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Разработан способ быстрого определения бактерий Escherichia coli в водопроводной воде с помощью
акустического датчика. Способ основан на регистрации изменений глубины и частоты пиков резо-
нансного поглощения на выходном сигнале датчика до и после инфекции микробных клеток
специфичным бактериофагом. Проведены контрольные эксперименты, исключающие неспеци-
фичное взаимодействие микробных клеток с бактериофагами. Предел определения бактерий соста-
вил ~103 кл./мл при времени анализа 5 мин. Отличительная особенность используемого датчика – на-
личие съемной жидкостной ячейки, что обеспечивало возможность ее многократного использова-
ния и облегчало процесс очистки ячейки от образца.
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Одной из важных задач своевременного предот-
вращения пищевых отравлений и массовых забо-
леваний является исследование микробного загряз-
нения воды. В биологическом (эпидемическом)
отношении безопасность питьевой воды опреде-
ляется полным отсутствием в ней болезнетвор-
ных бактерий, вирусов, простейших микроорга-
низмов, яиц гельминтов, вызывающих у человека
инфекционные заболевания. Пригодная для пи-
тья вода должна соответствовать определенным
физическим, химическим и микробиологиче-
ским стандартам. К наиболее распространенной
относится оценка безопасности воды по косвен-
ным бактериологическим показателям: степень
общего бактериального загрязнения или общее
микробное число, содержание кишечной палоч-
ки (Escherichia coli). Общее микробное число
представляет собой количество клеток микроор-
ганизмов в 1 мл воды, способных образовывать
видимые колонии после посева на плотные пита-
тельные среды. По существующим нормам в 1 мл
питьевой воды не должно содержаться более
100 микробов (сапрофитных аэробов и факульта-

тивных анаэробов). Это косвенный показатель
поступления в систему водоснабжения бактери-
ального загрязнения. Содержание в воде кишеч-
ной палочки определяется коли-индексом или
коли-титром. Коли-индекс – это количество кле-
ток E. coli, содержащихся в 1 л воды. Коли-титр –
это наименьший объем воды, в котором удается
обнаружить 1 кишечную палочку. Наличие ки-
шечной палочки является показателем фекально-
го загрязнения воды. К наиболее надежным мето-
дам определения бактерий в воде относят метод
прямого подсчета клеток и метод мембранной
фильтрации. Методом прямого подсчета опреде-
ляют количество микроорганизмов, вырастаю-
щих в виде колоний, что соответствует степени
загрязнения воды и характеризует ее состояние.
Общее количество микробов следует рассматри-
вать как существенный косвенный показатель са-
нитарного состояния воды. Метод мембранной
фильтрации основан на фильтрации определен-
ного объема воды через мембранные фильтры,
выращивании собранных клеток на дифференци-
ально-диагностической среде с последующей иден-
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тификацией колоний по культуральным и биохи-
мическим признакам. При использовании стан-
дартных методов для получения результата о
наличии/отсутствии обсемененности воды необ-
ходимо не менее 24 ч, поэтому актуально развитие
быстрых методов определения микробных клеток.

