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Работа посвящена исследованию возможности применения бактериофагов, выделен-

ных из почвенных микроорганизмов Az���i�i���m b���i��n�� штаммов ��7 и �R75, для детекции 
клеток Az���i�i���m с помощью метода электрооптического (ЭО) анализа микробных суспен-
зий. При проведении исследований авторами определен минимальный предел детекции клеток, 
который составляет 104 клеток/мл. Установлена возможность использования метода элек-
трооптического анализа микробных суспензий для детекции клеток азоспирилл при их взаи-
модействии со специфическими бактериофагами в присутствии посторонней микрофлоры

Введение. Одной из актуальных проблем современной биотехнологии является раз-
работка новых подходов для детекции бактерий с помощью бактериофагов [1-2]. Этому вопро-
су посвящено сравнительно большое количество научных статей, однако, развитию методов 
детекции почвенных микроорганизмов, уделяется недостаточное внимание, хотя роль этих 
микроорганизмов весьма значительна как для развития фундаментальных исследований, так и 
для современной сельскохозяйственной биотехнологии.

Перспективным направлением исследований является выделение и изучение бакте-
риофагов почвенных микроорганизмов, в том числе бактериофагов Az���i�i���m b���i��n��, а 
также разработка новых методов индикации почвенных бактерий с помощью бактериофагов.

Целью работы являлось изучение возможности применения бактериофагов, выделен-
ных из Az���i�i���m b���i��n�� штаммов �p7 и �R75 для детекции бактерий рода Az���i�i���m с 
помощью метода электрооптического анализа микробных суспензий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Микроорганизмы.
В работе использовали микроорганизмы A. b���i��n�� штаммов �p7, �d, �p107, �p245, 

Jm�B2, Br14, KR77, S17, S27, �R55, �R75, A. �m�z�n�n�� �m14, A. ��������f���n� �u4, A. i��k-A. i��k-. i��k-i��k-
�n�� штаммов KB�1, KА3, A. �i��f���m штаммов �p59b, �R�5, RG20�, E�����i��i� ���i штаммов 
B-878, XL-1, из коллекции культур Федерального государственного бюджетного учреждения 
науки Института биохимии и физиологии растений и микроорганизмов РАН (ИБФРМ РАН) 
(Саратов). Микроорганизмы хранились при +4°С на чашках Петри с картофельным агаром 
(3%) и пересевались каждые 2 недели.

Условия культивирования микробных клеток: культуры бактерий выращивали в 250 
мл колбах Эрленмейера на жидкой среде LB [3] – следующего состава (г/л): ���l (Becton, 
Dickinson �nd �omp�ny, Франция) – 10,0, пептон (Becton, Dickinson �nd �omp�ny, Франция) 
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– 5,0, дрожжевой экстракт (DIF�O, США) – 5,0. Инкубирование клеток оcуществляли на кру-DIF�O, США) – 5,0. Инкубирование клеток оcуществляли на кру-, США) – 5,0. Инкубирование клеток оcуществляли на кру-cуществляли на кру-уществляли на кру-
говой качалке при интенсивности перемешивания 1�0 об/мин при температуре 30±1°С в течение 
18-20 ч.

Методы. В ходе выполнения работы применяли традиционные методы культивиро-
вания микроорганизмов на питательных средах [4]. Выделение бактериофагов проводили ме-
тодами, предложенными [4]. Инфицирование клеток бактериофагом проводили согласно [5]. 
Изучение электрооптических параметров суспензий клеток A. b���i��n�� штаммов �p7 и �R75 
с использованием выделенных бактериофагов проводили согласно методике [5].

Кривые на рисунках строились по средним значениям, полученным в результате не 
менее 5 повторностей. Статистическую обработку результатов измерений проводили стан-
дартным методом [�]. Для статистической обработки экспериментальных данных также ис-
пользовали пакет прикладных программ Microsoft Excel 2000.

