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Электрооптическим методом с применением фаговых антител к основным антигенам клеток Her-
baspirillum seropedicae Z78 (ЭПСI, КПСI и ЛПС) проведена оценка их комплементарного взаимодей-
ствия в системе антиген–антитело. Показано, что электрооптический анализатор позволяет разгра-
ничивать присутствие/отсутствие специфичного взаимодействия фаговых антител с основными
эпитопами бактериальной поверхности. Выявленные закономерности изменения электрофизиче-
ских параметров хорошо согласовывались с компонентным составом антигенов Herbaspirillum, их
топографическим распределением, а также были подтверждены результатами электронной микро-
скопии и дот-анализа. Продемонстрирована возможность применения метода электрооптического
анализа для детекции Herbaspirillum spp. с экспонированными на их поверхности антигенами. По-
лученные результаты могут служить основой при создании теста для быстрого определения данных
микроорганизмов.
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В результате снижения иммунорезистентности
населения планеты все чаще возникают инфек-
ции, вызываемые условно-патогенными бактери-
ями. Основными оппортунистическими агентами
становятся представители почвенной микрофло-
ры. Грамотрицательные β-Proteobacteria, включа-
ющие Burkholderia, Ralstonia, Herbaspirillum и дру-
гие почвенные микроорганизмы, широко пред-
ставлены в биосфере и играют важную роль в
различных областях народного хозяйства [1–3].
Herbaspirillum spp. широко населяет биосферу как в
свободноживущем состоянии [1, 4], так и в тканях
экономически и агрономически значимых сель-
скохозяйственных культур [5–7]. Увеличивается
количество работ, отмечающих способность Her-
baspirillum провоцировать и утяжелять течение сеп-
тическиех процессов [8–13]. Первоначальная оши-
бочная идентификации гербаспирилл как предста-
вителей Burkholderia spp. была связана с их близким
филогенетическим и фенотипическим сходством с
Burkholderia cepacia [11, 13]. Диагностика гербаспи-
рилл осложняется отсутствием для них коммерче-
ски доступных тест-систем. В связи с этим улучше-

ние методов детекции Herbaspirillum для создания
экспресс-метода оценки бимолекулярной реакции
антиген–антитело и их обнаружения представляет
интерес с практической точки зрения.

Эффективным инструментом для решения
проблем биотехнологии и прикладной микро-
биологии оказываются методы, основанные на
анализе электрофизических параметров клеток в
переменном электрическом поле [14–17]. Реги-
страция оптическим способом изменений элек-
трических характеристик суспендированных кле-
ток носит название электрооптического (ЭО)
анализа. Ранее была показана возможность при-
менения метода ЭО анализа для идентификации
микробных клеток при их взаимодействии с по-
ликлональными и моноклональными антителами
[15, 18, 19]. При развитии ЭО метода дифферен-
циальной диагностики микробных клеток важен
подбор соответствующих антител (Ат).

Основными антигенами (Аг) поверхности бак-
терий являются экзо- и эндотоксины гликополи-
мерной природы. Капсула бактерий содержит
капсульные полисахариды (КПС), а микробная
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слизь – внеклеточные или экстраклеточные по-
лисахариды (ЭПС). К гликополимерам, преобла-
дающим на поверхности у грамотрицательных
бактерий, наряду с КПС и ЭПС, относят липопо-
лисахариды (ЛПС), формирующие наружный
слой внешней мембраны. Капсульные гликаны
ряда бактерий представляют собой экстраклеточ-
ную форму ЛПС [20, 21], а некоторые бактерии
при определенных условиях способны выделять
ЛПС в окружающую среду [22]. Все они играют
важную роль в иммунохимическом поведении
микроорганизмов [23–27].