Использование биосенсорных систем для опре-
деления бактерий позволяет решить эту задачу.
Следует отметить, что большинство сенсорных
устройств не адаптировано к проведению измере-
ний в условиях высокой проводимости среды изме-
рения (выше 20 мкСм/см). Так, в работах [1–4] дана
краткая характеристика биосенсорых устройств
для определения микробных клеток в воде и от-
мечается необходимость адаптации биосенсоров
для определения бактерий в воде, используемой в
промышленности, муниципальных и коммерче-
ских учреждениях, удельная электрическая про-
водимость которой высокая за счет растворенных в
ней ионных соединений. В работе [5] описан спо-
соб обнаружения клеток E. coli (в течение 8 мин) в
питьевой воде с помощью биосенсора на основе
флуоресценции химерного белка (GFP-colS4).
Флуоресценция обеспечивается его субъединицей
GFP, которая ковалентно связывается с бакте-
риоцином, специфичным к E. coli, при линейном
диапазоне определения клеток от 20 до 103 коло-
ниеобразующих единиц (КОЕ). К сожалению, в
работе не приводятся данные о проводимости ис-
следуемого образца. В работе [6] описывается
микрожидкостное устройство, которое обеспечи-
вало определение микробных клеток непосред-
ственно в физиологических образцах с высокой
проводимостью и вязкостью (коровье молоко,
кровь). Однако в работе не приводятся сведения о
способах очистки устройства от измерительного
образца, содержащего бактерии. Среди электро-
физических методов анализа бактерий можно вы-
делить акустические методы, применение кото-
рых до недавнего времени носило, в основном,
описательный характер. Акустические датчики из-
меряют изменения в характеристиках акустических
волн (скорость и затухание) при их распростране-
нии в пьезоэлектрическом кристалле, контакти-
рующем с исследуемой средой. В предыдущих
работах [7–9] было показано, что в результате
инфекции микробных клеток специфичными бак-
териофагами происходит изменение измеряемых
электрофизических параметров суспензии (про-
водимость, вязкость), которые фиксируются аку-
стическими датчиками на основе резонатора с
поперечным электрическим полем и двухканаль-
ной линии задержки. При развитии методов опре-
деления бактерий важно учитывать возможность
проведения анализа в условиях повышенной про-
водимости среды измерения. Электрическая про-
водимость увеличивается с повышением содер-
жания примесей (ионов калия, натрия, хлора,
карбонатов, фосфатов и органических кислот, а

также белков и других органических соедине-
ний). Высокая проводимость среды значительно
затрудняет возможность индикации бактерий, по-
этому экспресс-анализ микробных клеток в жид-
костях с высокой проводимостью является весь-
ма актуальным направлением исследований.

Цель работы – экспресс-анализ бактерий при
их инфекции бактериофагами в водопроводной
воде с помощью акустического датчика.

МЕТОДИКА
Микробные клетки и условия их культивирова-

ния. В работе использовали микроорганизмы
Escherichia coli XL-1 (IBPPM 632) и Azospirillum li-
poferum Sp59b (IBPPM 173), полученные из кол-
лекции ризосферных микроорганизмов ИБФРМ
РАН (Россия) (http://collection.ibppm.ru/).

Для получения бульонных культур микроорга-
низмов использовали жидкую питательную среду
LВ следующего состава (г/л): NaCl – 5; дрожже-
вой экстракт – 10 и пептон – 5. Культивирование
проводили при интенсивном перемешивании на
шейкере (160 об./мин) в течение 18 ч при 30 ± 1°С.
Перед проведением измерений осуществляли
троекратную отмывку клеток используемых штам-
мов от культуральной среды центрифугировани-
ем (3354 g, 5 мин). Cуспензию клеток доводили
буферным раствором до оптической плотности
D540 = 0.40–0.42 и использовали для анализа. Кон-
центрацию клеток определяли на спектрофотомет-
ре “Specol-221” (“Carl Zeiss”, Германия). В работе
использовали стандартный 0.1 М (Na2HPO4 ⋅
⋅ 2H2O ⋅ KH2PO4) фосфатный буфер, pH 7.0, (про-
водимость 5, 10, 20, 30 и 50 мкСм/см), а также во-
ду с проводимостью 990 мкСм/см. Проводимость
растворов контролировали с помощью кондукто-
метра HI 8733 (“HANNA”, США).

Определение концентрации фаговых частиц.
Количество фаговых частиц определяли в Центре
коллективного пользования научным оборудова-
нием в области физико-химической биологии и
нанобиотехнологии “Симбиоз” ИБФРМ РАН на
приборе Specord BS-250 (“Analytik Jena”, Герма-
ния). Для расчета количества фаговых частиц ис-
пользовали уравнение: (A269 – A320) × 5 × 1014/15,
где A320 – оптическая плотность суспензии при
320 нм и A269 – при 269 нм [10].

