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АДАПТАЦИЯ МЕТОДА ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ IN SITU ГИБРИДИЗАЦИИ ДЛЯ 

ИЗУЧЕНИЯ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ С ЭРИТРОЦИТАМИ 

Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, Оренбург, Россия 

Цель. Разработать оптимальный протокол FISH для изучения взаимодействия бакте-

рий с эритроцитами. 

Материалы и методы. В исследовании использовали кровь от здорового донора, 

различные штаммы микроорганизмов из рабочей коллекции лаборатории экологии мик-

роорганизмов. В основу разработки оптимального протокола FISH для изучения взаимо-

действия бактерий с эритроцитами была положена методика ДНК-гибридизации в раство-

ре с олигонуклеотидными зондами, мечеными FITC, описанная в работе Sladjana Malic et 

аl. 

Результаты. В данной работе были подобраны условия необходимые при получе-

нии качественных образцов крови для выявления бактерий, локализованных на поверхно-

сти или внутри эритроцитов, а также подобрано время специфического связывания мече-

ного FITC ДНК-зонда с ДНК исследуемых бактерий и с помощью люминесцентной или 

конфокальной лазерной сканирующей микроскопии регистрировали результаты исследо-

ваний.  

Заключение. Разработан оптимальный протокол FISH для изучения взаимодействия 

бактерий с эритроцитами. Данный метод позволяет провести быструю дифференциацию и 

идентификацию микроорганизмов в образцах крови, что является перспективным для диа-

гностики бактериемии и септических состояний. Результаты данного исследования могут 

быть использованы в клинических лабораториях лечебных учреждений для экспресс-

диагностики септических состояний пациентов. 

Ключевые слова: эритроциты, микроорганизмы, ДНК-зонды, гибридизация, флуо-

ресцентная микроскопия. 
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Objective. Develop an optimal FISH protocol for studying the interaction of bacteria with 

erythrocytes. 

Materials and methods. The study used blood from a healthy donor, various strains of mi-

croorganisms from the working collection of the laboratory of ecology of microorganisms. The 

basis for the development of the optimal FISH protocol for the study of the interaction of bacte-

ria with erythrocytes was the DNA hybridization technique in solution with oligonucleotide 

probes labeled with FITC described in Sladjana Malic et аl. 

Results. In this study, the conditions necessary for obtaining qualitative blood samples for 

detecting bacteria localized on the surface or inside the red blood cells were selected, and the 

time for the specific binding of the labeled FITC DNA probe to the DNA of the bacteria was de-

termined and the results of the studies were recorded with luminescent or confocal laser scanning 

microscopy. 

Conclusion. An optimal FISH protocol has been developed to study the interaction of bac-

teria with erythrocytes. This method allows rapid differentiation and identification of microor-

ganisms in blood samples, which is promising for the diagnosis of bacteremia and septic states. 
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The results of this study can be used in clinical laboratories of medical institutions for the rapid 

diagnosis of septic states of patients. 

Key words: erythrocytes, microorganisms, DNA probes, hybridization, fluorescence mi-

croscopy. 

 

Введение 

На сегодняшний день изучение механизмов взаимодействия бактерий с 

эритроцитами остается достаточно актуальным. Все чаще появляются рабо-

ты, описывающие не только нахождение микробов в кровотоке, но и их ло-

кализацию внутри эритроцитов [1]. Известные методы обнаружения микро-

организмов в кровотоке можно разделить на две основные группы: классиче-

ские (микробиологические) и современные (молекулярно-биологические), 

эффективность которых зависит от многих факторов и критериев. Первая 

группа методов используется и совершенствуется практически с начала воз-

никновения микробиологии как научной дисциплины. Вторая активно разра-

батывается в последние два десятилетия [2]. Примерами молекулярно-

генетических методов являются ПЦР-анализ гемокультуры, метод мульти-

плексного ПЦР-анализа в режиме реального времени [3], а также физико-

химические методы: метод матричной лазерной десорбционной ионизацион-

ной времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) и метод газовой 

хроматографии [4]. Однако при использовании последних методов необхо-

дима гемокультура, которая выделяется в 45% случаев [5], исследование за-

нимает по меньшей мере 24-48 ч и требуется дорогостоящее оборудование 

[4]. Известен метод FISH (флуоресцентная in situ гибридизация), в котором 

используются флуоресцирующие молекулы для детекции специфических 

фрагментов ДНК и РНК [6, 7]. Материалом для исследования методом FISH 

может служить кровь, костный мозг, биоптат, плацента и др. В исследуемых 

образцах флуоресцентная гибридизация in situ позволяет выявлять нуклеино-

вые кислоты в клеточных структурах, морфологию и одновременно прово-

дить идентификацию микроорганизмов [6].  

Цель данной работы – разработать оптимальный протокол FISH для 

изучения взаимодействия бактерий с эритроцитами. 

