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Одной из важных задач, решаемых в коллекциях 
микроорганизмов, является поддержание сохраняе-
мых культур в жизнеспособном, неизменном состоя-
нии в течение максимально возможного времени. Для 
реализации этого направления деятельности суще-
ствует широкий выбор методов, одним из которых 
является лиофилизация [2, 4]. Лиофилизированные 
культуры микроорганизмов хранятся длительное вре-
мя при температуре 4 °С, кроме того они способны 
выдерживать без особых последствий и более высо-
кие температуры, что позволяет транспортировать 
законсервированные этим способом штаммы на боль-
шие расстояния без потери жизнеспособности и заяв-
ленных свойств с минимальными затратами [1, 4, 7].

Лиофилизация патогенных микроорганизмов 
обычно осуществляется в ампулах на лиофильных 
аппаратах коллекторного типа. К настоящему време-
ни единственным документом, регламентирующим 
лиофилизацию микроорганизмов I–IV групп патоген-
ности на федеральном уровне, является «Инструкция 
по лиофильному высушиванию возбудителей инфек-

ционных заболеваний I–IV групп на коллекторном ап-
парате системы К.Е.Долинова». Данная установка, по 
сравнению с современными аппаратами, по своим ра-
бочим характеристикам морально и физически устаре-
ла, однако с точки зрения обеспечения биологической 
безопасности превосходит их, поскольку может то-
тально обрабатываться любыми дезинфекционными 
средствами, а также подвергаться процедуре автокла-
вирования. Тем не менее, аппарат К.Е.Долинова не-
обходимо модернизировать или заменить на более со-
временные, производительные установки. Примером 
такого решения может являться лиофильная сушка 
камерного типа Martin Christ Epsilon 2-6D, процесс 
лиофилизации на которой происходит в изолирован-
ной камере во флаконах. 

Таким образом, целью нашего исследования 
явилась оценка возможности применения лиофиль-
ной сушки камерного типа для консервации коллек-
ционных штаммов патогенных микроорганизмов, 
разработка алгоритма их лиофилизации, обеспечение 
биологической безопасности этого процесса, опреде-
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ление жизнеспособности и оценка длительности хра-
нения полученных бактериальных препаратов.

Материалы и методы

В работе использовано восемь тест-штаммов ми-
кроорганизмов III–IV групп патогенности: Escherichia 
coli 18 и 675, Shigella flexneri 17, 58573, 8516, Shigella 
sonnei «S-форма», Staphylococcus aureus ATCC 6538 
(209-P), Enterococcus faecalis ATCC 29212. 

Выращивание микроорганизмов проводили на 
агаре Хоттингера с соблюдением необходимых усло-
вий, требующихся для нормального роста вышеука-
занных видов бактерий. Лиофилизацию культур осу-
ществляли на сублимационной установке камерного 
типа фирмы Martin Christ Epsilon 2-6D согласно ее 
правилам эксплуатации.

Жизнеспособность микробов определяли путем 
высева их на питательные среды с последующим под-
счетом к первоначальному числу жизнеспособных 
клеток (до начала хранения), принятому за 100 %. 
Для определения возможного времени хранения при 
4 °С использовали ускоренный тест прогнозирования 
выживаемости лиофилизированных культур бакте-
рий (тест термостабильности) [5, 9]. Статистическая 
обработка данных осуществлялась с помощью мето-
дов вариационной статистики. Определяли среднюю 
арифметическую (М), стандартную ошибку (m) [3]. 

Результаты и обсуждение

Определение условий лиофилизации. Штаммы 
выращивали до ранней стационарной фазы, а за-
тем их клетки ресуспендировали в среде высуши-
вания в объеме 2–2,5 мл до конечной концентра-
ции n·1010 КОЕ/мл. В качестве среды высушивания 
использовали сахарозо-желатиновую среду (среда 
Файбича), состоящую из 10 % сахарозы, 1,5 % жела-
тины и 0,1 % агара (рН 7,1–7,2). Суспензии клеток в 
среде высушивания разливали в стерильные флако-
ны для лиофилизации стандарта 2R по 0,5 мл и по-
мещали их в лиофильную камеру, где осуществлялся 
весь цикл высушивания препарата.

