
МИКРОБИОЛОГИЯ, ДИАГНОСТИКА

39

Выбор метода хранения бактерий зависит от 
задач, стоящих перед исследователем, и от техни-
ческих возможностей лаборатории. Традиционным 
способом сохранения холерных вибрионов в бакте-
риологических лабораториях является посев в стол-
бики 0,4 % питательного агара для культивирования 
с последующим хранением культуры под слоем ми-
нерального масла при комнатной температуре. Метод 
позволяет сохранить холерные вибрионы без пересе-
вов в течение 1–1,5 лет. 

Распространенным методом консервации бакте-
рий является замораживание и хранение при темпе-
ратурах в диапазоне от -20 до -85 °С, стабильное под-
держание которых обеспечивают современные лабо-
раторные холодильники [2, 5, 7, 10]. Метод позволяет 
сохранять бактериальные клетки без пересевов до 10 
лет [8]. Длительность хранения бактерий при субну-

левых температурах зависит от двух групп факторов. 
Первая связана с биологическими особенностями 
и физиологическим состоянием клеток, вторая – с 
условиями замораживания и хранения, главными из 
которых являются скорость охлаждения, температу-
ра и среда хранения. 

Перед практическим использованием метода 
низкотемпературной консервации в своей коллек-
ционной практике мы провели исследование, це-
лью которого является изучение устойчивости хо-
лерных вибрионов к замораживанию в присутствии 
двух криопротекторов – глицерина (проникающий 
криопротектор) и лактозы (непроникающий крио-
протектор), динамики гибели при низкотемпера-
турном хранении в защитных средах, стабильно-
сти основных диагностических фенотипических 
признаков.
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Целью исследования является оценка устойчивости холерных вибрионов к замораживанию и хранению в за-
мороженном состоянии при -70 °С в присутствии криопротекторов. В работе представлены результаты хранения 
семи штаммов V. cholerae в течение трех лет в пяти защитных средах, содержащих в качестве криопротектора 
глицерин или лактозу (10, 20, 30 % водные растворы глицерина, мясопептонный бульон с 10 % глицерина, среда 
с 15 % лактозы и 3 % желатина). Показано, что гибель холерных вибрионов происходит при замораживании-
размораживании образцов и их хранении. После трех лет консервации количество живых клеток уменьшилось во 
всех средах, но в разной степени. Наиболее высокая выживаемость холерных вибрионов после замораживания-
размораживания и хранения в замороженном состоянии по используемому протоколу отмечена в лактозо-
желатиновой среде. При использовании в качестве протективной среды водного раствора глицерина оптималь-
ной является концентрация криопротектора 20 %. После трех лет хранения при -70 °С все штаммы, независимо 
от состава защитной среды, сохранили основные диагностически значимые фенотипические признаки. Таким 
образом, холерные вибрионы могут быть сохранены без пересевов в течение трех лет (срок наблюдения) без из-
менения основных диагностических признаков во всех тестируемых защитных средах при -70 °С. 
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Objective of the study is to evaluate cholera vibrio resistance to freezing and freeze preservation at -70 °C in the presence of 
cryoprotectors. The study outlines the results of storage of seven different V. cholerae strains within three-years term in the protective 
media containing glycerin or lactose (10, 20, 30 % aquatic solutions of glycerin, meat-peptone broth with 10 % of glycerin, a medium 
with 15 % of lactose and 3 % of gelatin) as cryoprotectors. Demonstrated is the fact that cholera vibrio death occurs during freezing-
refreezing procedure and preservation of samples. After three-year conservation the numbers of living cells decrease in all types of 
media, but to different extent. The highest survival rate in cholera vibrios after freezing-refreezing procedure and freeze preservation 
in accordance with applicable protocols is observed in lactose-gelatin medium. When using aquatic solution of glycerin as protective 
medium, optimum turns out to be the cryoprotector concentration equal to 20 %. After three-year preservation at -70 °C all the strains, 
irrespective of the protective medium composition, retain their basic diagnostically significant phenotypic characteristics. Thus, chol-
era vibrios can be conserved free from subcultures within three-year term (period of observation) without alterations to their basic 
diagnostic properties in all tested protective media but at -70 °C.
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Материалы и методы

В работе использованы 7 штаммов Vibrio cho-
lerae О1 серогруппы: 569В классического биовара и 6 
штаммов биовара Эльтор (МАК757, М-888, М-1286, 
М-1351, М-1425, М-1430). До проведения экспери-
ментов штаммы хранились в лиофилизированном 
состоянии в течение 5–45 лет. 