Традиционно для серологических и иммуно-
химических исследований используют поликло-
нальные или моноклональные Ат, получение ко-
торых включает этап иммунизации животных,
который может быть затруднителен при низкой
иммуногенности или высокой токсичности Аг.
Известно, что для эффективной диагностики до-
статочно одной антигенсвязывающей области
(Fab- или Fv-фрагмента), то есть присутствие Fc-
фрагмента Ат необязательно [28]. В качестве аль-
тернативы классической иммунизации можно
осуществлять эффективный отбор Ат в формате
фагового дисплея [29, 30]. Селекция Аг-связыва-
ющих фрагментов Ат (cFv, Fab), представленных
на поверхности нитевидного фага, проводится,
как и селекция В-лимфоцитов, по способности
взаимодействовать с Аг. Подобно плазматиче-
ским клеткам, нарабатывающим Ат, бактериаль-
ные клетки, инфицированные фагами, в геноме
которых содержатся соответствующие гены, спо-
собны секретировать растворимые фрагменты
Ат, успешно применяемые для идентификации
микроорганизмов [14, 31, 32].

Получение фаговых антител (м-АтЭПСI, м-АтКПСI
и м-АтЛПС) на основные антигены бактерий рода
Herbaspirillum (ЭПСI, КПСI и ЛПС) и их дальней-
шее применение для быстрого скрининга бакте-
рий методом электрооптического анализа пред-
ставляет значительный интерес.

Цель работы – получение м-АтЭПСI, м-АтКПСI и
м-АтЛПС к основным антигенам Herbaspirillum se-
ropedicae Z78 (ЭПСI, КПСI и ЛПС) и оценка воз-
можности их применения для детекции Herbaspi-
rillum spp. методом электрооптического анализа.

МЕТОДИКА
Микробные клетки и условия их культивирова-

ния. В работе использовали культуры Herbaspiril-
lum seropedicae Z78 (IBPPM217), Azospirillum brasi-
lense Sp245 (IBPPM 219) и Escherichia coli XL-1
(IBPPM 632), полученные из коллекции ризо-
сферных микроорганизмов ИБФРМ РАН (http://
collection.ibppm.ru).

H. seropedicae Z78 выращивали в жидкой син-
тетической питательной среде с витаминами [33]

в течение 24 ч при 30°С, что соответствовало
окончанию экспоненциальной фазы роста бакте-
рий. A. brasilense Sp245 и E. coli XL-1 выращивали
на жидкой среде LB в течение 18–20 ч при 30°С,
как описано [34].

Выделение и очистка ЛПС. Клетки осаждали
центрифугированием (3000 g, 40 мин), осадок
трижды ресуспендировали в 0.15 М NaCl, механи-
чески перемешивали и переосаждали. Экстрак-
цию ЛПС из высушенной ацетоном бактериаль-
ной массы проводили горячим 45%-ным водным
фенолом по модифицированной методике [35].
ЛПС очищали двукратным ультрацентрифуги-
рованием (105000 g, 4 ч). Препараты ЛПС лио-
филизировали с использованием Benchtop 2K
(“Virtis”, США).

Выделение внеклеточных гликополимеров. Гли-
кополимеры выделяли как описано в работе [33].
Все фракции, содержащие углеводы, которые не
поглощали между 240 и 260 нм, объединяли, кон-
центрировали и лиофилизировали. В результате
были получены и охарактеризованы экстракле-
точный (ЭПСI) и капсульный (КПСI) гликопо-
лимеры [33].

