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цель. изучить возможность применения электрооптического анализа для оценки жизнеспособности клеток 
вакцинного штамма туляремийного микроба на этапах получения экспериментальной живой туляремийной вак-
цины. материалы и методы. объектом исследования стала культура клеток Francisella tularensis 15 нииэг. 
исследования проводились на всех этапах получения экспериментальной живой туляремийной вакцины по усо-
вершенствованной технологии: выращивание, концентрирование, диафильтрация, сведение со средами высу-
шивания, стабилизация, хранение (срок наблюдения два года). электрооптический анализ по показателю «ани-
зотропия поляризуемости» бактериальной клетки производился с помощью устройства EloTrace (EloSystems, 
германия). общую концентрацию клеток измеряли денситометрически при 590 нм и спектрометрически при 
650 нм, оценку жизнеспособности проводили высевом на пластинки с FT-агаром. результаты и обсуждение. 
в ходе эксперимента показано, что изменение анизотропии поляризуемости клетки при частотах 900 кгц и 
2100 кгц, отражающее состояние цитоплазмы и цитоплазматической мембраны соответственно является самым 
ранним ответом на изменения жизненных показателей бактериальной культуры в процессе выращивания. в свою 
очередь, снижение жизнеспособности клеток F. tularensis происходило гораздо раньше, чем снижение концентра-
ции клеток. показано сохранение жизнеспособности клеток F. tularensis 15 нииэг на всех этапах получения экс-
периментальной живой туляремийной вакцины. электрооптический анализ позволяет регистрировать изменения 
жизненных показателей клеток микроорганизма в режиме реального времени, тогда как оценка жизнеспособно-
сти бактериологическим методом занимает 5 сут. различные этапы производства туляремийной вакцины влияют 
на жизненные показатели клеток F. tularensis, а электрооптический анализ является перспективным методом кон-
троля показателя «специфическая активность (количество живых микробных клеток)».
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Abstract. Objective: to study the possibility of applying electro-optical analysis for the assessment of cell viability 
of tularemia microbe vaccine strain at different stages of experimental live tularemia vaccine production. Materials and 
methods. The research object was a cell culture of Francisella tularensis 15 NIIEG. Investigations were carried out at 
all stages of experimental live tularemia vaccine (ELTV) manufacturing according to an advanced technology: cultiva-
tion, concentrating, diafiltration, mixing with drying media, stabilization, and storage (two-year period of observation). 
Electro-optical analysis by the parameter “polarizability anisotropy” of bacterial cell was conducted with the help of 
EloTrace (EloSystems, Germany). Total concentration of cells was evaluated using density metering at 590 nm and spec-
trometry – at 650 nm. Viability was assessed through inoculation of plates with FT-agar. Results and discussion. The 
experiment has demonstrated that the change in polarizability anisotropy of the cell at the frequencies of 900 kHz and 
2100 kHz, reflecting the state of cytoplasm and cytoplasmic membrane, respectively, is the earliest response to changes 
in vital indicators of bacterial culture in the process of cultivation. Thereby, the decrease in viability of F. tularensis 
cells occurrs well before the decrease in cell concentration. We have shown the preservation of viability of F. tularen-
sis 15 NIIEG cells at all stages of experimental live tularemia vaccine production. Electro-optical analysis allows for 
registering the changes in vital parameters of microorganism cells in real-time mode, while the assessment of viability 
applying bacteriological method takes up to 5 days. Different stages of tularemia vaccine manufacturing have impact on 
the vital indicators of F. tularensis cells, and electro-optical analysis is a prospect method of control of such parameter as 
“Specific activity (the number of live microbial cells)”. 
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вакцинация является самым надежным спосо-
бом профилактики туляремии. в настоящее время 
в рФ для специфической профилактики применя-
ют туляремийную живую сухую вакцину, которая в 
2011 г. приказом министерства здравоохранения и 
социального развития рФ от 31.01.2011 № 51н вклю-
чена в национальный календарь профилактических 
прививок по эпидемическим показаниям. ежегодно 
в россии вакцинируют и ревакцинируют около 1 млн 
человек [1, 2].