Для приготовления клеточных суспензий штам-
мы выращивали на скошенном во флаконах мясопеп-
тонном агаре рН 7,6 (75 мл) при 37 °С в течение 18–
20 ч до стационарной фазы. Культуру смывали 2 мл 
защитной среды, взвесь с концентрацией n·1010 раз-
ливали в 4 криопробирки (Greiner bio-one, Германия). 
После 30 мин экспозиции при комнатной темпера-
туре пробирки помещали в низкотемпературный 
холодильник на -70 °С (Haier DW-86L288, Япония). 
Одну пробирку использовали для изучения влияния 
состава среды на устойчивость холерных вибрионов 
к замораживанию-оттаиванию, остальные три – для 
определения количества живых клеток через 12, 24, 
36 месяцев хранения. Взвесь размораживали при 
комнатной температуре в течение 15–20 мин до пол-
ного оттаивания содержимого пробирок. 

В качестве защитных сред использовали 10, 
20, 30 % водный раствор глицерина (AppLichem, 
Германия), мясопептонный бульон (МПБ) с 10 % гли-
церина, лактозо-желатиновую среду (среда ЛЖ, 15 % 
лактозы моногидрат, HiMedia Индия, 3 % желатина, 
AppliChem, Германия). 

В качестве критерия устойчивости холерных ви-
брионов к замораживанию и хранению в заморожен-
ном состоянии использовали выраженный в lg по-
казатель КОЕ/мл – количество клеток, способных к 
формированию колоний при высеве на питательную 
среду сразу после замораживания и через определен-
ные периоды хранения, который определяли методом 
десятикратных разведений взвеси в 0,9 % растворе 
натрия хлорида. Статистическую обработку данных 
проводили с использованием t-критерия Стьюдента.

Диагностически значимые фенотипические при-
знаки – серологические свойства, чувствительность 
к диагностическим холерным фагам, биохимическую 
активность – изучали в соответствии с методически-
ми указаниями по лабораторной диагностике холеры 
[1]. Уровень продукции гемолизина оценивали мето-
дом посева изолированных колоний на пластины пи-
тательного агара с 3 % отмытых эритроцитов барана.

Результаты и обсуждение

Устойчивость микроорганизмов к заморажи-
ванию зависит от комплекса факторов, в том чис-
ле от биологических особенностей вида [3, 8, 9]. 
Устойчивость холерных вибрионов к заморажива-
нию и хранению в замороженном состоянии при 
-70 °С оценивали на модели двух штаммов V. cho-
lerae М-888 и М-1425. На первом этапе работы клет-
ки замораживали в трех средах разного состава, со-

держащих в качестве криопротектора глицерин или 
лактозу. 10 % водный раствор глицерина – наиболее 
распространенный состав для хранения бактериаль-
ных клеток при субнулевых температурах. Для мно-
гих патогенных бактерий криозащитные свойства 
ростовых питательных сред с глицерином выше, чем 
водных растворов криопротектора аналогичной кон-
центрации [6]. Среда ЛЖ успешно используется в 
нашей лаборатории для высушивания холерных ви-
брионов из замороженного состояния. 

После однократного замораживания клеток 
V. cholerae М-888 и М-1425 в защитных средах мы 
не отметили статистически достоверного снижения 
показателя КОЕ/мл по сравнению с контролем (до 
замораживания). При повторном замораживании на-
блюдалась гибель клеток в 10 % глицерине и МПБ 
с 10 % глицерина (рис. 1). Значение КОЕ/мл оста-
валось практически неизменным после трех циклов 
замораживания-оттаивания холерных вибрионов в 
среде ЛЖ (P<0,05). В то же время однократное замо-
раживание в дистиллированной воде привело к сни-
жению концентрации клеток на 0,46–0,8 lg КОЕ/мл 
в зависимости от штамма, в 0,9 % растворе натрия 
хлорида – к гибели практически всей популяции.

Таким образом, все использованные протектив-
ные составы защищали клетки холерных вибрионов 
от летальных криоповреждений, основной причиной 
которых при низкой скорости охлаждения, использо-
ванной в работе, согласно наиболее признанной се-
годня гипотезе «влияния растворов» является холо-
довой осмотический шок [8]. Наиболее эффективной 
из использованных является среда ЛЖ, трехкратное 
замораживание клеток в которой не приводило к ста-
тистически достоверному снижению концентрации 
холерных вибрионов. 