Получение фаговых антител. Фаговые антитела
к ЛПС, ЭПСI и КПСI получали с использовани-
ем овечьей фаговой библиотеки, любезно предо-
ставленной профессором Харрисом (W.J. Harris,
Griffin. 1, Великобритания; 1012 вирионов/мл) [36].
В качестве твердой фазы для закрепления Аг ис-
пользовали полистирольный 96-луночный план-
шет для иммуноферментного анализа (ИФА). В
лунку вносили 200 мкл 1.0 мг/мл соответствую-
щего Аг и инкубировали в течение 12 ч при 4°С.
ЛПС, ЭПСI и КПСI связывались с подложкой за
счет электростатического взаимодействия. Не-
специфичное связывание исключали блокирова-
нием в течение 1 ч пространства на стенках план-
шета, не занятого Аг, 2%-ным раствором БСА в
фосфатно-солевом буфере. Затем в лунку вноси-
ли 200 мкл фаговой библиотеки в солевом буфере
с твином (TBS-T) и после инкубации в течение
12 ч при 4°С планшет трехкратно отмывали этим
буфером. Связавшиеся фаговые частицы элюи-
ровали 0.1 М глицин-HCl-буфером, pH 2.5, и ис-
пользовали для инфицирования клеток E. coli
штамма XL-1 Blue.

Аликвоты объемом 200 мкл с плотностью кле-
ток E. coli штамм XL 1 Blue не менее 1012 кл./мл
высевали на чашки Петри с TYE агаром, в кото-
рый добавляли антибиотики: тетрациклин, ампи-
цилин и канамицин для предотвращения зараже-
ния E. coli хелперными и библиотечными фагами.
Клетки культивировали в течение 18 ч при 37°С.
Рост E. coli отмечался только на среде с тетрацик-
лином. Отбирали единичную колонию E. coli и
высевали на питательную среду 2TY, после чего
культивировали в течение ночи на термошейкере
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для достижения экспоненциальной фазы роста
бактерий при 37°С. После этого культуру (из рас-
чета 1 часть культуры на 5 частей среды) высевали
на свежую питательную среду 2TY и культивиро-
вали в течение 4 ч при 37°С. Культуру помещали в
термостат на 30 мин при 37°С без перемешивания
для образования F-пилей. Далее E. coli заражали
фаговой библиотекой и культивировали в тече-
ние 30 мин при 37°С. Затем высевали (из расчета
1 часть культуры на 5 частей среды) на свежую пи-
тательную среду 2TY, содержащую 1% глюкозы и
100 мкг/мл ампицилина, и культивировали в те-
чение ночи при 37°С, после чего термостатиро-
вали 30 мин при 37°С. В бактериальную культу-
ру, полученную на предыдущем этапе, вносили
200 мкл 1011 вирионов/мл фага М13К07 и инкуби-
ровали в течение 1.5 ч при 37°С. Клетки осажда-
ли центрифугированием (1000 g, 10 мин), оса-
док ресуспензировали в 2TY среде, содержащей
100 мкг/мл ампицилина, 25 мкг/мл канамицина
и 1.25 мкл/мл изопропил-β-D-тиогалактозида.
Это позволило размножаться клеткам, содер-
жащим как специфичный, так и вспомогатель-
ный (хелперный) фаг.

После инкубации клетки центрифугировали
(1000 g, 10 мин), а к супернатанту, содержащему
фаги, добавляли 1/5 объема ПЭГ/NaCl и инкуби-
ровали 1 ч при 4°С. Затем суспензию фаговых ан-
тител центрифугировали при 17000 g 20 мин и
4°С. Полученный осадок ресуспензировали в 3 мл
0.01 M фосфатно-солевого буфера (PBS). Фаго-
вую суспензию диализовали в течение 24 ч против
0.01 M PBS. Полученные фаговые частицы ис-
пользовали для последующих раундов селекции,
осуществляемых в аналогичных условиях, но с
уменьшением вдвое концентрации антигенов,
как описано в работе [37] для увеличения специ-
фичности фаговых антител. Было проведено 4 ра-
унда селекции бактериофагов, при этом с каждым
раундом вдвое уменьшалась концентрация Аг для
увеличения специфичности Ат. Начальная кон-
центрация Аг составляла 1 мг/мл.

Для количественной характеристики получен-
ных Ат использовали соотношение (A269–A320) × 5 ×
× 1014/15, где A320 – оптическая плотность суспен-
зии при 320 нм и A269 – при 269 нм. Концентра-
цию фаговых частиц определяли из расчета
A269‒A320 = 30 оптических единиц, что соответ-
ствовало 2 × 1014 вирионам/мл [38]. Концентра-
ция фаговых антител составила 1.2 × 1013, 2.2 ×
× 1013 и 2.6 s× 1013 вирионов/мл для ЛПС, КПСI
и ЭПСI соответственно.