основным компонентом вакцины являются 
клетки вакцинного штамма F. tularensis 15 нииэг 
[3]. производство вакцины представляет собой слож-
ный многоступенчатый процесс, включающий по-
лучение жизнеспособных иммуногенных бактерий 
вакцинного штамма и приготовление из них готовой 
лекарственной формы – лиофилизата. для реализа-
ции оптимального выхода бактериальной биомас-
сы необходим комплексный контроль ферментации 
и качества получаемой бактериальной культуры. 
качество препарата на стадиях его производства 
контролируется в соответствии с нормативной до-
кументацией, используются стандартные микробио-
логические и биологические методы. но длительное 
время получения результата анализа, а также невоз-
можность контролировать состояние бактериальной 
клетки является существенным недостатком данных 
методов. постоянно совершенствуются и создаются 
новые методы производства и контроля препаратов 
[4, 5]. внедрение новых инструментальных методов 
контроля, позволяющих оценивать основные пара-
метры и физиологическое состояние бактериальной 
клетки, является перспективным направлением ис-
следований. 

одним из новейших методов оценивания па-
раметров развития культуры является электроопти-
ческий (эо) мониторинг. его применение обладает 
рядом преимуществ. использование электрооптиче-
ского мониторинга позволяет производить измере-
ния в режиме реального времени без специальной 
пробоподготовки. воздействие электрического поля 
на клетки во время процедуры минимально и не при-
водит к их гибели, а влияние поддерживающей сре-
ды на точность измерения незначительно.

метод электрооптического анализа основан на 
регистрации изменения анизотропии поляризуемо-
сти (ап) – оптических свойств микробной суспен-
зии под влиянием переменного электрического поля. 
воздействие электрического поля на культуру вызы-
вает появление на клетках индуцированного диполя, 
связанного с перераспределением объемных и по-
верхностных зарядов. их распределение и величина 

определяются действующим механизмом поляризуе-
мости, который характеризуется появлением зарядов 
на границе раздела сред [6, 7]. для живой клетки та-
кой границей является поверхность соприкоснове-
ния цитоплазматической мембраны с внешней сре-
дой. к преимуществам электрооптического метода 
исследования можно отнести высокую чувствитель-
ность электрооптических характеристик к измене-
ниям свойств клеток, обусловленных их метаболиз-
мом, адсорбцией, взаимодействием с биологически 
активными веществами и химическими агентами, а 
также возможность проводить исследования, не по-
вреждая и не разрушая клетки [8]. 

эо-анализ можно использовать для исследо-
вания изменений электрофизических и морфоме-
трических параметров клетки. ранее нами была ис-
следована возможность использования результатов 
электрооптических измерений для оперативного 
определения изменения жизнеспособности клеток 
до и после внешних экстремальных воздействий, та-
ких как воздействие антибиотиков и дезинфицирую-
щих средств [9].

целью настоящего исследования является изу-
чение возможности применения электрооптического 
анализа для оценки жизнеспособности клеток вак-
цинного штамма туляремийного микроба на этапах 
культивирования, подготовки биомассы, получения 
и хранения лиофилизата, а также исследование из-
менений, происходящих с клетками F. tularensis в 
процессе культивирования. 

материалы и методы

в работе использовали вакцинный штамм F. tu-
larensis 15 нииэг, полученный из «государственной 
коллекции патогенных бактерий». выращивание 
проводилось на пластинках с FT-агаром на основе 
сухого рыбно-солевого агара с добавлением сухой 
глюкозо-витаминной добавки и селективной добавки 
pH 7,2 (Фбун «гнц пмб», п. оболенск) и в жидкой 
питательной среде на основе гидролизата фибрина 
рн 7,2 [10]. посевным материалом служила двух-
суточная агаровая культура в концентрации 4 млрд 
клеток в мл. выращивание производилось методом 
глубинного культивирования в течение (24±1) ч 
при температуре 37 °с и рн 7,2 при непрерывном 
перемешивании и аэрации, в качестве подпитки ис-
пользовался раствор 40 % глюкозы. этапы концен-
трирования и отмывки от питательной среды 0,86 % 
раствором NaCl проводили методом тангенциальной 
микрофильтрации по ранее описанной методике 
[5]. в качестве сред высушивания применяли сре-
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ду желатино-глутаминовую (сжгт) и эксперимен-
тальную среду с хитозаном (эсвх). лиофилизацию 
проводили на лиофилизационной установке Martin 
Christ Epsilon 2-6D (германия) [11]. полученные се-
рии экспериментальной живой туляремийной вакци-
ны (эжтв) контролировали по показателям «жизне-
способность» и «степень диссоциации» [12]. общую 
концентрацию клеток измеряли денситометрически 
при 590 нм, оценку жизнеспособности проводили 
высевом на пластинки с FT-агаром. посевы выдер-
живали при 37 °с в течение 5 сут. коэффициент жиз-
неспособности рассчитывали в % живых микробных 
клеток (ж.м.к.) с учетом концентрации и степени раз-
ведения высеваемой культуры. степень диссоциации 
культуры контролировали на 5-е сутки после высева 
и через 24 ч после инкубации при ±4 °с.

