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Работа посвящена изучения взаимодействия фаг-бактерия с помощью электроопти-

ческого метода. Электрооптический метод анализа, основанный на исследовании клеток как 
электрофизических об�ектов со слоистой структурой и измерении поляризационных харак-
теристик клеточных структур, представляет собой новый подход к оценке прижизненных 
физиологических параметров клеток и их гетерогенности. Выявлены электрооптические из-
менения микробиологических систем, которые могут служить удобным инструментом иден-
тификации микроорганизмов при анализе взаимодействия бактерий с фагами.

Введение. Широкое использование бактериофагов как инструмента в молекулярной 
биологии, а также их успешное применение в медицине и ветеринарии, биотехнологии и пи-
щевой промышленности требует развития современных методов анализа взаимодействия фаг-
бактерия для более успешного понимания и реализации уникальных способностей фагов. С 
этой точки зрения, весьма привлекательным видится применение электрооптического метода 
анализа. В основе электрооптического анализа лежит эффект Керра [1]. Суть эффекта состоит 
в изменении оптических свойств суспензии, в частности суспензии клеток, при воздействии 
на нее электрического поля. Воздействие электрического поля на суспензию клеток вызывает 
появление на суспендированных клетках индуцированных зарядов. Их распределение и вели-
чина определяются действующим механизмом поляризуемости [2]. В зависимости от частоты 
электрического поля и электрических свойств клеток, направление преобладающей ориента-
ции клеток может совпадать с направлением вектора электрического поля или быть ортого-
нальным ему. Ориентация клеток длинной осью вдоль светового потока будет приводить к 
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увеличению сечения рассеяния и уменьшению интенсивности светового потока. Этот метод 
измерений является прижизненным, он не использует дополнительных меток и не вызывает 
изменений в исследуемом объекте. Преимуществом данного метода является то, что влияние 
среды на точность измерения поляризационных параметров является незначительным и пред-
сказуемым. Воздействие на бактериальные клетки измерительной процедуры также незна-
чительно, и при этом микроорганизмы сохраняют свою жизнеспособность. В данной работе 
было изучено взаимодействие бактериофагов с бактериальными клетками с помощью электро-
оптического метода.

Материалы и методы исследований. Бактериальные культуры получены из коллек-Бактериальные культуры получены из коллек-ультуры получены из коллек-
ции Государственного Научного Центра Прикладной Микробиологии и Биотехнологии (ГНЦ 
ПМБ). Лизирующие фаги А157 и 39 для клеток E. ���i и �. �n���idi�i� были любезно предостав-
лены отделом ГНЦ ПМБ Светоча Э.А.. Рост бактерий осуществляли в жидкой среде – L-бульон 
(10 г триптона; 5 г дрожжевого экстракта; 5 г хлористого натрия; дистиллированная вода – до 1 
л) или на поверхности плотной среды – L-агар (L-бульон с добавлением 18 г сухого агара на 1 л 
среды). Для получения инокулята из отдельных колоний чистых суточных культур микроорга-
низмов, выросших на плотной питательной среде (LB-агар), небольшое количество материала 
с помощью петли переносили в пробирки с жидкой питательной средой. В качестве жидкой 
среды использовали LB-бульон. Культуру бактерий выращивали на качалке при температуре 
37°С и 190 об/мин до плотности 0.� (длина волны �00 нм, кювета 1 см). Обычно рост осущест-
вляли в течение 20 час, после чего пробирки снимали с качалки и культуру трижды отмывали в 
физиологическом растворе. Из осадка готовили суспензию клеток с концентрацией 109 кл/мл. 
Измерения проводили при длине волны света �70 нм. Использовали дискретный набор частот 
ориентирующего электрического поля: 10, 100, 250 и 500 кГц. Электрооптические измерения 
выполняли на приборе ЭАК (электрооптический анализатор клеток), который обеспечивает 
непрерывное выполнение четырех базовых операций с минимальным периодом � мин. Перед 
проведением анализа клетки отмывали 20% фосфатным буфером трехкратным центрифугиро-
ванием при 2800×g в течение 5 мин, затем ресуспендировали в небольшом количестве деио-
низованной воды. Для устранения конгломератов суспензию клеток вновь центрифугировали 
при 1100´g в течение 1 мин и использовали суспензию, оставшуюся в надосадочной жидкости. 
Ориентационный спектр (ЧДАП - частотная дисперсия анизотропии поляризуемости) пред-
ставляли в виде частотной зависимости разности значений оптической плотности суспензий 
dОD, измеренных при распространении пучка неполяризованного света вдоль и поперек на-ОD, измеренных при распространении пучка неполяризованного света вдоль и поперек на-D, измеренных при распространении пучка неполяризованного света вдоль и поперек на-, измеренных при распространении пучка неполяризованного света вдоль и поперек на-
правления ориентирующего поля. Эта разность была нормирована на значение оптической 
плотности при хаотической ориентации клеток. Есть основания допустить, что общий вид 
ориентационного спектра при подобранных экспериментальных условиях (длина волны света, 
амплитуда напряженности ориентирующего электрического поля и др.) определяется, глав-
ным образом, частотной зависимостью анизотропии поляризуемости клеток [3].

Результаты исследований и их обсуждение. Была изучена возможность использова-
ния электрооптического метода для идентификации микроорганизмов путем анализа специ-
фического взаимодействия микробных клеток с бактериофагом. На рис. 1 представлены ЧДАП 
контрольной суспензии бактерий E. ���i и ЧДАП тех же бактерий после 30-минутной инкуба-
ции с фагом V18/А157. 
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Рис. 1. - ЧДАП после взаимодействия бактериальной суспензии клеток E. ���i 057 
c фагом V18/A157

На рис. 2 показаны ЧДАП контрольной суспензии �. �n���idi�i� и суспензии тех же 
бактерий после 30-минутной инкубации с фагом 39. Здесь же представлена ЧДАП суспензии 
бактерий �. �n���idi�i� после 30-минутной инкубации с фагом V18/А157 – специфичных для 
E. ���i, но, очевидно, не взаимодействующих с бактериями �. �n���idi�i�. Полученные данные 
подтверждают идею о возможности использования использования электрооптического анали-
затора для идентификации микроорганизмов с использованием специфических фагов.
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Рис. 2. - ЧДАП после взаимодействия бактериальной суспензии клеток �. �n���idi-. �n���idi-�n���idi-
�i� c фагами V18/A157 и 39

Заключение. Проведенные электрооптические исследования показали возможность 
идентификации микроорганизмов при анализе взаимодействия бактерий с фагами.
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В результате проведенных исследований удалось показать высокую степень видовой 
и внутривидовой гомогенности индивидуальных популяций влагалищных лактобацилл. Кро-
ме того с помощью ПЦР-системы были обнаружены лизогенные изоляты лактобактерий. 
Детекция свободной фаговой частицы после митомициновой индукции лизогенных культур 
может говорить в пользу гипотезы о роли фаговой инфекции в развитии бактериального 
вагиноза.

Введение
С момента первого описания в 1892г. А. Дедерлейном лактобактерий как преобладаю-

щего микроба нормального влагалищного биоценоза [1], их значимость в поддержании коло-
низационной резистентности женской мочеполовой системы и до настоящего времени остает-
ся неоспоримой. Известно также, что первыми признаками вагинальных дисбиотических на-
рушений является снижение концентрации лактофлоры или потеря ею биологических свойств.