Титр сыворотки определяли с помощью ИФА
по общепринятой методике [39]. Измерение про-
водили на Specord BS-250 UV (“Analytic Jena”,
Германия) при 490 нм. Титр полученных фаговых
мини-Ат составил 1 : 4000.

Дот-иммуноанализ. Для дот-анализа использо-
вали мембрану Western S (“Sigma-Aldrich”, США)
и культуру клеток H. seropedicae Z78 с концентра-
цией 1.06 × 1011 кл./мл (по эталону мутности), как
описано ранее [14].

Просвечивающая электронная микроскопия
(ПЭМ). Подготовку препаратов для электронно-
микроскопических снимков осуществляли при
помощи просвечивающего электронного микро-
скопа Libra 120 (“CarlZeiss”, Германия) при уско-
ряющем напряжении 120 кВ, как описано в рабо-
те [34], в Центре коллективного пользования на-
учным оборудованием, применяемым в области
физико-химической биологии и нанобиотехно-
логии “Симбиоз” ИБФРМ РАН.

Проведение электрооптического анализа кле-
точных суспензий. Перед проведением ЭО осу-
ществляли трехкратную отмывку клеток всех ис-
пользуемых штаммов от культуральной среды цен-
трифугированием (2800 g, 5 мин). Для этого
использовали дистиллированную воду с электро-
проводностью 1.6–1.8 μS/см. Электропроводность
определяли с помощью кондуктометра HI 8733
(“HANNA”, США). Полученную суспензию цен-
трифугировали (1000 g, 1 мин) для устранения
конгломератов. Оптическую плотность при А670
полученного супернатанта доводили дистиллиро-
ванной водой до значения ~0.42–0.45, что соот-
ветствовало 4.5 × 108 и 1.6 × 109 кл./мл для A. bra-
silense Sp245 и H. seropedicae Z78 соответственно.
Ориентационные спектры клеток измеряли на
электрооптическом анализаторе ELOAnalyser
(“EloSystemGbR”, Германия). Параметры изме-
рения: напряженность электрического поля (E)
93.1 В/см, длина волны света 670 нм (относительно
вакуума), время (t) приложения электрического
поля 3.0 с. Объем измерительной ячейки составлял
1 мл. В экспериментах оперировали дискретным
набором частот (f) ориентирующего электрическо-
го поля: 740, 1000, 1450, 2000 и 2800 кГц.

Логарифмическая зависимость разности зна-
чений оптической плотности суспензии (δА), из-
меренной при распространении пучка неполяри-
зованного света (I) вдоль и поперек направления
электрического ориентирующего поля, была по-
лучена при последовательном изменении часто-
ты радиоимпульсов. Эта разность была нормиро-
вана на значение оптической плотности при хао-
тической ориентации клеток [16].

Для оценки взаимодействия антигенных де-
терминант микробных клеток с фаговыми анти-
телами в измерительную ячейку к 1 мл суспензии
H. seropedicae Z78 (1.6 × 109 кл./мл) вносили 3 мкл
м-Ат (1.2 × 1013, 2.2 × 1013 и 2.6 × 1013 вирионов/мл
для ЛПС, КПСI и ЭПСI соответственно) и изме-
ряли ЭО сигнал. При проведении исследований с
клетками A. brasilense Sp245 условия эксперимен-
тов были аналогичными с H. seropedicae Z78, од-
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нако количество клеток A. brasilense Sp245 в изме-
рительной ячейке составляло 4.5 × 108 кл./мл.

