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Ñâîåâðåìåííàÿ äåòåêöèÿ  ïàòîãåííûõ áàêòåðèé â
ïèùå è îêðóæàþùåé ñðåäå – âàæíûé øàã íà ïóòè ê
âûñîêèì ñòàíäàðòàì ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî êîíòðîëÿ.
Ñòàíäàðòíûå ìèêðîáèîëîãè÷åñêèå ìåòîäû îáû÷íî
çàíèìàþò îò 2 äî 5 äíåé, ÷òîáû îïðåäåëèòü è ïîä-
òâåðäèòü íàëè÷èå ïàòîãåíîâ â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ.
×àñòî ýòî ÿâëÿåòñÿ íåïðèåìëåìûì, ïîýòîìó ïîñëåä-
íèå 20 ëåò èíòåíñèâíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ ìåòîäû áû-
ñòðîé äåòåêöèè. Hàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ
ìåòîäû íà îñíîâå äåòåêöèè àíòèãåíîâ è íóêëåèíîâûõ
êèñëîò [1]. Òåì íå ìåíåå äëÿ èììóíîàíàëèçà íåîá-
õîäìî íàëè÷èå 104–105 ÊÎÅ/ìë îáðàçöà [2, 3], à äëÿ
óñïåøíîãî ïðîâåäåíèÿ ïîëèìåðàçíî-öåïíîé ðåàêöèè
(ÏÖÐ) íàëè÷èå êàê ìèíèìóì 200 êëåòîê â îáðàçöå
[4]. Áîëåå òîãî, ÷óâñòâèòåëüíîñòü îáîèõ ìåòîäîâ
ñèëüíî îãðàíè÷èâàåòñÿ ñëîæíîñòüþ ìàòðèöû è íåðàâ-
íîìåðíûì ðàñïðåäåëåíèåì êëåòîê-ìèøåíåé â îáðàç-
öå [1, 3]. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåòîäû íà îñíî-
âå áàêòåðèîôàãîâ ìîãóò óñïåøíî ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ
áûñòðîé äåòåêöèè ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ [2,
5–9]. Â îñíîâå ýòèõ ìåòîäîâ ëåæèò ïðèíöèï òîãî,
÷òî ôàã áûñòðî è ñïåöèôè÷íî àòàêóåò êëåòêó è êàê
ñëåäñòâèå ëèçèðóåò åå. Àíàëèç ïîñðåäñòâîì ëèçèñà
ôàãîì êëåòîê-ìèøåíåé ñ ïîñëåäóþùåé ÀÒÔ-ìåòðèåé
ïîçâîëÿåò äîñòîâåðíî îïðåäåëÿòü 104 ÊÎÅ/ìë â òå-
÷åíèå 1–2 ÷ â ïðèñóòñòâèè íåñïåöèôè÷åñêîé ìèêðî-
ôëîðû [7]. Óâåëè÷åíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè àíàëèçà
ìîæåò äîñòèãàòüñÿ çà ñ÷åò êîíöåíòðèðîâàíèÿ êëåòîê
â îáðàçöå ïåðåä äåòåêöèåé. Ïåðñïåêòèâíûì ìîæåò
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Ëèòè÷åñêèé áàêòåðèîôàã è ôèëüòðû íà îñíîâå íàíîàëþìèíèåâûõ âîëîêîí «Disruptor
4601» èñïîëüçîâàíû äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ áàêòåðèàëüíîé îáñåìåíåííîñòè
ìåòîäîì ÀÒÔ-ìåòðèè. Â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû âûáðàíà ñèñòåìà: áàêòåðèîôàã
Ò4–E. coli B. Ìîäèôèêàöèè ìåòîäà ïîçâîëÿþò ëèáî êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå E. coli B
ñ íèæíèì ïðåäåëîì, ðàâíûì 1,0⋅⋅⋅⋅⋅103 ÊÎÅ/ìë, ëèáî äåòåêöèþ E. coli B â ïðèñóòñòâèè 60-
êðàòíîãî èçáûòêà S. typhimurium. Îáå õàðàêòåðèñòèêè çíà÷èòåëüíî óëó÷øåíû ïî ñðàâíå-
íèþ ñî ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ñ ïðèìåíåíèåì ôàãà Ò4. Âðåìÿ, çàòðà÷åííîå íà àíàëèç, óâå-
ëè÷èâàåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áàêòåðèîôàã Ò4, áàêòåðèàëüíàÿ îáñåìåíåííîñòü, E. coli B,
áèîëþìèíåñöåíöèÿ, ÀÒÔ, íàíîàëþìèíèåâûå âîëîêíà.

