраняет ряд их иммуногенных свойств. 
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