В ряде экспериментов нами была определе-
на оптимальная программа сублимации, которая 
включает пять этапов: охлаждение препарата до 
температуры –45 °С при давлении (1000 мбар) в 
течение 1 ч; начальная лиофилизация при темпера-
туре –45 °С и давлении 0,18 мбар в течение 1 ч; по-
следующая лиофилизация при давлении 0,18 мбар с 
постепенным повышением (шаг в 3 °С) температуры 
до 20 °С в течение 1 ч; заключительная лиофилиза-
ция при давлении 0,18 мбар и температуре 20 °С в 
течение 1 ч; 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. Полный цикл лиофилизации составил 7 ч. 
Полученный препарат имел вид таблетки кремового 
цвета, хорошо отстающей от стенок флакона. 

Обеспечение биологической безопасности про-
цесса лиофилизации. Одной из важнейших состав-
ляющих лиофилизации штаммов возбудителей ин-
фекционных заболеваний является обеспечение био-
логической безопасности этого процесса. Поскольку 
при лиофилизации в камере пробки флаконов нахо-
дятся в приоткрытом состоянии, необходимом для 
обеспечения сублимации воды, существует вероят-
ность попадания клеток высушиваемых образцов в 
пространство лиофильной камеры. Чтобы проверить 
такую возможность, сразу после окончания лиофили-
зации были сделаны смывы с поверхностей камеры, 
выявившие наличие клеток высушиваемого образца, 
что может повлечь за собой создание аварийной си-
туации с ПБА. В связи с этим нами был выработан 
комплекс необходимых мер для ее предотвращения.

Все этапы работы с ПБА III–IV групп патоген-
ности проводили согласно СП 1.3.2322-08. Воздух, 
откачиваемый из сушильной камеры, во избежание 
проскока клеток лиофилизируемых микроорганиз-
мов через HEPA-фильтр, располагающийся внутри 
камеры, проводили через приемник с дезраствором. 
По окончании лиофилизации все внутренние по-
верхности лиофильной камеры, полки и поддоны, 
а также внутренний фильтр воздухозабора обраба-
тывали 70 % этиловым спиртом, помещение бокса 
лиофилизации облучали ультрафиолетом. Флаконы 
с высушенным ПБА перед завальцовкой двукратно 
обрабатывали снаружи 70 % этиловым спиртом с 
интервалом в 3–5 мин. В смывах, сделанных после 
проведения указанных процедур, живых микроорга-
низмов не выявлено. Наличие жизнеспособных кле-
ток лиофилизируемых микроорганизмов на рабочих 
поверхностях лиофильной камеры указывает на воз-
можность их попадания в помещение бактериологи-
ческого бокса при открытии дверцы по окончании 
процесса сушки, что, в случае работы с возбудите-
лями I–II групп патогенности, недопустимо. В свя-
зи с этим для лиофилизации штаммов возбудителей 
особо опасных инфекций необходима доработка 
лиофилизатора либо системой стерилизации камеры 
газообразным дезинфектантом до момента открытия 
дверцы, либо совмещения ее с боксом биологиче-
ской безопасности III класса, в котором и будут про-
водиться все манипуляции по загрузке, выемке и об-
работке лиофильной камеры.

Жизнеспособность лиофилизированных пре-
паратов. В процессе лиофилизации клетки микро-
организмов попадают в экстремальные условия, 
часть их погибает, что делает необходимым контро-
лировать жизнеспособность высушиваемых образ-
цов. В результате проведенных исследований было 
установлено, что полученные препараты ПБА содер-
жали значительное количество живых клеток коллек-
ционных штаммов (табл. 1).

Количество жизнеспособных клеток после лио-
филизации у большинства микроорганизмов снизи-
лось в среднем в 1,3–2 раза. Рассчитанный показа-
тель выживаемости клеток соответствует средним 
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значениям, характерным для каждого из указанных 
микроорганизмов при их консервации методом лио-
фильного высушивания, и колеблется в пределах 
50–75 % (табл. 1). Полученные результаты могут 
указывать на правильно подобранные условия лио-
филизации, пригодные для консервации коллекцион-
ных штаммов микроорганизмов.

Определение времени хранения лиофилизиро-
ванных микроорганизмов. Достоверность результа-
тов определения численности живых бактерий в ли-
офилизированных препаратах подтверждали путем 
высева микроорганизмов на плотные питательные 
среды через выбранные промежутки времени их хра-
нения при различных температурах, составлявшие 
при 4 °С – 12 мес., 25 °С – 14 дней и 37 °С – 14 дней. 
Было установлено, что выживаемость клеток лио-
филизированных микроорганизмов изученных нами 
штаммов резко падает с увеличением температуры 
их хранения (табл. 2). 

