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наиболее важными задачами, стоящими перед 
государственными коллекциями патогенных бакте-
рий, являются поддержание коллекционных штам-
мов в жизнеспособном состоянии с сохранением их 
первоначальных свойств в течение максимально воз-
можного времени, а также обеспечение ими научно-
исследовательских, образовательных, медицинских 

и производственных учреждений. для решения этих 
задач используют различные методы долгосрочной 
консервации штаммов [3].

одним из наиболее часто используемых методов 
консервации патогенных микроорганизмов является 
лиофилизация [2, 8]. клетки лиофилизированных 
бактериальных штаммов способны длительное вре-
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цель работы. оценка возможности применения различных сублимационных установок для лио-
филизации патогенных микроорганизмов бактериальной природы и сравнительный анализ качества, 
полученных с их помощью препаратов коллекционных штаммов. материалы и методы. в качестве 
контрольных использовали четыре штамма патогенных микроорганизмов, относящихся к разным ви-
дам и использующихся в качестве тестовых при проверке качества питательных сред в диагностиче-
ской деятельности. их лиофилизацию осуществляли на четырех различных сублимационных аппара-
тах коллекторного и камерного типов. качество полученных препаратов лиофилизированных штаммов 
определяли путем установления жизнеспособности их клеток, а также с помощью ускоренного теста 
прогнозирования выживаемости лиофилизированных культур бактерий (тест термостабильности). 
результаты и выводы. подобраны условия лиофилизации коллекционных тест-штаммов патоген-
ных бактерий III–IV групп патогенности с помощью коллекторных аппаратов нового поколения Martin 
Christ Alpha 1-4 LDplus и Heto Power Dry. проведен сравнительный анализ показателей жизнеспособ-
ности, выживаемости и прогнозируемых сроков хранения, полученных на них препаратов штаммов 
патогенных микроорганизмов с таковыми, лиофилизированными на аппарате системы к.е.долинова 
и программируемой сушки камерного типа Martin Christ Epsilon 2-6D. установлено, что препараты 
микроорганизмов, высушенных на различных сублимационных установках, характеризуются высокой 
жизнеспособностью содержащихся в них бактериальных клеток и прогнозируемым сроком хранения 
от 4 до 105 лет, в зависимости от вида микроорганизма и типа лиофильной сушки.
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мя сохраняться в жизнеспособном состоянии при 
температуре 4 °с, не утрачивая своих первоначаль-
ных свойств [1, 4, 6], что значительно упрощает дея-
тельность по поддержанию коллекционного фонда 
патогенных микроорганизмов, а также легко позволя-
ет транспортировать их в любой регион российской 
Федерации. 

в настоящее время единственной официально 
регламентированной лиофильной сушкой, предна-
значенной для высушивания штаммов I–IV групп па-
тогенности, является коллекторный аппарат системы 
к.е.долинова, сильно устаревший как физически, 
так и морально. однако в плане обеспечения биоло-
гической безопасности процесса лиофилизации пато-
генных микроорганизмов он превосходит современ-
ные установки, поскольку может полностью обраба-
тываться любыми дезинфекционными средствами, а 
также подвергаться процедуре автоклавирования, в 
связи с чем на данный момент является практически 
безальтернативным вариантом для сушки возбудите-
лей чумы, бруцеллеза, туляремии, сибирской язвы и 
других бактерий I–II групп патогенности. вместе с 
тем в продаже имеется широкий выбор современных 
лиофильных сушек, которые могли бы быть исполь-
зованы для консервации коллекционных штаммов, 
относящихся к III–IV группам патогенности.

таким образом, целью нашего исследования яв-
лялась оценка возможности применения различных 
сублимационных установок для лиофилизации па-
тогенных микроорганизмов и сравнительный анализ 
качества, полученных с их помощью препаратов кол-
лекционных штаммов.

 
материалы и методы

в качестве модели нами выбраны четыре штам-
ма из государственной коллекции патогенных бакте-
рий Фкуз роснипчи «микроб» роспотребнадзора: 
Vibrio cholerae non O1 P-9741, Shigella flexneri 8516, 
Escherichia coli 18 и Staphylococcus aureus ATCC 
6538 (209–P), использующиеся в качестве тестовых 
при проверке качества питательных сред в диагно-
стической деятельности. 

микроорганизмы культивировали при 37 °с в 
течение 16–18 ч на агаре хоттингера с разным pH 
среды: для холерного вибриона – 7,6, возбудителя 
дизентерии – 7,4, штаммов кишечной палочки и ста-
филококка – 7,2.