áûòü èñïîëüçîâàíèå íàíîôèëüòðîâ «Disruptor 4610»
(«Ahlstrom», ÑØÀ), ñîñòîÿùèõ èç íàíîàëþìèíèåâûõ
âîëîêîí ñ ïîðàìè 2 ìêì, êîòîðûå îáëàäàþò ïîëîæè-
òåëüíûì çàðÿäîì. Ýòè íàíîôèëüòðû ïîêàçàëè âûñî-
êóþ ýôôåêòèâíîñòü àäñîðáöèè áàêòåðèé è âèðóñîâ
ïðè ôèëüòðàöèè îáðàçöà áåç èçáûòî÷íîãî äàâëåíèÿ
[10]. Öåëü äàííîé ðàáîòû – ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè
ðàçëè÷íûõ ñïîñîáîâ ïðèìåíåíèÿ äàííûõ íàíîôèëüòðîâ
äëÿ äåòåêöèè E. coli ïóòåì ëèçèñà êëåòîê ôàãîì Ò4
è ïîñëåäóþùåå èçìåðåíèå ñîäåðæàíèÿ êëåòîê ñ ïîìî-
ùüþ áèîëþìèíåñöåíòíîé ÀÒÔ-ìåòðèè [3, 11, 12]. Ìû
èññëåäîâàëè äâå ñèñòåìû: 1) êîíöåíòðèðîâàííûé ðà-
ñòâîð ôàãà äîáàâëÿëè ê êëåòêàì, ïðåäâàðèòåëüíî
ñêîíöåíòðèðîâàííûì íà íàíîôèëüòðå; 2) êëåòêè êîí-
öåíòðèðîâàëè íà ôèëüòðå, íà êîòîðîì ïðåäâàðèòåëüíî
ñîðáèðîâàëè ôàã. Áûëè ðàññ÷èòàíû ñòåïåíü óäåðæà-
íèÿ áàêòåðèé íà ôèëüòðå è ïàðàìåòðû äåòåêöèè êëå-
òîê E. coli ïóòåì ëèçèñà ôàãîì è ïîñëåäóþùåé áèî-
ëþìèíåñöåíòíîé ÀÒÔ-ìåòðèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Áàêòåðèîôàã è áàêòåðèàëüíûå øòàììû.

Øòàììû êëåòîê E. coli B è S. typhimurium, à òàêæå
áàêòåðèîôàã T4 áûëè ïîëó÷åíû èç êîëëåêöèè Êàíàä-
ñêîãî èññëåäîâàòåëüñêîãî Èíñòèòóòà ïî áåçîïàñíîñòè
ïèùè*. Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè âûðàùèâàëè (37°C,
200 îá/ìèí) â èíêóáàòîðå-øåéêåðå «NBS Benchtop»
(«New Brunswick Scientific Co., Inc.», Êàíàäà) â òå-
÷åíèå 14–16 ÷ â Ëóðèÿ–Áåðòðàíè ñðåäå/àãàðå (LB)
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(«Difco», ÑØÀ). Íî÷íóþ êóëüòóðó öåíòðèôóãèðîâàëè
(10 ìèí, 4000g) â öåíòðèôóãå «Beckman J2-MC»
(«Beckman Instruments Inc.», ÑØÀ) è ðåñóñïåíäèðî-
âàëè â ñîîòâåòñòâóþùåé ñðåäå. Ïîäñ÷åò êëåòîê
(ÊÎÅ/ìë) ïðîâîäèëè ïóòåì âûñåâà íà ÷àøêè ñ LB-
àãàðîì ïî 0,1 ìë ñåðèéíûõ ðàçáàâëåíèé.