Описание датчика и проведение анализа. Ос-
новным элементом датчика для определения мик-
робных клеток являлась линия задержки, изго-
товленная из пластины Y–X ниобата лития толщи-
ной 200 мкм [11]. На одной из сторон пластины
были нанесены встречно-штыревые преобразо-
ватели для возбуждения и приема акустической
волны с поперечно-горизонтальной поляризаци-
ей. На противоположной стороне пластины с не-
которым зазором помещался жидкостный кон-
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тейнер, основание которого было выполнено из
пластины ниобата лития Z–X + 30°, среза толщи-
ной 500 мкм. Зазор между дном контейнера и по-
верхностью пьезопластины обеспечивался с по-
мощью полосок алюминиевой фольги толщиной
16 мкм. Скорость акустической волны, распро-
страняющейся в такой структуре, изменяется при
изменении проводимости жидкости, находящей-
ся в контейнере. Изменение скорости волны при-
водит к изменению выходных параметров датчи-
ка (глубины и частоты пиков резонансного по-
глощения на частотной зависимости полных
потерь акустической линии задержки) [12].

При помощи разработанного датчика экспе-
риментально исследовалось специфическое и не-
специфическое взаимодействие бактериальных
клеток и бактериофагов непосредственно в жид-
кой фазе. Для этого датчик подключался к изме-
рителю S–параметров E5071C (“Agilent”, США) в
режиме измерения полных потерь выходного сиг-
нала устройства. Первоначально измерялись ха-
рактеристики датчика с контейнером без внесе-
ния жидкости, при этом было показано наличие
ярко выраженных резонансных пиков на частот-
ной зависимости полных потерь, связанных с воз-
буждением щелевой моды в исследуемой структу-
ре [13]. Затем жидкостный контейнер заполнялся
буферным раствором с заданной проводимостью
(5–50 мкСм/cм) или водопроводной водой (про-
водимость 990 мкСм/см) и измерялись частотные
зависимости полных потерь датчика.

Далее жидкостный контейнер очищали, про-
сушивали, добавляли в него суспензию микроб-
ных клеток в буфере и измеряли параметры дат-
чика. Измерения проводились для концентрации
клеток 106, 104 и 103 кл./мл. Затем в контейнер до-

бавляли специфичный к клеткам бактериофаг и
вновь проводили измерение частотной зависимо-
сти полных потерь датчика. Во всех измерениях
использовали одинаковое количество бактерио-
фага, выбранное на основании ранее проведенных
экспериментов [7]. Аналитическим сигналом слу-
жило изменение глубины и частоты резонансных
пиков при специфичном и неспецифичном взаи-
модействии бактериальных клеток с бактериофа-
гом. Схема экспериментов представлена на рис. 1.

Все эксперименты проводились не менее пяти
раз. Относительная погрешность результатов из-
мерений составляла ±2%, т.е. при проведении не-
скольких экспериментов с одним и тем же взаи-
модействием суспензии клеток с бактериофагом
значение глубины резонансных пиков на частот-
ной зависимости полных потерь имели разброс
значений на любой частоте в пределах ±2%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно принятым стандартам для оценки
микробиологического качества воды проводят мо-
ниторинг бактерий группы кишечной палочки,
поэтому для исследований использовали клетки
представителя группы кишечной палочки E. coli.
В качестве тестовой системы использовали клет-
ки E. coli штамма XL-1 и специфичный им бакте-
риофаг М13К07. Выбор такой модельной системы
обусловлен тем, что бактериофаг М13К07 и про-
цесс инфицирования клеток штамма XL-1 хорошо
описан [14, 15]. Проведенные ранее исследования
показали возможность регистрации инфекции
клеток данным бактериофагом с помощью элек-
троакустического датчика [7, 8].

Рис. 1. Общая схема эксперимента.

Подготовка микробных
клеток
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внесения бактериофагов
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Микробиологический
контроль
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Измерения проводили с помощью акустиче-
ского датчика на основе щелевой моды в линии
задержки с поперечно-горизонтальной волной
нулевого порядка. Как уже отмечалось, при изме-
рении характеристик датчика с пустым контейне-
ром были обнаружены ярко выраженные пики
резонансного поглощения на частотной зависи-
мости полных потерь (α) датчика (рис. 2а). По-
явление этих пиков связано с распространением
и пере-отражением щелевой акустической вол-
ны в структуре из двух пьезоэлектрических пла-
стин, разделенных воздушным зазором [11–13].
Добавление буферного раствора (с проводимо-
стью 5–50 мкСм/см) в контейнер приводило к
значительному уменьшению глубины резонанс-
ных пиков. Это свидетельствовало о том, что дан-
ное устройство чувствительно к присутствию жид-
кости. На рис. 2б в качестве примера представлены
частотные зависимости полных потерь (α) датчи-
ка при добавлении в контейнер буферного рас-
твора с проводимостью 50 мкСм/см. Дальнейшее
добавление к нему микробных клеток практиче-
ски не влияло на характеристики датчика. В про-
цессе исследований концентрация микробных
клеток составляла 106, 104 и 103 кл./мл На рис. 2в
в качестве примера приведены частотные зависи-
мости полных потерь датчика при добавлении
клеток E. coli (106 кл./мл) (кривая 2) к буферному
раствору с проводимостью 50 мкСм/см (кривая 1).

