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препаратов при исследовании их в 5  повторностях. По-
казано, что взаимодействие тест-системы с препаратами 
гетерологичных вирусов и неинфицированными клет-
ками/тканями было на уровне фона. При этом коэффи-
циент вариации между лунками на планшете  составил 
2–4%, между отдельными планшетами он не превышал 
4%, что свидетельствует о высокой чувствительности и 
специфичности сэндвич-ИФА. 

На следующем этапе оценивали возможность раз-
работанной тест-системы выявлять искомый антиген в 
биологическом материале.

Сравнительная оценка обнаружения IPNV-антигена 
методами ИФА, РН и обратнотранскриптазной ПЦР 
(ОТ-ПЦР) представлена в табл. 2.

Полученные данные позволяют утверждать, что раз-
работанная тест-система специфично выявляет IPNV в 
нативной и лиофилизированной культуральной жидкости 
зараженных клеток, а также в биологическом материале 
от естественно и искусственно инфицированных рыб. 

При сравнительном исследовании материала тремя 
методами на наличие вируса IPN отмечена корреляция 
показателей. Однако при исследовании в  РН биологиче-
ского материала (гомогенизированных органов форели) 
результат был получен через 10 дней  одновременно с вы-
делением вируса в культуре клеток, что, несомненно, уве-
личивает время диагностики.  При исследовании положи-
тельных образцов методом ПЦР во всех случаях был об-
наружен IPNV, в пробах, отрицательных по результатам 
ИФА и РН, вирус не обнаруживали. Полученные данные 
подтверждают специфичность испытанных реакций.

Таким образом, нами разработана тест-система на 
основе сэндвич-ИФА, в которой в качестве антигенсвя-
зывающих и антигендетектирующих антител были ис-
пользованы кроличьи антитела к вирусу IPN. Диагно-
стикум позволяет специфично выявлять IPNV в титре 
102,0ТЦД50/см3 и выше, при этом данные положительно 
коррелируют с результатами, полученными в РН и ОТ-
ПЦР, следовательно, разработанная тест-система может 
быть применена для выявления IPNV при скрининговых 
исследованиях или в дополнение к другим диагностиче-
ским методам.
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из клеток Azospirillum brasilense sp7 выделен бактериофаг Φab-sр7. Описана его морфология, дана ха-
рактеристика «негативных колоний» бактериального газона, определен диапазон литического действия в 
отношении других штаммов и видов азоспирилл. выделена ДнК фага, проведен ее электрофоретический 
и рестрикционный анализ, определен размер генома, который составляет примерно 50 тыс. пар нуклеоти-
дов. Проведено электронно-микроскопическое изучение адсорбции выделенного бактериофага Φab-sр7 
на поверхности бактерий A. brasilense sp7.
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Чувствительность бактерий к бактериофагам является от-
носительно стабильным признаком, связанным с наличием 
соответствующих рецепторов у фаговых частиц и компле-
ментарных сайтов на поверхности бактериальной клетки. 
Поэтому изучение такого рода взаимодействий имеет боль-
шое значение  для микробиологии и вирусологии в целом, а 
также  существенное прикладное значение. Изучение взаимо-
действия бактериофагов с микробными клетками во многом 
основано на использовании световых, электронных, атомно-
силовых и зондовых микроскопов. Например, для изучения 
взаимодействия фага сальмонелл с гомологичными микроор-
ганизмами была применена криоэлектронная микроскопия, в 
результате которой показаны структурные изменения бакте-
риофага Epsilon15 в процессе инфекции на всех ее этапах [1]. 
Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) было изучено 
взаимодействие диагностических холерных бактериофагов 
со штаммами V. choleraе [2]. С. В. Краевским [3] показана 
возможность исследования процесса инфицирования фагом 
клеток бактерий и аффинных взаимодействий, в частности 
бактерий с гомологичными антителами с помощью АСМ. 
Для изучения взаимодействия бактериофагов и антифаговых 
антител с поверхностью клеток часто применяется электрон-
ная микроскопия [4].