накопление бактериальной массы перед лиофи-
лизацией осуществляли путем посева отобранных 
на плотной питательной среде 20–30 типичных по 
морфологии колоний на соответствующую среду 
(75 мл), скошенную во флаконах, и выращивали до 
ранней стационарной фазы. 

по окончании времени инкубации бактериаль-
ную массу смывали 2–2,5 мл соответствующей сре-
ды высушивания. при этом конечная концентрация 
пба в смыве составляла не менее n·1010 кое/мл. в 
качестве среды высушивания для V. cholerae приме-

няли лактозо-желатиновую среду, состоящую из 15 % 
лактозы и 3 % желатины, а для остальных микроор-
ганизмов использовали сахарозо-желатиновую среду 
(среда Файбича), состоящую из 10 % сахарозы, 1,5 % 
желатины и 0,1 % агара (рн 7,1–7,2). лиофилизацию 
штаммов на аппаратах коллекторного типа (аппа-
рат системы к.е.долинова, Martin Christ Alpha 1-4 
LDplus и Heto Power Dry) проводили в ампулах 
Шпв-1, в объеме 0,2 мл при глубине вакуума не 
менее 0,04–0,05 мбар в течение 7 ч; камерного типа 
(Martin Christ Epsilon 2-6D) – во флаконах стандар-
та 2R, в объеме 0,5 мл в автоматическом режиме по 
следующей программе: I – охлаждение препарата до 
температуры минус 45 °с при атмосферном давле-
нии (1000 мбар) в течение 1 ч; II – начальная лиофи-
лизация при температуре минус 45 °с при давлении 
0,18 мбар в течение 1 ч; III – последующая лиофили-
зация при давлении 0,18 мбар с постепенным повы-
шением (шаг в 3 °с) температуры до плюс 20 °с в 
течение 1 ч; IV – заключительная лиофилизация при 
давлении 0,18 мбар и температуре 20 °с в течение 
1 ч; V и VI – досушивание при температуре 20 °с и 
давлении 0,001 мбар в течение 1 ч и при температуре 
30 °с и давлении 0,001 мбар в течение 2 ч соответ-
ственно.

жизнеспособность микробов определяли путем 
высева их на питательные среды с последующим 
подсчетом клеток к первоначальному числу жизне-
способных клеток (до начала хранения), принятому 
за 100 %. 

для определения возможного времени хранения 
при 4 °с использовали ускоренный тест прогнозиро-
вания выживаемости лиофилизированных культур 
бактерий (тест термостабильности) [5, 9].

результаты и обсуждение

на первом этапе работы проведена оценка жиз-
неспособности клеток лиофилизируемых штаммов 
до и после процесса высушивания. на основе этих 
данных рассчитан показатель их выживаемости. 
полученные результаты свидетельствуют о различи-
ях в концентрации выживших клеток как в зависи-
мости от сублимационной установки, так и от вида 
микроорганизма (табл. 1). 

концентрация жизнеспособных клеток штамма 
V. cholerae non O1 P-9741 после лиофилизации пада-
ет практически на порядок. показатели выживаемо-
сти у клеток этого штамма самые низкие в ряду ис-
пользованных в исследовании культур и колеблются 
в интервале 12,6–36,0 %, в зависимости от исполь-
зуемой лиофильной установки. это связано в первую 
очередь с высокой чувствительностью вибрионов к 
стрессовым условиям процедуры сублимации [4, 10]. 
необходимо отметить, что при сушке в лиофильной 
камере показатель выживаемости клеток холерного 
вибриона составил 36 %, что более чем в два раза 
превышает таковой у препаратов, полученных на 
коллекторных аппаратах (табл. 1). что же касается 
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остальных микроорганизмов, то концентрация жиз-
неспособных клеток в их лиофилизированных образ-
цах также снижалась, однако показатели выживаемо-
сти оставались на высоком уровне (табл. 1).