электрооптический мониторинг физиологи-
ческого состояния бактериальных клеток прово-
дили на полностью автоматизированной аналити-
ческой установке EloTrace (EloSystems, германия). 
измерения проводили на всех стадиях получения 
экспериментальной живой туляремийной вакцины. 
пробоподготовка осуществлялась автоматически по 
стандартному протоколу аналитической установки: 
клетки автоматически отделялись от культурального 
бульона фильтрованием через целлюлозный фильтр 
с размером пор 0,45 мкм, концентрат клеток разбав-
лялся водой MilliQ с проводимостью 5 мкс·см–1 до 
конечной оптической плотности OD600 = (0,1±5) % 
перед электрооптическим измерением. в осно-
ве электрооптического метода лежит поляризация 
частиц, суспендированных в низкопроводящей 
жидкости под воздействием переменного электро-
магнитного поля. регистрируемым параметром яв-
ляется изменение оптических свойств суспензии 
бактериальных клеток под воздействием перемен-
ного электромагнитного поля в широком диапазоне 
частот. основным измеряемым параметром являлась 
анизотропия поляризуемости (ап), измеряемая в 
условных единицах. EloTrace позволяет регистри-
ровать ап в диапазоне частот электрического поля 
от 10 кгц до 40 мгц. для измерения ап клеток ис-
пользованы частоты 900 и 2100 кгц. данные частоты 
отражают состояние цитоплазмы и цитоплазматиче-
ской мембраны соответственно [7, 13]. 

для измерения тесноты связи между жизнеспо-
собностью и ап использовался линейный коэффи-
циент корреляции пирсона. корреляционная связь 
между показателями считается сильной, если коэф-
фициент пирсона ≥ 0,7 [14].

результаты и обсуждение

процесс изготовления экспериментальной жи-
вой туляремийной вакцины состоял из нескольких 
стадий: культивирование; концентрирование; сведе-
ние со средами высушивания; лиофилизация; хране-
ние при ±4 °с [5].

в ходе проведенного нами эксперимента изуче-

но изменение размера клеток, показатели анизотро-
пии поляризуемости и «жизнеспособность» клеток 
F. tularensis в культуре в зависимости от технологи-
ческой стадии подготовки клеточной массы и лио-
филизации.

электрооптический мониторинг показал, что 
размер клеток составляет в среднем (1,2±0,1) мкм, 
что согласуется с данными, полученными ранее. 
отмечена высокая степень корреляции между по-
казателями ап клетки при частотах 900 и 2100 кгц, 
отражающих состояние цитоплазмы и цитоплазма-
тической мембраны соответственно. коэффициент 
корреляции пирсона составил 0,98. использование 
агаровой или бульонной культуры, замена питатель-
ной среды в клеточной суспензии на 0,86 % раствор 
NaCl, добавление сред высушивания (в т.ч. экспери-
ментальных) не оказывали значительного влияния 
на данный показатель. 

при сравнении жизнеспособности клеток F. tu-
larensis на этапе сведения со средами высушивания 
отмечено, что после сведения с сжгт и эсвх неот-
мытых клеток ап культуры повышается в среднем 
на 5–10 %. стандартными методами микробиологи-
ческого анализа подтверждено отсутствие поврежда-
ющего действия новых технологических приемов и 
экспериментальной среды высушивания на качество 
эжтв по показателям «жизнеспособность» и «сте-
пень диссоциации». показатель «степень диссоциа-
ции» на этапах обработки биомассы (концентриро-
вание, отмывка и сведение со средами высушивания) 
составлял в среднем (97±2) % колоний в SR-форме.