Для каждой серии экспериментов проводили
не менее пяти измерений. Анализ и представле-
ние данных осуществляли при помощи програм-
мы Microsoft Excel 2010. Доверительные интерва-
лы определены для надежности 95%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Клеточная оболочка бактерий представляет

собой сложную структуру с экспонированными
на поверхности углеводными остатками, защи-
щающую и в то же время осуществляющую взаи-
модействие клетки с окружающей внешней сре-
дой. Многие микроорганизмы образуют капсулы
вокруг своих клеточных стенок и выделяют спе-
цифическую слизь, в которой происходят меж-
клеточные взаимодействия. Бактериальные кап-
сулы содержат КПС, тогда как микробная слизь
состоит из ЭПС. Структурное разнообразие поз-
воляет ЭПС и КПС функционировать в клеточ-
ных взаимодействиях в качестве сигнальных мо-
лекул [23, 40, 41]. Наряду с КПС и ЭПС, к основ-
ным поверхностным антигенам относятся ЛПС.
Они участвуют в процессах адгезии, механизмах
узнавания чужеродных объектов и индукции за-
щитных реакций макропартнера. Однако дан-
ные, касающиеся состава экстраклеточных, кап-
сульных и мембранных гликополимеров Her-
baspirillum, фрагментарны [42, 43].

Для изучения различной экспонированности
углеводных антигенных детерминант бактериаль-
ной поверхности с помощью метода ЭО анализа

использовали штамм H. seropedicae Z78. Суть ме-
тода ЭО анализа микробных суспензий заключа-
лась в измерении вариаций их оптических
свойств при воздействии на суспендированные
клетки переменного электрического поля. Элек-
трическое поле на границах смежных клеточных
структур вызывало появление в нем индуциро-
ванных зарядов. Их величина зависела от элек-
трических свойств смежных структур, и, в част-
ности, от параметров слоя поверхностного взаи-
модействия [15]. Регистрируемый ЭО сигнал
можно охарактеризовать двумя параметрами: его
стационарной величиной после завершения ори-
ентационных процессов ΔА и формой релаксаци-
онной кривой (рис. 1).

Ранее было показано, что бактерии H. seropedi-
cae Z78 выделяют два экстраклеточных гликопо-
лимера липополисахаридной природы. Один из
них сохраняет связь с поверхностью клетки и об-
наруживается в капсуле – КПСI, а второй, ЭПСI,
выделяется бактериями в культуральную жид-
кость. При этом эти полимеры отличаются как
составом моносахаридов, так составом и соотно-
шением жирных кислот [33]. Детальная характе-
ристика КПСI, ЭПСI и ЛПС H. seropedicae Z78
представлена в работах [33, 35].

В предыдущей работе было показано, что по-
ликлональные кроличьи Ат к очищенному препа-
рату ЛПС не проявляли специфичности ни к од-
ному из изученных Аг, в том числе гомологично-
му [44]. В связи с трудностями, возникшими при
получении поликлональных кроличьих Ат, была
проведена селекция фаговых антител к очищен-
ным индивидуальным препаратам ЭПСI, КПСI и

Рис. 1. Схема измерения оптической плотности микробной суспензии в процессе ЭО-анализа в моменты приложения
электрического поля (I, хаотическая ориентация клеток), его выключения (II, клетки в ориентированном состоянии)
и возвращения клеток в состояние с хаотической ориентацией (III).
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ЛПС клеток H. seropedicae Z78 (м-АтЭПСI, м-АтКПСI и
м-АтЛПС). Их подробные характеристики приве-
дены в работе [44].

Увеличение специфичности фаговых антител
оценивали с помощью ИФА. На одном уровне с
гомологичным Аг взаимодействовали м-АтЛПС.
Также отмечалось их взаимодействие с КПСI.
ЭПСI отличались очень слабым (почти на уровне
контроля) взаимодействием с м-АтЛПС. В то время
как м-АтЭПСI взаимодействовал со всеми выделен-
ными гликополимерами H. seropedicae Z78, при
этом реакция с гомологичным Аг оказалась слабее,
чем с КПСI, а с ЛПС – сильнее, чем КПСI.