Считается, что хранение при температурах ниже 
-120 °С, например, в жидком азоте или парах жид-
кого азота, позволяет сохранять клетки в течение 
неограниченно долгого периода, хотя срок наблю-
дения ограничен несколькими десятилетиями. При 
температурах ниже криогенных полностью прекра-
щается движение молекул и останавливаются все хи-
мические реакции. Гибель клеток происходит только 
при их замораживании и размораживании [3, 8]. При 
субнулевых температурах выше криогенных инакти-
вация клеток может происходить не только на этапах 
замораживания и оттаивания, но и при хранении, а 

Рис. 1. Устойчивость V. cholerae М-888 к повторным циклам 
замораживания-оттаивания 
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уровень снижения жизнеспособности зависит от 
температуры хранения [5, 7]. 

Количество живых клеток холерных вибрионов 
в пробах определяли через 1 день, 12, 24, 36 месяцев 
хранения, используя каждый раз новую криопробир-
ку, поэтому показатель КОЕ/мл характеризовал вы-
живаемость холерных вибрионов после одного цикла 
замораживания-оттаивания. В течение трех лет хра-
нения количество живых клеток снизилось во всех 
трех средах, но в разной степени (рис. 2, 3). Наиболее 
интенсивная гибель холерных вибрионов зарегистри-
рована при хранении в 10 % водном растворе глицери-
на. Через год концентрация клеток V. cho lerae М-888 
уменьшилась на 1 lg КОЕ/мл, через два года – на 
1,8 lg КОЕ/мл, через три – на 2,66 lg КОЕ/мл. За три 
года хранения количество живых клеток V. cholerae 
М-888 в МПБ с глицерином и среде ЛЖ снизилось 
на 0,71 и 0,52 lg КОЕ/мл соответственно. Результаты 
тестирования жизнеспособности V. cho lerae М-1425 
при хранении в защитных средах были аналогичными 
(рис. 3). Концентрация живых клеток после трех лет 
хранения в 10 % глицерине, МПБ с 10 % глицерина, 
среде ЛЖ уменьшился на 2,58, 1,15, 0,46 lg КОЕ/мл 
соответственно.

После трех лет хранения в среде с наиболее 
низкими защитными свойствами – 10 % глицерине 
количество живых клеток оставалось достаточным 
для восстановления культур. Показатель КОЕ/мл для 
V. cholerae М-888 и М-1425 в абсолютном значении 
составил 1,1·108 и 1,2·108 КОЕ/мл соответственно 
после одного цикла замораживания-оттаивания и 
1,8·104 и 3,5·104 КОЕ/мл после 15 циклов при началь-
ной концентрации 4,1·1010 и 3,2·1010 КОЕ/мл. 

Несмотря на то, что сразу после консервации в 
среде ЛЖ клетки холерных вибрионов устойчивы 
к повторным циклам замораживания-оттаивания, и 
трехкратное замораживание не приводит к статисти-
чески достоверному снижению концентрации, после 
3 лет хранения количество живых клеток в пробах по-
сле одного и 15 циклов замораживания существенно 
отличалось. Значение КОЕ/мл для V. cholerae М-888 
после 1 и 15 циклов замораживания–оттаивания – 
1,3·1010 и 1,1·109. Аналогичные показатели для V. cho-
lerae М-1425 – 1,3·1010 и 8,4·108. Результаты показыва-
ют, что повторное замораживание повышает чувстви-
тельность клеток к криоповреждающим факторам. 

Жизнеспособность клеток после замораживания 

и хранения зависит не только от вида криопротектора, 
но и от его концентрации [6, 7]. Увеличение концен-
трации криопротектора изменяет осмотическое дав-
ление среды, ее вязкость при охлаждении, что влияет 
на степень дегидратации клетки до замораживания, 
температуру эвтектики или стеклоперехода, количе-
ство образующегося льда, его структуру. 