При последующем добавлении в контейнер бак-
териофага, специфичного для клеток E. coli XL-1,
наблюдалось значительное уменьшение глубины
резонансных пиков и сдвиг их частоты по сравне-
нию с контейнером, загруженным только буфе-
ром с клетками. На рис. 2г в качестве примера
представлены частотные зависимости полных
потерь датчика, в случае заполнения контейнера
буферным раствором проводимостью 50 мкСм/см с
клетками E. coli XL-1 (концентрация – 106 кл./мл)
до (кривая 3) и после (кривая 4) добавления спе-
цифичного бактериофага М13К07.

Полученные результаты свидетельствовали о
чувствительности используемого датчика к реги-
страции инфекции микробных клеток специфич-
ным бактериофагом. Причина регистрируемых
изменений заключалась в следующем. При до-
бавлении к суспензии клеток специфичного им
бактериофага ее электрическая проводимость
возрастала вследствие адсорбции фага на поверх-
ности бактерий и повреждения клеточной мем-
браны. Нарушение целостности бактериальных
мембран сопровождалось частичным выходом в
суспензию компонентов клеточной цитоплазмы,
что приводило к увеличению электрической про-
водимости суспензии. Это вызывало изменение
скорости акустической волны в датчике, состоя-
щем из двух разделенных зазором пьезоэлектри-
ческих пластин ниобата лития, одна из которых

Рис. 2. Частотные зависимости полных потерь (α) датчика: пустой контейнер (а), контейнер с буферным раствором
с проводимостью 50 мкСм/см (б), контейнер с буферным раствором до (1) и после (2) добавления микробных кле-
ток E coli XL-1 (в), контейнер с буферным раствором и микробными клетками до (3) и после (4) добавления специ-
фичного бактериофага (г).
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контактирует с исследуемой суспензией. Измене-
ние скорости волны приводило к изменению вы-
ходных параметров датчика (глубина и частота
пиков резонансного поглощения на частотной
зависимости полных потерь датчика).

Для контроля полученных результатов прово-
дили эксперименты, в которых применяли мик-
робные клетки других штаммов и бактериофаг
М13К07. В качестве балластных культур исполь-
зовали клетки A. lipoferum Sp59b. Выбор клеток
A. lipoferum обусловлен тем, что они имели близ-
кие размеры с клетками кишечной палочки, но
отличались таксономическим положением. Изме-
рения проводились для тех же буферных раство-
ров, что и в случае специфичного взаимодействия
(5–50 мкСм/см) при количестве клеток в контей-
нере 106, 104 и 103 кл./мл. Полученные результаты
показали (рис. 3), что добавление к суспензии
клеток A. lipoferum Sp59b бактериофага М13К07 не
приводило к изменениям глубины и частоты ре-
зонансных пиков на частотной зависимости пол-
ных потерь датчика при любой проводимости буфе-
ра. Максимальное изменение глубины пика вблизи
частоты 2.8 МГц составило всего – 0.5 дБ для бу-
ферного раствора проводимостью 50 мкСм/см.

Таким образом, датчик позволял разграничи-
вать инфицирование бактериальных клеток спе-
цифичными бактериофагами, от контрольных экс-
периментов, когда такое инфицирование не про-
исходило.