следующий этап нашей работы был направлен 
на установление концентрации жизнеспособных 
клеток в препаратах штаммов, лиофилизированных 
на разных установках, в процессе их хранения. все 
изучаемые культуры были помещены в холодиль-
ник и хранились при температуре 4 °с в течение 12 
месяцев, по прошествии которых проведен анализ 
концентрации сохранившихся живых клеток микро-
организмов. полученные данные свидетельствуют, 
что препараты, сублимированные на трех лиофиль-
ных сушках коллекторного типа (аппарат систе-
мы к.е.долинова, Martin Christ Alpha 1-4 LDplus и 
Heto Power Dry), сохраняют максимальное количе-
ство жизнеспособных клеток после года хранения 
(табл. 2). показатели выживаемости у штаммов, вы-
сушенных на этих аппаратах, находятся в интервале 
от 97,3 до 98,7 %, что указывает на высокое качество 
их образцов. в то же время жизнеспособность кле-
ток микроорганизмов, лиофилизированных с по-
мощью камерной сушки Martin Christ Epsilon 2-6D, 
разнилась в зависимости от вида, а показатели их вы-
живаемости были в целом ниже, чем у препаратов, 
лиофилизированных на аппаратах коллекторного 
типа (табл. 2). так, после года хранения концентра-
ция живых клеток штамма V. cholerae non O1 р-9741, 
высушенных в камерной сушке, оказалась на уров-
не 17,0 %, что является самым низким показателем 
выживаемости среди изучаемых штаммов. следует 

отметить снижение этого параметра и у S. flexneri 
8516 с E. coli ATCC 18, который составил в процент-
ном исчислении 63,0 и 73,0 % соответственно. при 
этом количество жизнеспособных клеток у штамма 
S. aureus ATCC 6538, высушенного на Martin Christ 
Epsilon 2-6D, практически не отличалось от такового 
при лиофилизации его на аппаратах коллекторного 
типа и составило 93,0 %. 

на основе ускоренного теста прогнозирования 
выживаемости лиофилизированных культур (тест 
термостабильности) проведена оценка возможных 
сроков хранения высушенных на разных сублимаци-
онных установках препаратов коллекционных штам-
мов при температуре 4 °C. в основу данного теста 
положено определение количества жизнеспособных 
клеток в препаратах после их инкубации при различ-
ных температурах и последующей статистической 
обработкой полученных данных.

установлено, что выживаемость лиофилизиро-
ванных клеток изученных нами штаммов бактерий 
резко падает с увеличением температуры их хранения. 
изучение динамики выживаемости сублимированных 
культур от времени хранения при разных температурах 
позволило провести оценку времени снижения коли-
чества жизнеспособных бактерий в высушенных пре-
паратах. исходя из полученных данных, установлено, 
что наиболее продолжительными будут сроки хране-
ния лиофилизированных препаратов коллекционных 
штаммов, полученные с помощью сублимационной 
установки Heto Power Dry. так, при хранении полу-
ченных на ней высушенных образцов при температу-
ре 4 °C количество жизнеспособных клеток снизится 

Таблица 1

количество жизнеспособных клеток и показатель их выживаемости у коллекционных штаммов патогенных микроорганизмов,  
лиофилизированных на различных сублимационных установках

Штамм 

количество жизнеспособных клеток (lg м.к./мл) и показатель выживаемости (%) 

аппарат к.е.долинова Martin Christ Alpha 1-4D Heto Power Dry Martin Christ Epsilon 2-6D

до суш-
ки*

после 
сушки** %*** до сушки после 

сушки % до сушки после 
сушки % до сушки после 

сушки %

V. cholerae non O1 P-9741 10,31 9,41 12,6 10,29 9,47 14,9 9,94 9,17 16,7 10,32 9,88 36,0

S. flexneri 8516 10,2 10,17 77,9 10,52 10,39 75,0 9,59 9,53 86,4 10,08 9,91 68,0

E. coli 18 10,39 10,22 67,7 10,01 9,82 65,0 10,23 10,1 74,6 10,06 9,87 65,0

S. aureus ATCC 6538 10,90 10,89 97,0 11,38 11,25 74,2 10,12 10,1 94,6 10,97 10,83 73,0

* исходная концентрация клеток микроорганизма до лиофилизации, выраженная в lg от количества микробных клеток в 1 мл.
** концентрация клеток микроорганизма в лиофилизированном образце, выраженная в lg от количества микробных клеток в 1 мл.
*** показатель выживаемости – соотношение исходной концентрации клеток микроорганизма к таковой после лиофилизации, выраженный в 

процентном исчислении. 