Материал и методы 

В основу разрабатываемого протокола была положена методика ДНК-

гибридизации в растворе с олигонуклеотидными зондами, мечеными FITC, 
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описанная в работе Sladjana Malic et аl. [8]. Авторы применили метод FISH 

для изучения способности микроорганизмов формировать биопленки. Адап-

тация протокола флуоресцентной in situ гибридизации для изучения взаимо-

действия бактерий с эритроцитами включала эксперименты по подбору оп-

тимального антикоагулянта, вида и концентрации фиксирующих растворов, а 

также времени гибридизации и температурного режима. 

Для изучения взаимодействия бактерий с эритроцитами брали штаммы 

разных микроорганизмов из рабочей коллекции лаборатории экологии мик-

роорганизмов ИКВС УрО РАН: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae и Pseudomonas aeruginosa. Все исследуемые штаммы 

бактерий выращивали на МПА при 37°С в течение 24 часов и готовили их 

взвесь в физиологическом растворе в концентрации 109 КОЕ/мл. Эритроциты 

получали путем взятия крови шприцем от здорового донора из локтевой вены  

и переливали её в стерильную пробирку, содержащую антикоагулянт. Далее 

эритроциты отделяли от плазмы и форменных элементов с помощью фос-

фатно-солевого буфера (ФСБ). Для этого в образец крови объемом 2 мл до-

бавляли 8 мл ФСБ (рН=7,4) и трехкратно отмывали центрифугированием при 

1000 об/мин в течение 5 мин, затем эритроциты доводили до концентрации 

106/мл. Далее смешивали 0,5 мл эритроцитов, 1 мл микробной взвеси иссле-

дуемых микроорганизмов и 0,5 мл питательной среды RPMI – 1640 (ООО 

«БиолоТ», Санкт-Петербург), инкубировали в термостате при 37°С в течение 

24 ч. Затем 1 мл клеточной суспензии осаждали центрифугированием при 

1000 об/мин в течение 5 мин. 

Для фиксации эритроцитов использовали несколько видов фиксаторов 

с разной концентрацией: 0,5 и 2,5%  растворы глутарового альдегида (Sigma), 

а также 4 и 10% растворы параформальдегида (Sigma). Фиксирующие рас-

творы добавляли в осадок объемом 400 мкл и выдерживали в течение 30 мин 

при комнатной температуре. После этого фиксированные эритроциты про-

мывали и ресуспендировали в ФСБ (рН=7,4). На следующих этапах фиксации 

добавляли раствор этанола с восходящей концентрацией 50%, 80% и 100%, 

внося в исследуемые образцы по 400 мкл каждого раствора этанола с после-

дующей инкубацией при 4°С в течение 10 мин. Далее эритроциты промывали 

ФСБ путем центрифугирования 5 мин при 1000 об/мин и ресуспендировали. 

Затем аликвоты по 100 мкл фиксированных клеток осаждали центрифугиро-
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ванием при 1000 об/мин в течение 5 мин и ресуспендировали в 100 мкл бу-

ферного раствора для гибридизации (0,9 М NaCl и 20 mM Tris-HCl, рН=7), 

содержащего 500нМ соответствующего ДНК-зонда. Все пробы инкубировали 

в соответствии с температурой отжига для каждого вида зонда. Для проведе-

ния FISH синтезировали зонды, меченные на 5'-конце флуоресцеина изотио-

цианатом (FITC) (ООО «ДНК-синтез», Москва). После гибридизации клетки 

центрифугировали при 1000 об/мин в течение 5 мин и добавляли 500 мкл 

промывочного раствора для удаления ДНК-зондов, не связавшихся с ДНК 

исследуемых бактерий. Инкубировали в течение 30 мин при соответствую-

щей температуре. Операции, связанные с FISH, проводили в темноте. После 

гибридизации клетки центрифугировали и ресуспендировали в 300 мкл ФСБ. 

Эритроциты дополнительно окрашивали синим Эванса, который обеспечивал 

красное свечение клеток. Регистрацию результатов FISH проводили с помо-

щью люминесцентного микроскопа Биомед 6 (Люм) (ув. 1000×) (ООО «Био-

мед», Санкт-Петербург) или конфокального лазерного сканирующего микро-

скопа Olympus FV 1000 (Olympus Corporation, Япония) с использованием 100 

х иммерсионного объектива (числовая апертура 1,4). 

Результаты и обсуждение 

В результате проведенных исследований по изучению взаимодействий 

бактерий с эритроцитами, используя метод FISH, необходимо было подо-

брать различные условия. В первую очередь, разработать и адаптировать ре-

жим фиксации эритроцитов, для того чтобы они выдерживали температуру 

нагрева до 60°С и не лизировались. Для этого использовали 4 разных раство-

ра фиксаторов: 0,5 и 2,5% глутаровый альдегид, а также 4 и 10% парафор-

мальдегид. Время инкубации всех опытных образцов составило 30 мин при 

комнатной температуре. В результате исследований установлено, что выбор 

фиксатора влияет на качество фиксированных эритроцитов. В частности, при 

фиксации 0,5% раствором глутарового альдегида эритроциты сохраняли чет-

ко выраженные контуры и характерное двояковогнутое углубление в сере-

дине клетки (рис. 1).  