Одним из основных вопросов при разработке
датчиков для определения микробных клеток яв-
ляется проведение исследований в реальных (или
приближенных к реальным условиям) образцах.
Анализ микробных клеток в воде, используемой в
промышленности, муниципальных и коммерче-
ских учреждениях и больницах, представляет су-

щественную проблему, поскольку удельная элек-
трическая проводимость воды в этих случаях
очень высока за счет растворенных в ней ионных
соединений. Для оценки чувствительности датчи-
ка при работе с реальными образцами жидкости
были проведены исследования специфичного вза-
имодействия микробных клеток E coli XL-1 с фа-
гом М13К07 и неспецифического взаимодействия
микробных A. brasilense Sp7 с этим же фагом в во-
допроводной воде с проводимостью 990 мкСм/см.
Методика проведения данного цикла экспери-
ментов была аналогична описанной ранее. На
рис. 4 (а, в) представлены частотные зависимости
полных потерь датчика с контейнером, наполнен-
ным водопроводной водой с проводимостью
990 мкСм/см и клетками E coli XL-1 при их специ-
фичном взаимодействии с бактериофагом М13К07.
На рис 4 (б, г) представлены эти же частотные за-
висимости при неспецифичном взаимодействии
клеток A. brasilense Sp 7 и бактериофага М13К07.
Использовались суспензии клеток с концентра-
цией клеток 103 кл./мл (рис. 4a, 4б) и 106 кл./мл
(рис. 4в, 4г). Кривые 1 соответствуют водной сус-
пензии клеток без бактериофагов, кривые 2 –
водной суспензии клеток с добавлением бакте-
риофагов. Видно, что даже при такой высокой
проводимости воды в случае специфичного взаи-
модействия микробных клеток с бактериофагом
наблюдается изменение глубины и частоты резо-
нансных пиков на частотной зависимости пол-
ных потерь датчика. Максимальное изменение
глубины резонансного пика на частоте 2.8 MHz
составляло 2.9 дБ.

Очевидно, что регистрируемое изменение ана-
литического сигнала суспензии клеток при их ин-
фицировании бактериофагом связано с наличием
жизнеспособных бактерий. В табл. 1 в качестве при-
мера представлены данные высева на среды E. coli
XL-1 (начальная концентрация клеток 103 кл./мл)
после воздействия используемого раствора различ-
ной проводимости и результаты изменения глуби-
ны резонансного пика вблизи частоты 2.8 МГц
после специфичного взаимодействия клеток и бак-
териофага M13K07. Аналогичные результаты по-
лучены для всех резонансных пиков и использу-
емых концентраций клеток. Установлено, что
проводимость среды не оказывала влияния на жиз-
неспособность бактерий.

Устойчивость микробных клеток к воздей-
ствию высокой проводимости среды может быть
обусловлена тем, что бактерии выделяли внут-
ренние ионы, а также различные метаболиты [16].
Клетки в условиях повышенной проводимости
среды активируют открытие механико-чувстви-
тельных каналов для восстановления естествен-
ного тургора и проводят выброс осмолитов без
лизиса клеток [17]. Таким образом, в этих услови-
ях клетки остаются жизнеспособными. Однако

Рис. 3. Частотные зависимости полных потерь (α)
датчика с контейнером, залитым буферным раство-
ром с проводимостью 50 мкСм/см и клетками A. li-
poferum Sp59b до (1) и после (2) добавления неспеци-
фичного бактериофага М13К07.
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на практике исследуемый образец может содер-
жать смесь живых и мертвых клеток и способ-
ность различать такие клетки имеет решающее
значение для практического применения. Это ста-
новится возможным при использовании бакте-
риофагов в качестве селективного агента. При
добавлении в исследуемую суспензию клеток спе-
цифичных бактериофагов можно не только опре-
делить микробные клетки, но и сделать вывод об
их жизнеспособности, поскольку бактериофаги
не инфицируют нежизнеспособные клетки.