Было показано, что м-АтКПСI взаимодейство-
вали со всеми Аг H. seropedicae Z78, однако макси-
мально с ЛПС. Результаты анализа полученных
данных указывали на сложную природу полиса-
харидсодержащих Аг поверхности H. seropedicae
Z78. Можно предположить, что ЛПС и КПСI об-
ладают индивидуальными антенными детерми-
нантами, которые узнаются м-АтЛПС, но отсут-
ствуют в ЭПСI.

В предыдущей работе [15] была показана об-
щая закономерность, заключающаяся в неизмен-
ности электрооптических параметров клеточной
суспензии при отсутствии специфичного взаимо-
действия действующего агента с бактериальными
клетками. В то же время связывание агента со
строго определенной антигенной детерминантой
клеток приводила к выраженному изменению ве-
личины электрооптического сигнала [15]. Тем не
менее не было очевидным получение аналогич-
ных закономерностей изменения ЭО-параметров
при использовании фаговых антител, специфич-
ных к различным антигенным детерминантам
(ЭПСI, КПСI и ЛПС) микробных клеток.

ЭО-датчиком оценивали взаимодействие ан-
тигенных детерминант клеток H. seropedicae Z78 с
соответствующими фаговыми Ат. При анализе
полученных данных решающей является разница
величины ЭО-сигнала между контролем (клетки
без добавления специфичных Ат) и экспериментом
(клетки с добавлением Ат). Показано (рис. 2а), что
при взаимодействии клеток H. seropedicae Z78 с
м-АтЛПС величина ЭО-сигнала изменялась на 79%
по сравнению с контролем (клетки без добавле-
ния Ат). Для удобства расчета полученных резуль-
татов использовали величины значений ЭО-сигна-
ла суспензии клеток при частоте ориентирующе-
го поля 1000 кГц.

Помимо электрооптических данных об аф-
финности взаимодействия клеток H. seropedicae
Z78 с м-АтЛПС методом электронной микроско-
пии визуализировали образование иммунных
комплексов. Результаты, приведенные на рис. 3б,
подтвердили высокий уровень взаимодействия
м-АтЛПС с клетками данного штамма. Дополни-

Рис. 2. Изменение величины ЭО-сигнала суспензии
клеток H. seropedicae Z78 при взаимодействии с
м-АтЛПС (а), м-АтКПСI (б) и м-АтЭПСI (в): 1 (кон-
троль) – суспензии клеток без добавления м-Ат ; 2 –
после добавления м-Ат.
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тельно на рис. 3а представлена фотография кле-
ток H. seropedicae Z78 без Ат.

При изучении взаимодействия м-АтКПСI с
клетками H. seropedicae Z78 (рис. 2б) было зафик-
сировано изменение величины ЭО-сигнала на
66% по сравнению с контролем (клетки без до-
бавления Ат), то есть м-АтКПСI взаимодействова-
ли с соответствующими Аг детерминантами кле-
точной поверхности. Электронно-микроскопи-
ческий анализ также выявил высокую степень
взаимодействия м-АтКПСI с клетками H. seropedi-
cae Z78 (рис. 3в).

При оценке взаимодействия м-АтЭПСI с клет-
ками H. seropedicae Z78 при использовании значе-
ний на частотах 740 и 1000 кГц были зафиксиро-
ваны изменения ЭО-параметров в диапазоне 4%,
а на остальных частотах их изменений практиче-
ски не наблюдали (рис. 2в). Можно предполо-
жить, что это связано со структурными различия-
ми мембранных и экстраклеточных липополиса-
харидов. На рис. 3г представлены результаты
электронной микроскопии, демонстрирующие
отсутствие взаимодействия клеток с м-АтЭПСI.