Наиболее низкие защитные свойства при хране-
нии холерных вибрионов показал 10 % глицерин. Мы 
сравнили динамику гибели клеток V. cholerae М-888 в 
защитных средах с концентрацией глицерина 10, 20, 
30 %. Увеличение концентрации глицерина до 20 % 
привело к повышению выживаемости холерных вибри-
онов при хранении в замороженном состоянии и устой-
чивости клеток к повторным циклам замораживания-
оттаивания (рис. 1). Количество живых клеток после 
двух лет хранения в 20 % растворе глицерина сни-
зилось на 0,4 lg КОЕ/мл. Аналогичный показатель 
для 10 % глицерина – 1,8 lg КОЕ/мл. Выживаемость 
клеток в 20 % глицерине через 2 года хранения была 
ниже, чем в среде ЛЖ, но сравнима с МПБ с 10 % 
глицерина (снижение на 0,11 и 0,5 lg КОЕ/мл соот-
ветственно). Увеличение концентрации глицерина 
до 30 % не приводило к дальнейшему повышению 
выживаемости при хранении. Таким образом, опти-
мальной для консервации холерных вибрионов по 
использованному протоколу является концентрация 
глицерина в среде 20 %.

После хранения при субнулевых температурах 
у первых генераций культур отмечается удлинение 
лаг-фазы, что связывают с протеканием в клетках 
репаративных процессов [3]. В литературе описана 
повышенная продукция клетками после разморажи-
вания антибиотиков, ферментов [3].

Мы изучили основные диагностически значи-
мые свойства холерных вибрионов через день после 
замораживания и после 3 лет хранения в заморо-
женном состоянии. Популяции всех 7 штаммов, за-
ложенных на хранение, были морфологически одно-
родны, состояли из колоний только исходного фено-
типа, в отличие от культур, хранившихся в течение 
года в 0,4 % агаре. Все штаммы, независимо от со-
става защитной среды, сохранили характерную для 
них биохимическую активность, чувствительность к 
диагностическим фагам, серологические свойства. У 
одного штамма выявлено изменение гемолитической 
активности после первого замораживания независи-

Рис. 2. Динамика гибели V. cholerae М-888  в условиях хранения 
при -70 °С

Рис. 3. Динамика гибели V. cholerae М-1425 в условиях хранения 
при -70 °С
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мо от состава использованной защитной среды и вре-
мени хранения.

Холерные вибрионы Эльтор в отличие от пред-
ставителей классического биовара лизируют эритро-
циты барана при росте на плотной питательной сре-
де с кровью, что является одним из тестов дифферен-
циации двух биоваров. Отсутствие гемолитической 
активности у представителей классического биовара 
связано с протяженной делецией в гене hlyА [4]. Из 
заложенных на хранение штаммов вибрионов Эльтор 
4 лизировали эритроциты (зоны лизиса 0,15–0,4 см в 
зависимости от штамма), один штамм (МАК757) не 
лизировал эритроциты. При росте V. cholerae М-888 
на агаре лизис эритроцитов наблюдается непосред-
ственно под колонией. 

После замораживания и трех лет хранения все 
штаммы, за исключением V. cholerae М-888, сохра-
нили исходную гемолитическую активность, их по-
пуляции однородны по уровню регистрируемой про-
дукции гемолизина. В популяции V. cholerae М-888 
после первого замораживания появляются клоны с 
зоной гемолиза 0,2–0,25 cм, что указывает на увели-
чение секреции или продукции гемолизина. Мы пред-
полагаем, что данный факт может быть связан с на-
рушением избирательной проницаемости клеточных 
мембран после размораживания вследствие измене-
ния фазового состояния мембранных липидов [11]. 
Повышенная проницаемость мембран некоторых 
клеток может быть причиной повышенной секреции 
продуцируемого клеткой гемолизина. Стабильность 
данного признака у штамма V. cho le rae МАК757, ве-
роятно, связана с генетическими изменениями, поэ-
тому нарушение проницаемости мембран не влияет 
на результаты теста.

Результаты нашего исследования показывают, 
что холерные вибрионы устойчивы к замораживанию 
и хранению в замороженном состоянии при -70 °С в 
присутствии криопротекторов. Они могут быть со-
хранены без дополнительных пересевов в течение 
трех лет (срок наблюдения) без изменения основ-
ных диагностических признаков во всех тестируе-
мых защитных средах. Снижение концентрации жи-
вых клеток в пробах происходит не только на этапе 
замораживания-размораживания клеточных суспен-
зий, но и при хранении. Наиболее высокая выживае-
мость холерных вибрионов после замораживания–
размораживания и хранения в замороженном состоя-
нии отмечена в лактозо-желатиновой среде. При ис-
пользовании в качестве протективной среды водного 
раствора глицерина оптимальной является концен-
трация криопротектора 20 %. 
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