Разработанный датчик на основе щелевой мо-
ды, представляет собой новую сенсорную плат-
форму для быстрой регистрации взаимодействия
микробных клеток с бактериофагами с целью об-
наружения бактерий в воде. Как уже отмечалось,
датчик основан на создании щелевой моды между
двумя пьезоэлектрическими пластинами ниобата
лития с зазором между ними. Верхняя пластина
служит дном жидкостного контейнера, который
заполнялся исследуемой суспензией клеток. По-
сле добавления специфичного бактериофага про-
водимость суспензии увеличивалась и, соответ-
ственно, изменялась скорость акустической волны,
распространяющейся в такой структуре. Измене-
ние скорости волны приводило к изменению вы-
ходных параметров датчика. По изменениям в
выходных параметрах датчика для суспензии кле-
ток до и после биологического взаимодействия
можно было сделать заключение о наличии (или

отсутствии) исследуемых бактерий в анализируе-
мой суспензии. Несомненное достоинство опи-
санной методики заключается в возможности про-
ведения анализа жидкости без дополнительной
иммобилизации компонентов сенсорной систе-
мы. Конструкция датчика, имеющего зазор меж-
ду пластинами, позволяет снимать жидкостный
контейнер и проводить его очистку от исследуе-
мого образца, что являлось важным условием при
работе с микроорганизмами. Наличие съемной
жидкостной ячейки позволяло использовать ее
многократно.

Рис. 4. Частотные зависимости полных потерь (α) датчика с контейнером, наполненным водопроводной водой прово-
димостью 990 мкСм/см при специфичном взаимодействии E coli XL-1 и бактериофага М13К07 (а, в) и при неспецифич-
ном взаимодействии A. brasilense Sp 7 и бактериофага М13К07 (б, г). Концентрация клеток – 103 (a, б) и 106 (в, г) кл./мл.
1 – вода с клетками без бактериофага, 2 – вода с клетками после добавления бактериофага.
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Таблица 1. Результаты микробиологического анализа
клеток E. coli XL-1 (начальная концентрация клеток
103 кл./мл) после воздействия раствора различной
проводимости и изменение глубины резонансного пи-
ка вблизи частоты 2.8 МГц вследствие специфичного
взаимодействия клеток с бактериофагом M13K07

Проводимость 
буфера, мкСм/см КОЕ/мл

Изменение глубины 
резонансного пика 

датчика, дБ

5 1.8 × 103 –8.9
10 2.2 × 103 –5.4
20 2.1 × 103 –5.8
30 1.7 × 103 –5.1
50 1.4 × 103 –4.9

990 1.5 × 103 –2.9
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Таким образом, проведенные эксперименты по-
казали возможность определения бактериальных
клеток в воде с высоким значением проводимо-
сти (вплоть до 990 мкСм/см) путем регистра-
ции специфичного взаимодействия бактериальной
клетки с бактериофагом с помощью датчика на
основе щелевой моды в акустической линии за-
держки с поперечно-горизонтальной волной нуле-
вого порядка. Установлен предел детекции клеток,
который оказался равным 103 кл./мл при времени
анализа 5 мин. Предварительный санитарный ана-
лиз воды с помощью биосенсорных устройств яв-
ляется необходимым дополнением к используе-
мым микробиологическим исследованиям. Разра-
ботанный метод позволяет проводить скрининг
большого количества образцов воды в краткие
сроки, выявлять источники микробиологической
опасности и оценивать риски заболевания. Полу-
ченные результаты могут служить основой для со-
здания соответствующей сенсорной системы опре-
деления бактерий в воде.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке гранта РФФИ (проекты №№ 19-07-
00300 и 19-07-00304).
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Acoustic Sensor System for Determining Bacteria in Aquatic Environment
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A. K. M. Alsowaidid, О. S. Larionovab, and I. A. Borodinac

аInstitute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms, Russian Academy of Sciences, Saratov, 410049 Russia
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A method for the rapid determination of bacteria using as example E. coli cells in tap water by using a slot-
mode sensor in the acoustic delay line has been developed. The method is based on recording the changes in
the depth and frequency of resonance absorption peaks on the frequency dependence of the insertion loss of
the sensor before and after the infection of microbial cells with specific bacteriophages. The control experi-
ments excluding non-specific interaction of microbial cells with bacteriophages were carried out. The detec-
tion limit of bacteria turned out to be ~103 cells/mL with an analysis time of 5 min. A distinctive feature of
the used sensor is the presence of a removable liquid container, which allows to reuse it and facilitates the pro-
cess of cleaning the container from the sample.

Keywords: microbial cells, bacteriophages, detection and identification of cells, slot acoustic mode, acoustic
delay line, frequency dependence of insertion loss
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