Необходимо отметить, что во время просмотра исследуемых образцов с 

помощью люминесцентного микроскопа у эритроцитов не менялась окраска 

и они сохраняли красно-розовый цвет. Аналогичные результаты получали и 

при использовании 2,5% раствора глутарового альдегида.  
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Рис. 1. Эритроциты, фиксированные 0,5% глутаровым альдегидом. 

Окраска эритроцитов синим Эванса. Ув. 1000×  

Полученные результаты подтверждаются данными Лобова И.А. с со-

авт. [9], показавшими отсутствие деформаций эритроцитов при воздействии 

глутарового альдегида. 

При использовании в качестве фиксатора раствор параформальдегида в 

концентрации 4 или 10% качество мембраны эритроцитов ухудшалось. С по-

мощью люминесцентного микроскопа наблюдали нелизированные эритроци-

ты с нечетко выраженными контурами клетки (рис.2).  

 

Рис. 2. Эритроциты, фиксированные 4% параформальдегидом.  
Окраска эритроцитов синим Эванса. Ув. 1000×  

Таким образом, при изучении взаимодействия эритроцитов с микроор-

ганизмами методом FISH рекомендуется использовать 0,5 или 2,5% раствор 

глутарового альдегида в качестве фиксатора эритроцитов.  

На следующем этапе проведенных исследований при подготовке эрит-

роцитов к высокой температуре гибридизации необходимо было выполнить 
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еще один этап фиксации. После обработки 0,5% раствором глутарового аль-

дегида в исследуемые образцы необходимо было добавлять раствор этанола с 

последовательно увеличивающимися концентрациями: 50, 80 и 100%. Время 

инкубации в каждом растворе составляло 10 мин при 4°С. Результаты иссле-

дования показали, что комбинация, состоящая из 0,5 % раствора глутарового 

альдегида с последующим добавлением раствора этанола с восходящими 

концентрациями 50, 80 и 100%, способствовала укреплению мембран эрит-

роцитов и не приводила к образованию астроцитоза, микро- или макроцито-

за, а также пойкилоцитоза.   

Далее, на последующих этапах эксперимента было подобрано опти-

мальное время для гибридизации зондов, меченных FITC с ДНК или РНК 

бактерий, находящихся на поверхности или внутри эритроцитов. По резуль-

татам исследования оказалось, что при инкубации 45-60 мин наблюдали не-

специфическое связывание зонда с бактериями, проявляющееся свечением в 

контрольных пробах, содержащих бактерии других таксонов. В работе экс-

периментально было подобрано минимальное время гибридизации для спе-

цифического связывания зонда с ДНК и РНК бактерий, исключающее лож-

ноположительные результаты, которое составляло не менее 5 ч. В опытных 

образцах наблюдали эритроциты с типичной для них формой и размером, а 

также с четко выраженным углублением в середине клетки. Хорошо была 

видна адгезия бактерий на эритроцитах (рис. 3), а в некоторых образцах – 

внутриэритроцитарно расположенные микроорганизмы. 

 

Рис. 3. Результаты FISH для оценки адгезии S. epidermidis на эритроцитах.   
Ув. 1000×  
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Заключение 

В результате данного исследования адаптирован протокол флуорес-

центной in situ гибридизации, наиболее эффективно обеспечивающий этапы 

подготовки эритроцитов и исключающий их лизис к проведению дальней-

ших манипуляций для флуоресцентной микроскопии. В работе подобраны 

оптимальные условия получения качественных образцов крови для выявле-

ния бактерий, локализованных на поверхности или внутри эритроцитов, а 

также определено время специфического связывания меченого FITC ДНК-

зонда с ДНК исследуемых бактерий для люминесцентной или конфокальной 

лазерной сканирующей микроскопии регистрации результатов исследования.  

В изученных образцах ДНК или РНК микроорганизмов гибридизуется 

с флуоресцентно мечеными олигонуклеотидными зондами, комплементар-

ными видоспецифическим участкам гена 16S рРНК, после чего образцы ис-

следуются с помощью флуоресцентной микроскопии. По наличию бактерий 

со специфическим свечением делается вывод о таксономической принадлеж-

ности бактерий, а также их локализации на поверхности или внутри эритро-

цитов. Данный метод позволяет провести быструю дифференциацию и иден-

тификацию микроорганизмов в образцах крови, что является перспективным 

для диагностики бактериемии и септических состояний [10].  

Результаты данного исследования могут быть использованы в клиниче-

ских лабораториях лечебных учреждений для экспресс-диагностики септиче-

ских состояний пациентов. 
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