При этом лиофилизированные препараты S. au-
reus ATCC 6538 (209-P) и E. faecalis ATCC 29212 про-
являли в десятки раз большую устойчивость к дей-
ствию повышенных температур, чем штаммы ши-
гелл и кишечной палочки. Также следует отметить, 
что инкубация препаратов коллекционных штаммов, 
лиофилизированных во флаконах при 25 °С в тече-
ние двух недель, не приводит к существенной гибели 
клеток. Потеря жизнеспособных клеток у изучаемых 
штаммов составила от 4,5 до 24,5 %. Полученный 
результат указывает на то, что данная форма упа-
ковки подходит для транспортировки коллекцион-

ных штаммов почтовыми отправлениями, согласно 
Санитарным правилам СП 1.2.036-95, без необходи-
мости сохранения холодовой цепи. 

На основании теста термостабильности был сде-
лан прогноз времени хранения лиофилизированных 
культур. Рассчитанное нами время 50 % снижения 
количества жизнеспособных бактерий в высушенных 
образцах при хранении их в температурных услови-
ях 4 °С (t50) сильно варьировало от штамма к штам-
му в зависимости от их видовой принадлежности 
(табл. 3). Так, для штаммов шигелл показатель t50 в 
среднем равнялся 2 годам, в то время как количество 
жизнеспособных клеток S. aureus ATCC 6538 (209-
P) будет сокращаться до 50 % порога на протяжении 
почти 12 лет (табл. 3). В среднем штаммы, лиофили-
зированные во флаконах, могут храниться 4–6 лет до 
полной утраты жизнеспособных клеток [6]. 

Достоверность сделанного прогноза была под-
тверждена экспериментальным путем, на основе 
сравнения количества сохранившихся жизнеспо-
собных клеток в лиофилизированных препаратах 
в течении 1 года хранения, рассчитанного в тесте 
термостабильности (37 °С – 14 дней), с таковым при 
поддержании штаммов в температурных условиях 
4 °С – 12 мес. (табл. 3). Расхождения между рассчи-
танными прогнозируемыми величинами количества 
живых клеток и экспериментально полученными 
оказались весьма незначительными и колебались в 
пределах от 1,02 до 1,10, что может свидетельство-
вать о справедливой оценке времени хранения полу-
ченных препаратов коллекционных штаммов. 

Таблица 1
Показатели жизнеспособности лиофилизированных препаратов коллекционных штаммов патогенных бактерий

Штамм
Количество жизнеспособных бактерий (м.к./мл) Показатель выживаемости клеток

Перед лиофилизацией После лиофилизации %
S. flexneri 17 (1,2±0,1)·1010 (8,6±0,04)·109 (71,7±8,5)
S. flexneri 58573 (1,1±0,1)·1010 (8,0±0,04)·109 (72,7±9,3)
S. flexneri 8516 (1,2±0,1)·1010 (8,2±0,02)·109 (68,3±8,4)
S. sonnei «S-форма» (1,2±0,1)·1010 (9,0±0,04)·109 (75,0±8,3)
E. coli 18 (4,0±0,2)·1010 (2,6±0,1)·1010 (65,0±5,4)
E. coli 675 (2,0±0,1)·1010 (1,3±0,04)·1010 (65,0±5,0)
S. aureus ATCC 6538 (209-P) (9,3±0,7)·1010 (6,8±0,1)·1010 (73,1±7,7)
E. faecalis ATCC 29212 (1,1±0,04)·1010 (5,5±0,01)·109 (50,0±9,0)

Таблица 2
Показатели выживаемости лиофилизированных клеток коллекционных штаммов патогенных бактерий  

после хранения их при разных температурах

Штамм
Количество клеток жизнеспособных бактерий

Хранение при 4 °С 1 год Хранение при 25 °С 14 сут Хранение при 37 °С 14 сут
м.к./мл % м.к./мл % м.к./мл %