Íàðàùèâàíèå è ïîäñ÷åò áàêòåðèîôàãà ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïîëóòâåðäîãî àãàðà [13]. Ïîëó÷åííûé
ïðåïàðàò ôàãà öåíòðèôóãèðîâàëè (10 ìèí, 6000 g). Ñó-
ïåðíàòàíò ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ñòåðèëüíûé ôèëüòð
(ïîðû 0,2 ìêì) «VacuCap 60 PF» («Pall Corp.», Êà-
íàäà), çàòåì äèàëèçîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äèàëèç-
íûõ êàññåò 10 000 MW («Slide-A-Lyzer», «Pierce»,
ÑØÀ), ÷òîáû ñìåíèòü ñðåäó íà SM-áóôåð (50 ìM
Tðèñ-HCl, pH 7,5 («Fisher Scientic», ÑØÀ), 100 ìM
NaCl, 8 ìM MgSO4, 0,01% æåëàòèí («Sigma-Aldrich»,
ÑØÀ)) è õðàíèëè ïðè 4°C.

Äåòåêöèÿ áàêòåðèé E. coli B ñ èñïîëüçîâàíè-
åì áàêòåðèîôàãà Ò4 è áèîëþìèíåñöåíòíîé
ÀÒÔ-ìåòðèè. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðè-
âîé 0,1 ìë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè (êîíöåíòðàöèÿ îò 12
äî 1⋅108 ÊÎÅ/ìë) â ìèíèìàëüíîé ñðåäå Äýâèñ
(«Difco», ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 1% äåêñòðîçû
(Minimal Davis Media 1% Dextrose, MDD) è
0,077 ìë 1,3⋅1011 ÁÎÅ/ìë ôàãà T4 áûëè ñìåøàíû
ñî ñðåäîé MDD òàê, ÷òîáû äîñòè÷ü êîíå÷íîãî
îáúåìà 1 ìë. Îáðàçöû èíêóáèðîâàëè â èíêóáàòîðå-
øåéêåðå «NBS Benchtop»  («New Brunswick
Scientific Co., Inc.», Êàíàäà) â òå÷åíèå 1 ÷ (37°C,
200 îá/ìèí), çàòåì èçìåðÿëè êîíöåíòðàöèþ âíåêëå-
òî÷íîé ÀÒÔ. Äëÿ ýòîãî â êþâåòó ëþìèíîìåòðà ìî-
äåëè “P1” («GEM Biomedical», ÑØÀ) âíîñèëè
0,05 ìë ñóñïåíçèè áàêòåðèé èëè ñìåñè áàêòåðèé ñ
ôàãîì, äîáàâëÿëè 0,10 ìë ëþöèôåðèí-ëþöèôåðàçíîãî
áèîëþìèíåñöåíòíîãî ðåàãåíòà (BLR) «Aqua Trace»
(«Biotrace», Âåëèêîáðèòàíèÿ) è èçìåðÿëè èíòåíñèâ-
íîñòü ñèãíàëà çà 10 ñ, êîòîðóþ âûðàæàëè â îòíîñè-
òåëüíûõ ñâåòîâûõ åäèíèöàõ (RLU). Ôîíîâûé ñèãíàë
èçìåðÿëè ïåðåä íà÷àëîì ýêñïåðèìåíòà. Äëÿ ïîëó÷åí-
íûõ çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòè (RLU) íàõîäèëè çíà÷å-
íèå äåñÿòè÷íîãî ëîãàðèôìà, (lg(RLU)), è ñòðîèëè çà-
âèñèìîñòü ñëåäóþùåãî âèäà:

          lg(RLU) = a + m⋅lg(ÊÎÅ/ìë).

Èììîáèëèçàöèÿ áàêòåðèîôàãà Ò4 ïóòåì ôèçè-
÷åñêîé ñîðáöèè íà íàíîôèëüòðàõ «Disruptor
4610» («Ahlstrom», ÑØÀ). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
ôèëüòðû «Disruptor 4610» èç íàíîàëþìèíèåâûõ âî-