Несмотря на то что история изучения взаимодействия бак-
териофагов с микробными клетками насчитывает несколько 
десятилетий, методов оценки адсорбции бактериофагов по-
чвенных микроорганизмов с гомологичными клетками срав-
нительно мало [5]. К почвенным бактериям, способствую-
щим росту растений, относятся и бактерии, принадлежащие 
к роду Azospirillum. К настоящему времени описаны умерен-
ные бактериофаги, способные инфицировать бактерии рода 
Azospirillum. [6, 7]. Французскими исследователями [8] были 
выделены и описаны бактериофаги из 24 штаммов 4 видов 
бактерий, принадлежащих к роду Azospirillum. Важное место 
при выделении и изучении бактериофагов почвенных микро-
организмов занимают знания об особенностях их строения 
и адсорбции на поверхности микробной клетки. Поэтому 
целью данной работы был поиск и выделение бактериофага 
из культуры Azospirillum brasilense штамма Sp7 и изучение 
адсорбции выделенного бактериофага на клетке-хозяине с 
использованием электронной микроскопии.

Материал и методы 
Микроорганизмы. В работе использовали клетки  

Azospirillum brasilense штаммов  Sp7, Cd, Sp107, Br14, KR77, 
S27, SR55, Sr75, Sp245, Jm6B2, S17, A. lipoferum штаммов 
Sp59b, SR65, RG20a, A. brasilense Cd, A. amazonense Am14,  
A. halopraeferans Au4, A. irakense KBC1 и KA3, Escherichia coli 
XL-1, Pseudomonas putida C-11, Acinetobacter calcoaceticum 
A-122, полученные из коллекции культур ИБФРМ РАН.

Выделение бактериофагов. Суточную культуру клеток 
A. brasilense Sp7 охлаждали в течение 2 ч при 4°С. После 

этого клетки осаждали центрифугированием при 2500g в 
течение 40 мин. Для флокуляции фаговых частиц к супер-
натанту добавляли полиэтиленгликоль (ПЭГ) 6000 (Pan-
reac) – 2,5 M в количестве 1/5 объема супернатанта и NaCl 
до концентрации 1,6 M, затем колбу с супернатантом об-
кладывали льдом и помещали в холодильник при 4°С на 
18–20 ч. По прошествии указанного времени суспензию 
центрифугировали при 12 000g в течение 30 мин. Полу-
ченный осадок ресуспендировали в 1 мл ТЕ-буфера (трис 
HCl, pH 8,0–10 мМ, EDTA – 1 мМ). 

Морфологию негативных колоний бактерий, зараженных 
фагами, изучали при посевах методом агаровых слоев (метод 
Грациа) [9].

Диапазон литической активности и специфичность се-
лектированных фагов определяли методом нанесения фага 
на газон гомологичных или гетерологичных бактериальных 
культур [9].

Электронная микроскопия. Для электронно-микроско-
пической идентификации выделенных бактериофагов из 
клеток A. brasilense Sp7 готовили препараты бактериофагов 
с концентрацией ~106 частиц/мл, как описано в работе [10]. 
Анализ препаратов проводили на электронном микроскопе 
Carl Zeiss Libra-120 (Германия).

Выделение фаговой ДНК и гель-электрофорез ДНК прово-
дили с использованием стандартных методов [11].

Результаты и  обсуждение
Нами были опробованы различные методики выделения 

бактериофагов из клеток A. brasilense Sp7, при этом в ре-
зультате предварительно проведенных экспериментов было 
показано, что максимальный выход бактериофагов наблюда-
ется после предварительной обработки клеток азоспирилл 
низкой температурой (4ºC) в течение 2  ч. После выделения 
бактериофагов проводили их титрование методом агаровых 
слоев. Было установлено, что бактериофаг, выделенный из 
клеток A. brasilense Sp7 (ΦAb-Sр7), на газоне индикаторного 
штамма A. brasilense Sp7 образует округлые, с ровным чет-
ким краем, прозрачные негативные колонии диаметром от 
0,1 до 0,2 мм. Анализ газонов после длительного культиви-
рования (до 5 сут) показал, что пятна остаются прозрачными 
на протяжении всего культивирования.