Полисахаридные части ЛПС и КПСI состояли,
помимо галактозы, глюкозы и глюкозамина, из
остатков полиспиртов эритрита и глицерина. В то
время как в составе ЭПСI помимо указанных са-
харов присутствовали только остатки глицерина.
Мажорным компонентом ЭПСI была глюкоза
[33]. В отличие от ЛПС и КПСI, расположенных
вблизи и на поверхности внешней мембраны кле-
точной стенки, ЭПСI секретируется бактериаль-
ной клеткой в окружающую среду, поэтому анти-
генные детерминанты, соответствующие этому
полисахариду, могут полностью отсутствовать на
клеточной поверхности.

На основании ранее проведенных измерений,
регистрирующих взаимодействия Ат с микроб-
ными клетками, можно было ориентировочно
определить критерий специфичного взаимодей-
ствия как изменение величины ЭО сигнала сус-
пензии клеток на величину не менее ~5% при до-
бавлении в суспензию клеток м-Ат. При анализе
полученных данных решающей становится раз-
ница величин ЭО-сигнала между контролем
(клетки без добавления специфичных м-Ат) и
экспериментом (клетки с добавлением м-Ат).

Рис. 3. ПЭМ клеток H. seropedicae Z78 (×10 000) без Ат (а) и после инкубации с м-АтЛПС (б), м-АтКПСI (в) и м-АтЭПСI (г),
меченными коллоидным золотом.
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Данные, представленные на рис. 2, показали, что
при взаимодействии м-АтЭПСI с клетками H. sero-
pedicae Z78 изменения ЭО-параметров зафикси-
ровались в диапазоне 4% при использовании зна-
чений на частотах 740 и 1000 кГц, а на остальных
частотах они практически отсутствовали. Для ис-
ключения ложноположительных результатов на
основании ранее проведенных многократных из-
мерений с привлечением микробных клеток дру-
гих штаммов, был выработан критерий специфи-
ческого взаимодействия, как изменение величи-
ны ЭО-сигнала суспензии клеток на величину не
менее ~5% при внесении в суспензию специфич-
ных антител. Указанный порог разграничивал
лишь конкретные иммунохимические реакции,
изученные в этой работе. Данный критерий мо-
жет быть применен для тех препаратов, в которых
распознаваемые бактерии присутствовали в сме-
си с другими бактериями или иными примесями,
влияющими на А670 и, соответственно, определя-
ющими их разведение. Необходимо отметить, что
для определения критерия следовало принимать
во внимание значение сигнала не на одной часто-
те, а на всем используемом наборе частот. 

На следующем этапе проверялась активность
м-АтЛПС, м-АтКПСI и м-АтЭПСI по отношению к
представителю других почвенных азотфиксирую-
щих бактерий A. brasilense Sp245. Выбор этой
культуры был обусловлен достаточно полным
описанием ее серологических и иммунохимиче-
ских свойств, что позволило корректно интер-
претировать полученные результаты.

Специфичные изменения ЭО-параметров кле-
точных суспензий штамма Sp245 при воздействии
м-АтЛПС, м-АтКПСI и м-АтЭПСI не были зафиксиро-
ваны. Сравнение результатов ЭО- и дот-иммуно-
анализа показало совпадение данных, полученных
двумя независимыми методами (табл. 1).

Поскольку данные ЭО-анализа микробных
суспензий были подтверждены стандартными
методами дот-анализа и электронной микроско-
пией, можно было утверждать, что м-АтЛПС и
м-АтКПСI взаимодействовали с клетками H. sero-

pedicae Z78, а м-АтЭПСI нет. При этом все изучен-
ные м-Ат не взаимодействовали с клетками
A. brasilense Sp245.