ëîêîí (äàëåå íàíîôèëüòðû), ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå
êîðïîðàöèåé «Ahlstrom» (ÑØÀ). Íàíîôèëüòðû – ïîëî-
æèòåëüíî-çàðÿæåííûå ôèëüòðû ñ òîëùèíîé
0,8 ìì è ïîðàìè 2 ìêì. Ðàñòâîð áàêòåðèîôàãà Ò4
îáúåìîì 0,05 ìë (1,7⋅109 ÁÎÅ/ìë) íàíîñèëè íà ïî-
âåðõíîñòü ôèëüòðà (äèàìåòð 1 ñì) è âûäåðæèâàëè
15–30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (RT). Çàòåì
÷åðåç ôèëüòð ïðîïóñêàëè 10 ìë ôîñôàòíîãî áóôåðà
(«Pierce», ÑØÀ). Ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî áàêòåðèîôà-
ãîáðàçóþùèõ åäèíèö â èñõîäíîì ðàñòâîðå è ôèëüòðà-
òå è ïî  ðàçíèöå îïðåäåëÿëè êîëè÷åñòâî èììîáèëèçî-
âàííîãî ôàãà.

Ôèëüòðàöèÿ ñóñïåíçèè êëåòîê E. coli B ÷åðåç
íàíîôèëüòðû. Íàíîôèëüòð ïîìåùàëè â äåðæàòåëü
(äèàìåòð 1 ñì, «Millipore», ÑØÀ) è ôèëüòðîâàëè
÷åðåç íåãî 10 ìë áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè
(10–1⋅107 ÊÎÅ/ìë). Ñðåäíåå âðåìÿ êîíòàêòà îáðàçöà
ñ ôèëüòðîì ñîñòàâëÿëî ~2 ìèí. Ïîäñ÷åò áàêòåðèé â
ôèëüòðàòå ïðîâîäèëè ïóòåì âûñåâà íà ÷àøêó ñ LB-
àãàðîì. Ñòåïåíü ýôôåêòèâíîñòè óäåðæàíèÿ áàêòåðèé
ðàññ÷èòûâàëè êàê îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà áàêòåðèé,
óäåðæàííûõ íà ôèëüòðå, ê îáùåìó êîëè÷åñòâó áàêòå-
ðèé â îáðàçöå.

Äåòåêöèÿ êëåòîê E. coli ñ èñïîëüçîâàíèåì íà-
íîôèëüòðîâ è ATÔ-ìåòðèè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
äâà ìåòîäà äåòåêöèè êëåòîê E. coli.

Ìåòîä À. 10 ìë áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè (10–
1⋅107 ÊÎÅ/ìë) ôèëüòðîâàëè ÷åðåç íàíîôèëüòð, êàê îïè-
ñàíî âûøå. Ôèëüòð ñ óäåðæàííûìè áàêòåðèÿìè ïîìå-
ùàëè â ïðîáèðêó, äîáàâëÿëè 0,10 ìë 1⋅1010 ÁÎÅ/ìë T4
(â ñðåäå MDD*) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå ÷àñà
(37°C, 200 îá/ìèí). Çàòåì îòáèðàëè 0,05 ìë ñóïåð-
íàòàíòà, ïîìåùàëè â êþâåòó ëþìèíîìåòðà, äîáàâ-
ëÿëè 0,05 ìë BLR** è èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü áèî-
ëþìèíåñöåíöèè.

Ìåòîä Á. 10 ìë áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè (10–
1⋅107 ÊÎÅ/ìë) ôèëüòðîâàëè ÷åðåç íàíîôèëüòð ñ èì-
ìîáèëèçîâàííûì íà íåì ôàãîì. Âëàæíûé ôèëüòð âíî-
ñèëè â êþâåòó ëþìèíîìåòðà, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè ïåðåìåøèâàíèè (37°C, 200 îá/ìèí), çàòåì äî-
áàâëÿëè 0,05 ìë ñðåäû MDD è 0,05 ìë BLR è èçìå-
ðÿëè èíòåíñèâíîñòü áèîëþìèíåñöåíöèè.

Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè êàê äëÿ ÷èñòîé êóëü-
òóðû E. coli B, òàê è äëÿ åå ñìåñè ñ S. typhimurium.
Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå èíêóáàöèþ ïðîâîäèëè â ôîñôàò-
íîì áóôåðå, à íå â ñðåäå MDD.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà äàííûõ. Âî âñåõ
ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ïî òðè îáðàçöà. Äëÿ êàæ-

*Ìèíèìàëüíàÿ ñðåäà Äýâèñ; **ðåàãåíò äëÿ èçìåðåíèÿ áèîëþìèíåñöåíöèè.



243ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2010. Ò. 51. ¹ 3

äîãî îáðàçöà íàõîäèëè âåëè÷èíû lg(RLU), çàòåì ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ lg(RLU) è îïðåäåëÿëè
äëÿ íèõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD) ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Excel (Microsoft Office,
2007). Ñòàòèñòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðàññ÷èòûâàëè, êàê
îïèñàíî ðàíåå [14], èñïîëüçóÿ ñëåäóþùèå óðàâíåíèÿ:

   ïðåäåë äåòåêöèè ñèãíàëà (SDL)
   lg(SDL) = lg(RLU)ôîí* + 3×SD;
   ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîé äåòåêöèè ñèãíàëà (SQL)
   lg(SQL) = lg(RLU)ôîí + 10×SD;
   ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ (ìèíèìàëüíûé ïðåäåë
   îáíàðóæåíèÿ, LOD)
   lg(LOD) = (lg(RLU)ôîí + 3×SD–a)/m;
   íèæíèé ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîãî
   îïðåäåëåíèÿ (LOQ)
   lg(LOQ) = (lg(RLU)ôîí + 10×SD–a)/m,

ãäå m – íàêëîí êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé, SD – ñòàíäàð-
òíîå îòêëîíåíèå äëÿ ôîíîâîãî ñèãíàëà. Ëèíåéíîñòü
êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êîððå-
ëÿöèîííîãî êîýôôèöèåíòà (R2).

Ñïåöèôè÷íîñòü – ñïîñîáíîñòü ìåòîäà îòëè÷àòü àíà-
ëèò îò äðóãèõ êîìïîíåíòîâ îáðàçöà. Â íàøåì ñëó÷àå
ñïåöèôè÷íîñòü (ñïîñîáíîñòü îòëè÷èòü E. coli B îò S.
typhimurium â èõ ñìåñè) áûëà îïðåäåëåíà êàê îòêëî-
íåíèå îò èñòèííîãî çíà÷åíèÿ (÷èñòàÿ êóëüòóðà E. coli
B) â ïðîöåíòàõ. Òàêèì îáðàçîì, ñïåöèôè÷íîñòü äëÿ
ñìåøàííûõ êóëüòóð áûëà ïðåäñòàâëåíà â ñëåäóþùåì
âèäå: 100±îòêëîíåíèå, %, ãäå äîïóñòèìîå çíà÷åíèå
îòêëîíåíèÿ íå äîëæíî ïðåâûøàòü 10%.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Èììîáèëèçàöèÿ áàêòåðèîôàãà íà íàíîôèëüò-

ðàõ. Áàêòåðèîôàã Ò4 áûë èììîáèëèçîâàí íà íàíî-
ôèëüòðàõ, êàê îïèñàíî âûøå (1,7⋅109 ÊÎÅ/ôèëüòð).
×èñëî ôàãîâ â ôèëüòðàòå ñîñòàâèëî (7–9)⋅108 ÁÎÅ â
10 ìë ñóñïåíçèè, ò.å. 40–50% ôàãîâûõ ÷àñòèö èììî-
áèëèçîâàëîñü íà ôèëüòðå. Òàêèì îáðàçîì, ÷èñëî ôà-
ãîâ íà ôèëüòðå ñîñòàâëÿåò (6,8–8,5)⋅108 ÁÎÅ. Ñòåïåíü
çàäåðæàíèÿ áàêòåðèîôàãà Ò4 íàíîôèëüòðàìè «Dis-
ruptor 4610» íåìíîãî ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ äàí-
íûìè, îïóáëèêîâàííûìè äëÿ ýíòåðîâèðóñîâ ïðè èõ
ôèëüòðàöèè ÷åðåç ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå êåðàìè-
÷åñêèå íàíîôèëüòðû [10], ÷òî ìîæíî îáúÿñíèòü ðàç-
íûìè çíà÷åíèÿìè ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòè ìåæäó èñ-
ñëåäîâàííûìè âèðóñàìè.