На следующем этапе работы проводили электрофорез ДНК 
бактериофага в агарозном геле (рис.1, а). В качестве контро-
ля использовали ДНК бактериофага лямбда. По результатам 
электрофореза можно заключить, что бактериофаг ΦAb-Sр7  
является ДНК-содержащим (полоса четкая, продуктов де-
градации нет). Размер генома у выделенного бактериофага 
несколько меньше генома фага лямбда (48 тыс. пар нуклеоти-
дов – тыс. п. н). Дополнительно проводили рестрикцию ДНК 
бактериофага, как описано [11], результаты которой показы-
вают (рис. 1, б), что геном исследуемого бактериофага пред-
ставлен дезоксирибонуклеиновой кислотой.
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Спектр литического действия бактериофагов, являю-
щийся одним из важных биологических свойств вирусов, 
определяли для бактериофага ΦAb-Sр7 по отношению к 18 
штаммам бактерий рода Azospirillum. Показано, что бакте-
риофаг ΦAb-Sр7 вызывает лизис гомологичных фагу бакте-
рий по серологической группе A. brasilense Sp7, Cd, Sp107, 
Br14, KR77, S27, SR55, A. lipoferum SR65, A. amazonense 
Am14, A. halopraeferans Au4, A. irakense штаммов KBC1 
и KA3, но не проявляет активность в отношении клеток  
A. brasilense штаммов Sp245, Jm6B2, S17, SR75, A. lipofer-
um штаммов Sp59b и RG20a. Таким образом, бактериофаг 
ΦAb-Sp7 является специфичным по отношению к некото-
рым видам бактерий рода Azospirillum. Анализ литической 
активности выделенного бактериофага по отношению к ге-
терологичным бактериям родов: Escherichia, Pseudomonas, 
Acinetobacter дал отрицательные результаты. Результаты 
представлены в таблице.

Электронно-микроскопическое изучение препаратов бак-
териофага, выделенного из клеток A. brasilense Sp7, пока-
зало, что исследуемый фаг имеет изометрическую головку 
размером около 27 нм и хвостовой отросток длиной около  
16 нм. Представленные нами результаты согласуются с дан-
ными, полученными другими исследователями [12].

Процесс взаимодействия фага с клеткой довольно сло-
жен и зависит от строения самого фага [13, 14] и наличия 
у бактерий F-пилей [15, 16] и других факторов. Понимание 
особенностей взаимодействия бактериофагов с микробными 
клетками является необходимым условием для их успешно-
го применения в прикладной микробиологии. Поэтому на 
следующем этапе проводили исследование адсорбции бак-
териофага ΦAb-Sр7 на клеточной поверхности специфиче-
ского штамма Sp7 с применением электронной микроскопии. 
Для этого к суспензии клеток штамма Sp7 добавляли иссле-

дуемый бактериофаг (из расчета ~ 20 фагов на бактерию), 
затем инкубировали при 27ºС в течение 3 мин. Затем суспен-
зию наносили на покрытые нитроцеллюлозой электронно-
микроскопические сеточки и контрастировали препараты 
1% уранилацетатом. На рис. 2 представлены результаты 
электронно-микроскопического исследования специфиче-
ской адсорбции бактериофага ΦAb-Sр7 на поверхности кле-
ток A. brasilense Sp7. Как видно, бактериофаги хорошо ад-
сорбируются на поверхности клеток азоспирилл (рис. 2).

Для исключения неспецифического взаимодействия бак-
териофага ΦAb-Sр7 было проведено электронно-микро-
скопическое исследование взаимодействия фага с клетками 
другого, не комплементарного, штамма. Поскольку было 
показано, что бактериофаг не проявляет активности в отно-
шении клеток A. brasilense штамма Jm6B2 (см. таблицу), то 

Рис. 2. Электронно-микроскопическое изображение бактерий  
A. brasilense Sp7 при взаимодействии с бактериофагом ΦAb-

Sp7. Масштаб 500 нм.