на рис. 1 можно заметить, что показатель ап 
цитоплазмы более лабилен, чем ап цитоплазмати-
ческой мембраны, хотя динамика изменений обоих 
показателей соответствует кривой роста культуры. 
спустя 6 ч ап достигает своего пика, а спустя 8 ч 
жизнеспособность культуры снижается, после чего 
снова происходит скачок (18 ч), а затем окончатель-
ное угнетение жизнеспособности. на рис. 2, где ото-
бражена оптическая плотность среды, так же замет-
ны изменения, но с опозданием в 2 ч. так, плотность 
среды достигает своего максимума лишь к 8 ч куль-
тивирования, после чего происходит уменьшение 

рис. 1. изменение анизотропии поляризуемости клеток F. tu-
larensis 15 нииэг в процессе глубинного культивирования на 
частоте 2100 кгц (красная линия) и 900 кгц (зеленая линия) с 
течением времени:
ось ординат – показатель ап, ось абсцисс – время, ч

Fig. 1. Changes in polarizability anisotropy (PA) in F. tularensis 
15 NIIEG cells during submerged cultivation at 2100 kHz (red line) 
and 900 kHz (green line) with time:
Y-axis – PA indicator, X-axis – time, h



Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2020; 3         Original articles

53

плотности, а затем снова рост. через 22 ч снова на-
ступает снижение оптической плотности, достигая 
своего минимума к 24 ч. таким образом, можно го-
ворить о том, что эо-мониторинг «предсказывает» 
снижение клеточной массы, связанное, скорее всего, 
с недостатком питательных веществ. 

в то же время можно отметить, что культуры 
туляремийного микроба с высокой жизнеспособно-
стью (≥80 %) обладали большим показателем ап, 
при снижении жизнеспособности клеток значение 
их показателя ап уменьшалось, что согласуется с 
литературными данными [6, 7, 15]. 

на следующем этапе исследовали влияние усло-
вий концентрирования и лиофилизации на физиоло-
гическое состояние клеток туляремийного микроба. 

в таблице отображены анализируемые показатели 
культуры F. tularensis на основных этапах получения 
эжтв. как известно, сведение со средой высушива-
ния нужно для предотвращения разрушения клеток 
при замораживании, лиофилизации и длительном 
хранении за счет стабилизации конформационного 
состояния белковых молекул [16]. в то же время по-
казатели ап в концентрированной и сведенной со 
средой высушивания биомассе уменьшались, несмо-
тря на высокую жизнеспособность клеток. это мо-
жет быть связано со снижением поляризуемости бак-
териальной клетки при увеличении ионной силы рас-
твора (соли в концентратах и в средах высушивания), 
что согласуется с литературными данными [17]. 

влияние длительного хранения на лиофили-
заты лабораторных серий эжтв изучали через 12 
и 24 мес. хранения при +4 °с. взято несколько ла-
бораторных серий эжтв: 021 и 023 сделаны с ис-
пользованием жидкой среды высушивания сжгт, а 
022 и 024 – с использованием эсвх. сухую вакцину 
суспендировали в 5 мл 0,86 % раствора NaCl, после 
чего проводили измерение жизнеспособности куль-
туры на электрооптическом анализаторе EloTrace 
при частоте 900 кгц. 

на рис. 3 показано, что после 24 месяцев хране-
ния показатель ап клеток F. tularensis снизился при-
мерно на 30–35 %. между сериями туляремийной 
вакцины наблюдаются незначительные колебания, 
которые не зависят от среды высушивания и от сте-
пени отмывки бактериальной массы. 