Результаты и обсуждение. Для выполнения исследований использовали бактериофа-
ги, выделенные из клеток Az���i�i���m b���i��n�� штаммов �p7 и �R75 [7]. Изучалась возмож-�p7 и �R75 [7]. Изучалась возмож-7 и �R75 [7]. Изучалась возмож-�R75 [7]. Изучалась возмож-75 [7]. Изучалась возмож-
ность использования выделенных бактериофагов для детекции клеток азоспирилл с помощью 
метода электрооптического (ЭО) анализа клеточных суспензий. Методы ЭО анализа микроб-
ных суспензий основаны на регистрации изменения оптических свойств микробной суспензии 
под влиянием переменного электрического поля. При воздействии на бактериальные клетки 
антителами [8] и вирусами [5] происходит изменение ЭО параметров бактериальных суспен-
зий. И наоборот, если вещество или частица присутствует в среде роста, но не взаимодейству-
ет с клетками, изменения величины ЭО параметров не происходит [5; 8; 9; 10].

Первоначально проводилась оптимизация условий измерения ЭО параметров суспен-
зии клеток A. b���i��n�� штаммов �p7 и �R75, которая включала в себя напряженность элек-7 и �R75, которая включала в себя напряженность элек-�R75, которая включала в себя напряженность элек-75, которая включала в себя напряженность элек-
трического поля 17 В/см при времени приложения электрического поля 1� сек и проведение 
измерений на частотах 740, 1000, 1450, 2000 и 2800 кГц. Электропроводность воды во всех 
случаях составляла 1,� µ�/m. В предварительных экспериментах было показано, что измене-�/m. В предварительных экспериментах было показано, что измене-/m. В предварительных экспериментах было показано, что измене-m. В предварительных экспериментах было показано, что измене-. В предварительных экспериментах было показано, что измене-
ние величины ЭО сигнала происходит при внесении бактериофага из расчета 20 бактериофа-
гов на 1 бактерию, поэтому мы использовали те же условия.

Далее изучали динамику изменений величины ЭО сигнала суспензии клеток A. b���i-. b���i-b���i-
��n�� �p7 и A. b���i��n�� �R75 при их инфицировании бактериофагами Φ��-�р7 и ΦAb-�R75. 
Для этого в суспензию клеток A. b���i��n�� �p7 и A. b���i��n�� �R75 (108 клеток/мл) вносили 
соответствующий бактериофаг, затем проводили инкубацию при температуре 37°С в течение 
1, 5, 10, 20 и 30 минут. При инфицировании клеток A. b���i��n�� штаммов �p7 (рис. 1 (А)) и 
�R75 (рис. 1 (Б)) соответствующими бактериофагами наблюдалось изменение величины ЭО 
сигнала уже через 1 мин от начала инфекции, что, вероятно, связано с адсорбцией бактериофа-
га на поверхности клетки. Следует отметить, что изменения величины ЭО сигнала суспензий 
клеток A. b���i��n�� штаммов �p7 и �R75 после 5, 10, 20 и 30 мин от начала инфекции клеток 
бактериофагом фиксировались в пределах 5%.
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Рис. 1. - Динамика изменений ОС суспензии клеток A. �r�si�e�se Sp7 (А) при до-A. �r�si�e�se Sp7 (А) при до-. �r�si�e�se Sp7 (А) при до-�r�si�e�se Sp7 (А) при до- Sp7 (А) при до-Sp7 (А) при до-7 (А) при до-
бавлении бактериофага ΦA�-Sр7 и суспензии клеток A. �r�si�e�se SR75 (Б) при добавле-A. �r�si�e�se SR75 (Б) при добавле-. �r�si�e�se SR75 (Б) при добавле-�r�si�e�se SR75 (Б) при добавле- SR75 (Б) при добавле-SR75 (Б) при добавле-75 (Б) при добавле-
нии бактериофага ΦA�-SR75: (1) – контроль – суспензия клеток без бактериофагов; время от 
начала инфекции: (2) –1 мин; (3) – 5 мин; (4) –10 мин; (5) –20 мин; (�) – 30 мин