Спектр литической активности бактериофага ΦAb-Sp7 на 
газоне индикаторных культур

Культура клеток Действие ΦAb-Sp7

A. amazonense Am14 +
A. brasilense Sp7 +
A. brasilense Cd +
A. brasilense  Sp107 +
A. brasilense Sp245 -
A. brasilense Jm6B2 -
A. brasilense Br14 +
A. brasilense KR77 +
A. brasilense S17 -
A. brasilense S27 +
A. brasilense SR55 +
A. lipoferum SR65 +
A. brasilense SR75 -
A. halopraeferans Au4 +
A. irakense KBC1 +
A. irakense KА3 +
A. lipoferum Sp59b -
A. lipoferum RG20a -
P.putida С-11 -
P. putida ВА-11 -
E. coli XL-1 -
E. coli B-878 -
A. calcoaceticum A-122 -

П р и м е ч а н и е. + наличие лизиса бактериальной культуры;  
- отсутствие лизиса бактериальной культуры.

Рис. 1.  Электрофореграмма фаговой ДНК из бактериофага  
A. brasilense Sp7 (а):

1 – ДНК фага лямбда (48 502 п. н.); 2 – ДНК фага Sр7; 3 – маркер моле-
кулярной  массы  (м. м.) GeneRuler SM0383 («Fermentas»);  размер фраг-
ментов ДНК начиная сверху: 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 
100, 80 п. н.; 4 – маркер м. м. 500 п. н.  (ПЦР-продукт гена неомицин-
фосфотрансферазы  nptII).  Электрофореграмма  рестрикции двумя ре-
стриктазами бактериофага, выделенного из клеток A. brasilense Sp7 (б).
1 – ДНК фага лямбда (48 502 п. н.); 2 – ДНК фага Sp7; 3 – маркер м. 
м. GeneRuler SM0383 («Fermentas»);  размер фрагментов ДНК начиная 
сверху: 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 п. н.; 4 – ДНК 
фага Sp7, гидролизованная рестриктазой HindIII; 5 – ДНК фага лямбда, 
гидролизованная рестриктазой HindIII; 6 – ДНК фага Sp7, гидролизо-
ванная рестриктазой BamHI; 7 – ДНК фага лямбда, гидролизованная 

рестриктазой BamHI.  
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в качестве контроля использовали клетки данного штамма. 
Условия подготовки образца были аналогичны таковым при 
использовании клеток штамма Sр7. Показано (рис. 3), что ад-
сорбция бактериофага ΦAb-Sр7 на микробной клетке штам-
ма Jm6B2 не происходит.

Таким образом, в результате  исследований был выде-
лен бактериофаг из азотфиксирующих микроорганизмов 
A. brasilense Sp7 (ΦAb-Sр7). Бактериофаг отличается низ-
кой репродуктивной способностью, поскольку выделяется 
только после воздействия на клетки низкой температуры. 
На газоне индикаторной культуры исследуемый бактерио-
фаг образует прозрачные негативные колонии. Показано, 
что бактериофаг ΦAb-Sр7 вызывает лизис гомологичных 
фагу бактерий по серологической группе A. brasilense 
Sp7, Cd, Sp107, Br14, KR77, S27, SR55, A. lipoferum SR65,  
A. amazonense Am14, A. halopraeferans Au4, A. irakense KBC1 
и KA3, но не проявляет активности в отношении клеток  
A. brasilense штаммов Sp245, Jm6B2, S17, SR75, A. lipofer-
um штаммов Sp59b и RG20a. Установлено, что бактериофаг 
ΦAb-Sp7 является специфичным по отношению к бактери-
ям рода Azospirillum, но не активным в отношении бакте-
рий гетерологичных родов. Электронно-микроскопический 
анализ показал, что выделенный бактериофаг хорошо ад-
сорбируется на поверхности бактерий A. brasilense Sp7.   
С помощью электронной микроскопии также изучены мор-
фологические параметры и определены размеры  самих фа-
говых частиц.

На сегодняшний день в литературе нет работ, описываю-
щих морфологические особенности (электронно-микро-
скопическое изучение) взаимодействия бактериофагов 
почвенных бактерий с соответствующими микробными 
клетками. Помимо этого, метод электронной микроскопии 
позволил быстро на уровне отдельных клеток, регистриро-
вать начальные стадии адсорбции бактериофагов на ком-
плементарных бактериях по сравнению с традиционными 
методами, что позволило существенно сократить время 
диагностики культур.
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Рис. 3. Электронно-микроскопическое изображение бактерий A. 
brasilense Jm6B2 при взаимодействии с бактериофагом ΦAb-Sp7.