Ïðèìåíåíèå íàíîôèëüòðîâ «Disruptor 4610»
äëÿ êîíöåíòðèðîâàíèÿ êëåòîê E. coli. 10 ìë ñóñ-
ïåíçèé E. coli â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 10–

1⋅107 ÊÎÅ/ìë ôèëüòðîâàëè ÷åðåç íàíîôèëüòðû. Ñòå-
ïåíü óäåðæàíèÿ áàêòåðèé ôèëüòðîì ñîñòàâèëà 99,9%
äëÿ ñóñïåíçèé ñ êîíöåíòðàöèåé äî 1⋅107 ÊÎÅ/ìë
âêëþ÷èòåëüíî.

Äåòåêöèÿ E. coli B ïðè ïîìîùè íàíîôèëüòðîâ è
ìåòîäà áèîëþìèíåñöåíòíîé ÀÒÔ-ìåòðèè. Îáðàç-
öû E. coli (12–1⋅107 ÊÎÅ/ìë) ìû ïðîïóñêàëè ÷åðåç
íàíîôèëüòðû «Distuptor 4601», çàòåì ðàñòâîð Ò4
(1010 ÁÎÅ/ìë) äîáàâëÿëè ê ôèëüòðàì (ìåòîä À). Ýòîò
ïîäõîä ñîïîñòàâèëè ñ äðóãèì ìåòîäîì, êîãäà ñóñïåí-
çèþ E. coli ïðîïóñêàëè ÷åðåç ôèëüòðû ñ óæå èììîáè-
ëèçîâàííûì ôàãîì (ìåòîä Á). Â îáîèõ ìåòîäàõ ëèçèñ
êëåòîê èçìåðÿëè ïðè ïîìîùè áèîëþìèíåñöåíòíîé
ÀÒÔ-ìåòðèè ïóòåì äîáàâëåíèÿ ëþöèôåðèí-ëþöèôåðàç-
íîãî ðåàãåíòà. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñóíêå è
â òàáëèöå. Ïî äàííûì ðèñóíêà âèäíî, ÷òî ïðåäåë îá-
íàðóæåíèÿ (LOD) äëÿ ïðÿìîãî ìåòîäà (T4–E. coli B)
ðàâåí 104 ÊÎÅ/ìë, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó-
÷åííûìè ðàíåå [3, 11]. Äëÿ ìåòîäà À íàêëîí ãðàäóè-
ðîâî÷íîé ïðÿìîé çíà÷èòåëüíî âûøå ïî ñðàíåíèþ ñ
ïðÿìûì ìåòîäîì è LOD ðàâåí  ~500 ÊÎÅ/ìë, LOD
äëÿ ìåòîäà Á ñîñòàâëÿåò 766 ÊÎÅ/ìë. Òàêèì îáðà-
çîì, ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäîâ À è Á â ~15–20 ðàç
âûøå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ïðÿìîãî ìåòîäà.

Äëÿ àíàëèçà ñ ïîìîùüþ íàíîôèëüòðîâ «Distuptor
4601» íåîáõîäèìî 10 ìë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, òîãäà
êàê äëÿ ïðÿìîãî ìåòîäà òðåáóåòñÿ 50 ìêë. Òàêèì
îáðàçîì, ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäîâ íà îñíîâå íàíî-
ôèëüòðîâ îáúåì íåîáõîäèìîé ñóñïåçèè âîçðàñòàåò â
200 ðàç, à ÷óâñòâèòåëüíîñòü óâåëè÷èâàåòñÿ òîëüêî â
20 ðàç. Áîëåå íèçêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü, ÷åì îæèäà-
ëîñü, ìîæåò áûòü îáúÿñíåíà íåïîëíûì ëèçèñîì êëå-
òîê. Â ñàìîì äåëå, òîëùèíà íàíîôèëüòðîâ «Distuptor
4601» ñîñòàâëÿåò 0,8 ìì, ÷òî óñëîæíÿåò êîíòàêò
ôàãà (â ñëó÷àå ìåòîäà À) ñ áàêòåðèÿìè, êîòîðûå
ïðîíèêëè âíóòðü. Ïîìèìî ýòîãî äëÿ ìåòîäîâ íà îñíî-
âå íàíîôèëüòðîâ áûëè ïîëó÷åíû áîëåå âûñîêèå ñòàí-
äàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD), ÷òî îáóñëîâëèâàåò óâåëè-
÷åíèå LOD.