S. flexneri 17 (5,4±0,04)·109 (62,8±5,9) (6,7±0,03)·109 (77,9±9,7) (2,0±0,1)·108 (2,3±10)
S. flexneri 58573 (5,0±0,04)·109 (62,5±7,4) (6,2±0,04)·109 (77,5±4,4) (1,9±0,2)·108 (2,3±10)
S. flexneri 8516 (5,1±0,04)·109 (62,2±4,9) (6,5±0,04)·109 (79,3±8,8) (1,7±0,1)·108 (2,0±10,4)
S. sonnei «S-форма» (5,6±0,06)·109 (62,2±7,8) (6,8±0,04)·109 (75,5±6,5) (1,9±0,09)·108 (2,1±10,4)
E. coli 18 (1,9±0,1)·1010 (73,0±5,4) (2,2±0,1)·1010 (84,6±4,9) (1,6±0,7)·109 (6,1±10,1)
E. coli 675 (9,4±0,01)·109 (72,3±3,1) (1,1±0,04)·1010 (84,6±7,5) (8,0±0,2)·108 (6,1±10,2)
S. aureus ATCC 6538 (209-P) (6,3±0,1)·1010 (92,6±2,0) (6,5±0,02)·1010 (95,5±8,4) (3,8±0,2)1·1010 (55,8±6,3)
E. faecalis ATCC 29212 (4,5±0,01)·109 (81,8±1,8) (4,8±0,01)·109 (87,2±8,0) (1,1±0,1)·109 (20,0±10,1)
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Полученные данные по времени хранения 
штаммов, лиофилизированных при помощи камер-
ной сушки во флаконах, указывают на высокую ва-
риабельность этого показателя. Так, например, со-
гласно прогнозу, штаммы шигелл во флаконах будут 
храниться не более 4 лет, кишечной палочки – 5 лет, 
а золотистого стафилококка – почти 24 года, тогда 
как гарантированный срок хранения клеток микро-
организмов, высушенных в ампуле, составляет 50 и 
более лет, вне зависимости от видовой принадлеж-
ности [8]. 

Таким образом, лиофильная сушка Martin Christ 
Epsilon 2-6D, обладая вместительной камерой, по-
зволяет получать за один цикл лиофилизации боль-
шое количество готовых препаратов и обеспечивать 
необходимый уровень биологической безопасно-
сти при консервации штаммов микроорганизмов 
III–IV групп патогенности. Кроме того, серия тест-
штаммов, как правило, полностью распространяет-
ся между учреждениями-потребителями в течение 
1–1,5 лет с момента их лиофилизации, что также хо-
рошо соотносится с полученными нами результата-
ми. Все это указывает на возможность использования 
лиофильных установок камерного типа в коллекциях 
патогенных бактерий для сублимации тест-штаммов, 
относящихся к III–IV группам патогенности. 

Вместе с тем для применения этих аппаратов 
при лиофилизации штаммов микроорганизмов I–II 
групп патогенности в качестве основного инстру-
мента формирования коллекционного фонда необхо-
димо проведение дальнейших работ по их адаптации 
в направлении обеспечения необходимого уровня 
биологической безопасности и увеличения сроков 
хранения получаемых препаратов.
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Таблица 3
Прогнозируемые и экспериментальные показатели выживаемости лиофилизированных культур при 4 °С хранения в течение 12 мес.

Штамм
Прогнозируемые данные1 Экспериментальные данные2

м.к./мл t50
3, сут м.к./мл t50, сут

S. flexneri 17 5,9·109 674 (5,4±0,04)·109 542
S. flexneri 58573 5,5·109 678 (5,0±0,04)·109 536
S. flexneri 8516 5,6·109 654 (5,1±0,04)·109 531
S. sonnei «S-форма» 6,1·109 658 (5,6±0,06)·109 531
E. coli 18 2,0·1010 910 (1,9±0,1)·1010 804
E. coli 675 9,9·109 910 (9,4±0,01)·109 777
S. aureus ATCC 6538 (209-P) 6,4·1010 4359 (6,3±0,1)·1010 3300
E. faecalis ATCC 29212 4,7·109 1576 (4,5±0,01)·109 1256

Примечания . 1Результаты ускоренного теста прогнозирования выживаемости лиофилизированных культур в пересчете на хранение при 4 °С 
в течение 12 мес. 2Результаты, полученные после хранения лиофилизированных препаратов при 4 °С в течение 12 мес. 3Время, за которое при хране-
нии лиофилизированных культур при 4 °С в препаратах останется не менее 5 % жизнеспособных клеток.