Одним из важных параметров при развитии нового метода детекции клеток является 
определение минимального количества детектируемых клеток. Поэтому проводили измерения 
при количестве клеток в ячейке 10�, 104 и 102 клеток/мл. Установлено, что предел детекции 
микробных клеток A. b���i��n�� штаммов �p7 (рис. 2 (А)) и �R75 (рис. 2 (Б)) при их инфек-�p7 (рис. 2 (А)) и �R75 (рис. 2 (Б)) при их инфек-7 (рис. 2 (А)) и �R75 (рис. 2 (Б)) при их инфек-�R75 (рис. 2 (Б)) при их инфек-75 (рис. 2 (Б)) при их инфек-
ции бактериофагами Φ��-�р7 и ΦAb-�R75 с помощью метода электрооптического анализа 
микробных суспензий составляет 104 клеток/мл.

Рис. 2. - Изменение величины ЭО сигнала суспензии клеток A. �r�si�e�se Sp7 (А) 
при их инфекции бактериофагом ΦA�-Sр7 и A. �r�si�e�se SR75 (Б) при их инфекции бак-A. �r�si�e�se SR75 (Б) при их инфекции бак-. �r�si�e�se SR75 (Б) при их инфекции бак-�r�si�e�se SR75 (Б) при их инфекции бак- SR75 (Б) при их инфекции бак-SR75 (Б) при их инфекции бак-75 (Б) при их инфекции бак-
териофагом ΦA�-SR75. Количество клеток в ячейке – 104 клеток/мл. (1) – контроль – суспен-
зия клеток без добавления бактериофагов; (2) – суспензия клеток с добавлением бактериофагов

Важным этапов в развитии метода детекции клеток является получение аналитиче-
ского сигнала при наличии мешающих факторов и, прежде всего, в присутствии посторон-
ней микрофлоры. Поэтому нами проводились измерения ЭО параметров суспензии клеток A. 
b���i��n�� штаммов �p7 и �R75 при их инфекции бактериофагами Φ��-�р7 и Φ��-�R75, соот-�R75 при их инфекции бактериофагами Φ��-�р7 и Φ��-�R75, соот-75 при их инфекции бактериофагами Φ��-�р7 и Φ��-�R75, соот-��-�R75, соот--�R75, соот-�R75, соот-75, соот-
ветственно, в присутствии клеток E. ���i штаммов B-878 и XL-1.

 

0

200

400

600

800

1000

1200

100 1000 10000
Частота, кГц

δО
Д

, о
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
х 

ед
ин

иц

1 

А 

2 
3 
4 
5 
6 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

100 1000 10000
Частота, кГц

δО
Д

 о
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
х 

ед
ин

иц

Б 

1 

2 
3 
4 
5 
6 

 

0

200

400

600

800

1000

1200

100 1000 10000
Частота, кГц

δО
Д

 о
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
х 

ед
ин

иц

1 

2 

Б 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

100 1000 10000
Частота, кГц

δО
Д

 о
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
х 

ед
ин

иц

А 

1 

2 



Биология фагов

52

Для этого к смешанной суспензии A. b���i��n�� �p7, E. ���i B-878 и E. ���i XL-1 и сме-XL-1 и сме--1 и сме-
шанной суспензии A. b���i��n�� �R75, E. ���i B-878 и E. ���i XL-1 (количество клеток в изме-XL-1 (количество клеток в изме--1 (количество клеток в изме-
рительной ячейке 104 клеток/мл, взятых в равном соотношении (1:1:1), вносили определенный 
бактериофаг. В качестве контроля использовалась смешанная суспензия A. b���i��n�� �p7, E. 
���i B-878 и E. ���i XL-1 без внесения бактериофага. В результате было показано, что при ин-XL-1 без внесения бактериофага. В результате было показано, что при ин--1 без внесения бактериофага. В результате было показано, что при ин-
фекции клеток A. b���i��n�� штамма �p7 бактериофагом Φ��-�р7 (рис. 3 (А)) и клеток штамма 
�R75 бактериофагом ΦAb-�R75 (рис. 3 (Б)) в присутствии клеток E. ���i В-878 и E. ���i XL-1, 
происходит значительное снижение величины ЭО сигнала. 