Ìåòîäû ñ èñïîëüçîâàíèåì íàíîôèëüòðîâ ïîêàçàëè
õîðîøóþ ñïåöèôè÷íîñòü äåòåêöèè E. coli â ñìåñè ñ
S. typhimurium. Ìåòîä À ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü
E. coli B (7⋅104 ÊÎÅ/ìë) ïðè 8-êðàòíîì ïðèñóòñòâèè
S. typhimurium ñ îòêëîíåíèåì îò çíà÷åíèÿ äëÿ ÷èñ-
òîé êóëüòóðû 7%, ÷òî íå ïðåâûøàåò äîïóñòèìîãî
10%-ãî îòêëîíåíèÿ. Ìåòîä Á ïðè 60-êðàòíîì èçáûòêå
(3⋅104 ÊÎÅ/ìë E. coli B) S. typhimurium äàåò 4%-å
îòêëîíåíèå ñèãíàëà îò çíà÷åíèÿ äëÿ ÷èñòîé êóëüòóðû.

*Ôîíîâûé ñèãíàë áóôåðà (ôîí).
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Ïðÿìîé ìåòîä (T4– E. coli B) ïîêàçûâàåò áîëåå ñëà-
áûå ðåçóëüòàòû äëÿ ñìåøàííîé êóëüòóðû: ïðè 5-êðàò-
íîì èçáûòêå Salmonella ìåòîä äàåò 8%-å îòêëîíå-
íèå, à ïðè 10-êðàòíîì èçáûòêå îòêëîíåíèå ïðåâûøàåò
äîïóñòèìîå 10%-å îòêëîíåíèå îò çíà÷åíèÿ äëÿ ÷èñòîé

Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè E. coli B (ÊÎÅ/ìë). Èñïîëüçó-
åìûå ìåòîäû îïðåäåëåíèÿ: íà îñíîâå Ò4 ñ «Disruptor 4601» (ìåòîä À (êðèâàÿ 1); ìåòîä Á
(êðèâàÿ 2)); ïðÿìîé àíàëèç T4–E. coli B (êðèâàÿ 3). Óñëîâèÿ: êîíöåíòðàöèÿ T4 – 1010 ÁÎÅ/ìë,
èíêóáàöèÿ ïðè 37°C, 200 îá/ìèí, 1 ÷ . Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ äëÿ òðåõ

ïîâòîðîâ (RLU) êàê ñðåäíåå±SD

Àíàëèòè÷åñêèå  ïàðàìåòðû ìåòîäîâ ñïåöèôè÷åñêîé äåòåêöèè E. ñoli B ñ èñïîëüçîâàíèåì
áàêòåðèîôàãà Ò4 ñ íàíîôèëüòðàìè «Disruptor 4601» (ìåòîäû À è Á) è áåç ôèëüòðîâ (ïðÿìîé
ìåòîä). Èíòåðâàë êîíöåíòðàöèé êëåòîê, èñïîëüçîâàííûé äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíàëèòè÷åñêèõ

ïàðàìåòðîâ, 300–106 ÊÎÅ/ìë E. ñoli B

êóëüòóðû. Âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ìåòîäîâ íà îñíîâå
íàíîôèëüòðîâ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà áîëåå âûñîêîé
êîíöåíòðàöèåé áàêòåðèé â ñìåñè ñ ôàãîì ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ïðÿìûì ìåòîäîì. Â ñëó÷àå ìåòîäà Á, äîáà-
âî÷íûì ôàêòîðîì ñëóæèò ýôôåêòèâíûé êîíòàêò êëåò-

Äèàïàçîí 
ïðèìåíåíèÿ 

300–106 ÊÎÅ/ìë E. coli B 

Ïàðàìåòð ìåòîä A ìåòîä B ïðÿìîé T4−E. ñoli  B 
ìåòîä 

Ïðåäåë îïðåäåëåíèÿ 495 ÊÎÅ/ìë 766 ÊÎÅ/ìë 1,03×103 ÊÎÅ/ìë 
Ïðåäåë 
êîëè÷åñòâåííîãî 
îïðåäåëåíèÿ 