на рис. 4 показана жизнеспособность культу-
ры, которая измерялась бактериологическим ме-

рис. 2. динамика показателей «концентрация» и «жизнеспособ-
ность» клеток вакцинного штамма в процессе глубинного куль-
тивирования:
Синяя линия – оптическая плотность при 650 нм (×10–3), красная – жиз-
неспособность (к, %). ось абсцисс – время, ч

Fig. 2. Dynamics of indicators “concentration” and “viability” of 
cells of the vaccine strain in the process of submerged cultivation:
Blue line – optical density at 650 nm (×10–3), red line – viability (K, %). 
X-axis – time, h

Показатели физиологического состояния клеток вакцинного штамма F. tularensis 15 нииЭГ на этапах культивирования,  
концентрирования и сведения со средами высушивания

Indicators of physiological state of F. tularensis 15 NIIEG cells at the stages of cultivation, concentrating, and mixing with drying media

проба 
Sample

концентрация млрд м.к./мл 
Concentration, Bln mc/ml

жизнеспособность к, % 
Viability K, %

показатель ап 
PA indicator

средний размер 
клеток, мкм
Medium size  

of the cells, mkm
900 кгц
900 kHz

2100 кгц
2100 kHz

инокулят (агаровая культура)
Inoculate (agar culture) 4,8±0,5 30±1 22,4 90,83 1,1±0,01

бульонная культура (лаг-фаза)
Broth culture (Lag-phase) 6,2±0,5 27±1 23,07 93,39 1,3±0,03

бульонная культура (лог-фаза)
Broth culture (Log-phase) 26±1 85±1 112,95 119,17 1,9±0,04

бульонная культура (поздняя лог-фаза)
Broth culture (later log-phase) 29±1 90±1 140,4 127,98 1,1±0,01

бульонная культура (стационарная фаза)
Broth culture (Stationary phase) 30±1 89±1 93,31 121,16 1,2±0,01

бульонная культура (фаза отмирания)
Broth culture (die away phase) 20±1 58±1 32,41 67,25 1,3±0,03

биомасса сконцентрированная «неотмытая»
Concentrated “unwashed” biomass 100±1 99±1 48,19 28,84 1,1±0,02

биомасса сконцентрированная «отмытая»
Concentrated “washed” biomass 100±1 98±1 50,34 32,46 1,2±0,01

биомасса + сжгт
Biomass + gelatin-glutamine medium 25±1 99±1 78,05 33,41 1,5±0,1

биомасса + эсвх
Biomass + experimental medium with chitosan 25±1 89±1 57,57 35,8 1,9±0,07
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тодом. установлено, что коэффициент жизнеспо-
собности для всех анализируемых серий эжтв 
через 12–24 мес. хранения был более 40 %, что со-
ответствует нормируемым показателям для живой 
туляремийной вакцины (не менее 40 %, согласно 
Фс.3.3.1.0019.15).

в процессе длительного хранения в течение 
срока, регламентированного для живой туляремий-
ной вакцины, эжтв в высушенном состоянии жиз-
ненные показатели клеток F. tularensis практически 
не изменились, что говорит о том, что среды высу-
шивания хорошо сохраняют специфическую актив-
ность препарата.

в ходе эксперимента показано, что метод элек-
трооптического анализа гораздо быстрее реагирует 
на изменения жизненных показателей культуры кле-
ток в процессе выращивания. снижение жизнеспо-
собности клеток F. tularensis происходило намного 
раньше, чем снижение оптической плотности сре-
ды. кроме того, время, затраченное на проведение 
микробиологического анализа, составляет 5–6 сут, 
электрооптического мониторинга – 30–60 мин.

проведенные нами исследования показали пер-
спективность применения метода электрооптическо-
го мониторинга для изучения особенностей физио-
логического состояния культуры клеток на разных 
стадиях роста бактериальной популяции в целом, для 
определения взаимодействия микроорганизмов с раз-
личными изменениями условий: отмывание, концен-
трирование, сведение со средами высушивания, дли-
тельное хранение. разработка алгоритма проведения 
электрооптического мониторинга клеток штаммов-
продуцентов вакцинных препаратов против опасных 
инфекционных заболеваний на модели туляремийно-
го микроба является перспективной задачей дальней-
шего исследования в данном направлении.

таким образом, различные этапы получения 
туляремийной вакцины влияют на жизненные по-
казатели клеток F. tularensis, а электрооптический 
анализ успешно регистрирует различные изменения 
жизненных показателей клеток микроорганизма в 
режиме реального времени. разработка комплексно-
го подхода к использованию новых инструменталь-
ных методов в сочетании со стандартными микро-
биологическими методами позволит упростить и 
ускорить этапы контроля состояния бактериальной 
культуры при внедрении новых технологических 
приемов культивирования, концентрирования и лио-
филизации вакцинных штаммов.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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