Дополнительно проводились контрольные эксперименты по изучению неспецифиче-
ского взаимодействия бактериофагов Φ��-�р7 и ΦAb-�R75 с клетками E. ���i штаммов B-878 
и XL-1, при этом было показано, что изучаемые бактериофаги не инфицируют клетки E. ���i 
штаммов B-878 и XL-1.

Рис. 3. - (А) Изменение величины ЭО сигнала смешанной суспензии клеток E. co�i 
B-878 + E. co�i XL-1 + A. �r�si�e�se Sp7 при добавлении бактериофага ΦA�-Sр7; (Б) суспен-при добавлении бактериофага ΦA�-Sр7; (Б) суспен- добавлении бактериофага ΦA�-Sр7; (Б) суспен-добавлении бактериофага ΦA�-Sр7; (Б) суспен- бактериофага ΦA�-Sр7; (Б) суспен-бактериофага ΦA�-Sр7; (Б) суспен- ΦA�-Sр7; (Б) суспен-ΦA�-Sр7; (Б) суспен-A�-Sр7; (Б) суспен-р7; (Б) суспен-7; (Б) суспен-Б) суспен-) суспен-суспен-
зий клеток E. co�i B-878 + E. co�i XL-1 + A. �r�si�e�se SR75, при добавлении бактериофага 
ΦA�-SR75. (1) – контроль – суспензия клеток без добавления бактериофагов; (2) – суспензия 
клеток с добавлением бактериофагов

Полученные результаты показывают возможность использования бактериофагов 
Φ��-�р7 и ΦAb-�R75 для детекции микробных клеток с помощью метода электрооптического 
анализа клеточных суспензий в присутствии посторонней микрофлоры.

Таким образом, в результате проведенных исследований показана возможность детек-
ции микробных клеток азоспирилл при их инфекции специфическим бактериофагом с помощью 
метода электрооптического анализа микробных суспензий. Определен минимальный предел де-
текции клеток, который составляет 104 клеток/мл. Установлена возможность использования ме-
тода электрооптического анализа микробных суспензий для детекции клеток азоспирилл при 
их взаимодействии со специфическими бактериофагами в присутствии посторонней микро-
флоры

Исследование выполнено при поддержке Министерства образования и науки Рос-
сийской Федерации, соглашение №8852 «Разработка методологии и приборного обеспечения 
электрооптического анализа вирусов микроорганизмов» (номер заявки в информационной 
компьютеризированной системе 2012-1.5-14-000-2021-004 (2012-2013 гг.)
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DETECTION OF BACTERIA AZOSPIRILLUM BY BACTERIOPHAGES 
ISOLATED FROM AZOSPIRILLUM BRASILENSE STRAINS SP7 AND SR75

Guliy O.I., Karavaeva O.A., Makarihina S.S., Pavliy S.A., Ignatov O.V.

Key words: Az���i�i���m b���i��n��, b�����i����g�, d�����i�n
P���� inv���ig���� ��� ����ibi�i�� �f ��ing ���g�� i������d f��m ��i� mi�����g�ni�m� 

Az���i�i���m b���i��n�� ����in� ��7 �nd �R75, f�� ��� d�����i�n �f Az���i�i���m ����� ��ing ��� �������-
���i� (EO) �n����i� �f mi���bi�� �����n�i�n�. In �������� b� ��� ������� d����min�d ��� minim�m 
d�����i�n �imi� �f ��� �����, w�i�� i� 104 ����� / m�. T�� ����ibi�i�� �f ��ing ��� m����d �f �������-
���i��� �n����i� f�� ��� d�����i�n �f mi���bi�� �����n�i�n� �z���i�i�� ����� �����g� ���i� in������i�n 
wi�� ����ifi� b�����i����g�� in ��� �����n�� �f �x���n���� mi���fl���.