985 ÊÎÅ/ìë 4,86×103 ÊÎÅ/ìë 2,74×103 ÊÎÅ/ìë 

Ïîðîãîâûé ñèãíàë 432 RLU 676  RLU 139 RLU 
Ïîðîãîâûé ñèãíàë 
êîëè÷åñòâåííîãî 
îïðåäåëåíèÿ 

824 RLU 2,1×103 RLU 249 RLU 

Óðàâíåíèå 
êàëèáðîâî÷íîé 
êðèâîé äëÿ log RLU 

0,94×log[E. ñoli] + 0,11 0,61×log[E. ñoli i]+1,06 0,53×log[E. ñoli]+0,54 

×óâñòâèòåëüíîñòü 0,94 0,61 0,53 
R2 0,992 0,995 0,921 
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SPECIFIC E. ñoli B DETECTION USING T4 BACTERIOPHAGE,
NANO-FILTERS AND ATP-BIOLUMINESCENCE

O. À.  Minikh, L.Y. Brovko, M.W. Griffiths, N.N. Ugarova
(Department of chemical enzymology; Canadian Research Institute for Food Safety, University
of Guelph )

Lytic bacteriophage and filters based on nano-aluminium fibers “Disruptor 4601” were proposed
to detect specific bacteria by ATP-bioluminescence. As a model system, system of T4
bacteriophage – bacteria E. coli B was chosen. Modifications of nano-filter based method with wild
type T4 bacteriophage allow either quantitative detection of E.coli B with detection limit as low as
103 CFU/mL or accurate detection E.coli B at the 60-fold excess of S. typhimurium. Thus, T4
phage coupled with nano-filter media method performs much better than T4 coupled with the
standard phage-mediated ATP-bioluminescence method. Increase in testing time required is not
essential.

Key words: bacteriophage T4, bacterial contamination,  E. ñoli B,  bioluminescence,  ATP,
nano-aluminium fibers.
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êà–ôàã çà ñ÷åò èçáûòî÷íîãî äàâëåíèÿ âî âðåìÿ ôèëü-
òðàöèè áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè ÷åðåç ôèëüòð ñ ôàãîì,
÷òî ïðèâîäèò ê áîëåå ïîëíîìó ëèçèñó êëåòîê-ìèøåíåé
âîïðåêè íàëè÷èþ èçáûòêà ïîñòîðîííåé ìèêðîôëîðû.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîäû íà îñíîâå Ò4-áàêòåðèîôàãà
è íàíîôèëüòðîâ ïîêàçûâàþò õîðîøèå ðåçóëüòàòû äå-
òåêöèè E. coli B êàê â ÷èñòîé, òàê è â ñìåøàííîé
êóëüòóðàõ. Ïðåèìóùåñòâî ìåòîäà Á ñîñòîèò â òîì,
÷òî ôàã èììîáèëèçóåòñÿ íà ôèëüòðå çà ñ÷åò ôèçè÷åñ-

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå «SENTINEL» – Ñåòè ïî ðàçðàáîòêå áèîàêòèâ-
íîé áóìàãè «NSERC» (National Science and Engineering Research Council, Íàöèîíàëüíûé êîìèòåò ïî

íàóêå è òåõíèêå Êàíàäû) è Ìèíèñòåðñòâà Îíòàðèî ïî Ñåëüñêîìó õîçÿéñòâó è ïèùå «OMAF».

êîé ñîðáöèè, à ñëåäîâàòåëüíî, îòñóòñòâóåò íåîáõîäè-
ìîñòü åãî õèìè÷åñêîé èëè ãåíîèíæèíåðíîé ìîäèôèêà-
öèè, êîòîðûå ìîãóò ïðèâîäèòü ê óõóäøåíèþ ëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè ôàãà. Ìåòîä ïîçâîëÿåò òàêæå îïðåäåëÿòü
áàêòåðèè-ìèøåíè ïðè âûñîêîì èçáûòêå ïîñòîðîííåé
ìèêðîôëîðû. Âñå ýòî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ïðàê-
òè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ñèñòåìû íà îñíîâå èñïîëüçîâà-
íèÿ áàêòåðèîôàãà Ò4 è íàíîôèëüòðîâ äëÿ ñïåöèôè÷åñ-
êîãî îïðåäåëåíèÿ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé.
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