В предыдущей работе [44] было показано, что
в моносахаридном составе ЛПС и КПСI присут-
ствуют рамноза, глюкозамин и галактозамин, ко-
торые могут входить и в состав АгД этих глика-
нов. Это объясняет взаимодействие м-АтЛПС,
м-АтКПСI не только с гомологичными Аг, но и пе-
рекрестные реакции с ЛПС и КПСI. Можно
предположить, что из-за отсутствия в составе
ЭПСI рамнозы и присутствия глюкозамина и га-
лактозамина лишь в следовых количествах не на-
блюдалось их реакции с м-АтЛПС, а взаимодей-
ствие м-АтЭПСI с ЛПС и КПСI объяснялось при-
сутствием в составе указанных Аг глюкозы и
галактозы. На основании всего выше изложенного
можно предположить, что м-АтЛПС должны прояв-
лять большую специфичность к детерминантам, со-
держащим рамнозу, глюкозамин и галактозамин,
м-АтЭПСI – к детерминатам, содержащим глюкозу и
галактозу, а м-АтКПСI – к детерминантам, несущим
в равной степени и те, и другие сахара.

В работе на примере фаговых антител (м-АтЭПСI,
м-АтКПСI и м-АтЛПС) к различным антигенным де-
терминантам клеточной поверхности H. seropedi-
cae Z78 показана возможность регистрации ЭО-
датчиком взаимодействия Ат с комплементарными
антигенами (ЭПСI, КПСI и ЛПС). Установлено,
что специфичные изменения ЭО-параметров кле-
точных суспензий при их взаимодействии с фаго-
выми Ат происходили только у микробных клеток,
обладающих соответствующими Аг-детерминан-
тами. Таким образом, ЭО-анализатор позволил
отличать ситуации, когда бактериальные клетки
взаимодействовали со специфичными фаговыми
Ат, и контрольные эксперименты, когда такое вза-
имодействие отсутствовало. Следует отметить, что
с помощью предлагаемого анализа детектирова-
лись именно микробные клетки с экспониро-
ванными на их поверхности антигенами, а не ан-
тигены.

Таблица 1. Выявление взаимодействия м-Ат с клетками методами дот-анализа и электрооптического анализа
суспензий микробов

* “+”/“–” – наличие/отсутствие четкого взаимодействия в дот-анализе, а также наличие/отсутствие разницы в сигнале меж-
ду контролем и экспериментом при ЭО-анализе.

м-Ат

Микроорганизмы

H. seropedicae Z78 A. brasilenseSp245

дот-анализ ЭО-анализ дот-анализ ЭО-анализ

м-АтЛПС +* + – –

м-АтКПСI + + – –

м-АтЭПСI – – – –
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Принципиальными преимуществами предла-
гаемого подхода являются его оперативность
(время анализа составляло около 5 мин), отсут-
ствие необходимости дополнительной иммоби-
лизации компонентов и возможность многократ-
ного использования датчика.

Адаптация электрооптического метода для ана-
лиза потенциально опасных для человека микро-
организмов открывает возможность скрининого-
вого выявления идентичных антигенных детерми-
нант в образцах, структуры которых еще не были
изучены, и соотносить их с образцами полисахари-
дов известного строения. Результаты представля-
ют интерес с практической точки зрения для со-
здания экспресс-метода оценки бимолекулярной
реакции Аг–Ат и могут служить основой при со-
здании теста для быстрого обнаружения бактерий.
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By using the electro optical analysis and phage antibodies to the main antigens of Herbaspirillum seropedicae Z78
cells (EPSI, KPSI and LPS) for the first time were evaluated their complementary interactions in the antigen–
antibody system. It was shown that the electro-optical analyzer allows one to distinguishes between the pres-
ence/absence of a specific interaction the phage antibodies with the main epitopes of the bacterial surface.
The revealed patterns of the changes in the electrophysical parameters are in good agreement with the com-
ponent composition of Herbaspirillum antigens, their topographic distribution, and are also confirmed by
electron microscopy and dot-analysis. The applicability of the electro-optical analysis is demonstrated for the
detection of Herbaspirillum spp. The results can serve as the basis for creating a test for the rapid detection
these microorganisms.

Keywords: phage antibodies, lipopolysaccharide, extracellular lipopolysaccharide, electro-optical sensor, de-
tection



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