Таблица 2

количество жизнеспособных клеток коллекционных штаммов, лиофилизированных на различных установках,  
после их хранения при 4 °с в течение 12 месяцев

Штамм

количество жизнеспособных клеток (lg м.к./мл) и показатель выживаемости (%) 

аппарат к.е.долинова Martin Christ Alpha 1-4D Heto Power Dry Martin Christ Epsilon 2-6D

lg м.к./мл % lg м.к./мл % lg м.к./мл % lg м.к./мл %

V. cholera non O1 P-9741 9,40 97,3 9,46 98,3 9,16 98,5 9,11 17,0

S. flexneri 8516 10,16 98,1 10,38 98,3 9,52 98,4 9,69 63,0

E. coli 18 10,21 98,7 9,81 98,6 10,09 98,7 10,28 73,0

S. aureus ATCC 6538 10,88 97,4 11,24 98,7 10,09 98,7 10,79 93,0
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до 1 % (достаточная концентрация микробных клеток 
для их культивирования и воспроизводства) у V. chol-
erae non-O1 р9741 за 34 года, S. flexneri 8516 – 74 года, 
E. coli – 18–70 лет, S. aureus ATCC 6538 (209–P) – 105 
лет (табл. 3). прогнозируемые сроки хранения коллек-
ционных штаммов, лиофилизированных на аппарате 
системы к.е.долинова, оказались ниже и состави-
ли от 19,7 лет у V. cholerae non-O1 р9741 до 66 лет у 
E. coli 18. данные по Martin Christ Alpha 1-4 LDplus 
были промежуточными, прогнозируемый срок хране-
ния высушенных на нем штаммов выше, чем у аппа-
рата к.е.долинова, но ниже такового у Heto Power Dry 
(табл. 3). результаты прогноза по хранению препара-
тов, лиофилизированных с помощью камерной сушки 
Martin Christ Epsilon 2-6D, оказались невысоки и зна-
чительно отличались от полученных на коллекторных 
аппаратах (табл. 3). по полученным данным, прогно-
зируемый срок хранения штамма холерного вибриона 
р-9741 составит всего 4,5 года, а у остальных культур 
находится в интервале от 20,7 до 24,2 лет.

в заключение следует отметить, что приорите-
том проводимых экспериментов являлось не только 
получение качественных препаратов коллекционных 
штаммов, но и обеспечение биологической безопас-
ности этого процесса. в этой связи все показатели, 
представленные в работе, рассчитывались исходя из 
минимальных объемов высушиваемой бактериальной 
взвеси. такой подход, во-первых, избавляет от необ-
ходимости работы с большими объемами культуры 
на этапе накопления клеточной массы, снижая тем 
самым риски биологической опасности, а во-вторых, 
позволяет провести цикл лиофилизации в пределах 
рабочего дня, без необходимости ночных дежурств.

исходя из полученных показателей выживаемо-
сти и прогнозируемых сроков хранения, аппараты 
коллекторного типа показали лучшие результаты по 
сравнению с камерной сушкой, что объясняется фор-
матом хранения полученных образцов в стеклянных 
ампулах, отпаиваемых под вакуумом непосредствен-
но с коллектора. при отсутствии микротрещин в 
стенках ампулы разрежение в ней будет сохраняться 
очень долго, в то время как флаконы, использующие-
ся в камерной сушке, укупориваются резиновыми 
пробками, теряющими со временем эластичность и, 
вследствие этого, пропускающими молекулы кисло-
рода, приводящими к окислительным процессам в 
лиофилизированном препарате штамма, что вызыва-
ет гибель его клеток. в связи с этим формат хранения 
штаммов во флаконах рекомендуется для тех куль-

тур, срок хранения которых не превышает 3–4 года 
[7], тогда как для длительного поддержания культур 
больше подходит лиофилизация в ампулах. 

таким образом, нами подобраны условия лиофи-
лизации коллекционных тест-штаммов патогенных 
бактерий III–IV групп патогенности с помощью кол-
лекторных аппаратов нового поколения Martin Christ 
Alpha 1-4 LDplus и Heto Power Dry. проведен срав-
нительный анализ показателей жизнеспособности, 
выживаемости и прогнозируемых сроков хранения 
полученных на них препаратов штаммов патогенных 
микроорганизмов с таковыми, лиофилизированными 
на аппарате системы к.е.долинова и программируе-
мой сушки камерного типа Martin Christ Epsilon 2-6D. 
полученные данные свидетельствуют о зависимости 
показателей выживаемости клеток и прогнозируе-
мых сроков хранения как от вида микроорганизма, 
так и от марки лиофильного аппарата, а также кон-
тейнера хранения (ампула/флакон). вместе с тем с 
учетом целей применения лиофилизированных куль-
тур (пополнение коллекционного фонда, с закладкой 
на длительное хранение/реализацию тест-штаммов, 
имеющих ограниченный срок использования) про-
деланная работа указывает на эффективность пред-
лагаемого подхода к лиофилизации коллекционных 
штаммов патогенных бактерий и перспективность 
его внедрения в работу коллекционных центров.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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