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Полученные экспериментальные данные свидетельствуют, что при низкотемпературном консервировании циклические
изменения температуры хранения от –196 до –100°С могут вызывать дополнительную гибель микробных клеток. В микробных
клетках, хранившихся при постоянной температуре жидкого азота и в условиях колебания температуры хранения в указанном
диапазоне, сохраняются структурные участки ДНК, обеспечивающие амплификацию в полимеразной цепной реакции (ПЦР)
специфических фрагментов.

Ключевые слова: микроорганизмы, криоконсервирование, ДНК, ПЦР.

Одержані  експериментальні дані свідчать, що циклічні зміни температури зберігання від –196 до –100°С можуть викликати
додаткову загибель клітин мікробів. У мікробних клітинах, які зберігались при постійній температурі рідкого азоту і в умовах
коливання температури зберігання в зазначеному діапазоні, зберігаються структурні ділянки ДНК, що забезпечують
ампліфікацію в полімеразній ланцюговій реакції специфічних фрагментів.

Ключові слова: мікроорганізми, кріоконсервування, ДНК, ПЦР.

The obtained experimental data testify to the fact that under low temperature preservation the cyclic changes in storage temperature
from –196  to –100°C can result in additional death of microbial cells. In microbial cells, stored under liquid nitrogen constant
temperature and under conditions of storage temperature variation within the mentioned range, there are preserved the DNA structural
sites, providing the amplification in polymerase chain reaction (PCR) of specific fragments.

Key words: microorganisms, cryopreservation, DNA, PCR.

Опыт эксплуатации низкотемпературных банков
биологических объектов показывает, что при
использовании жидкого азота как криогенного
носителя трудно избежать изменений его уровня в
хранилищах, что может приводить к колебаниям
температуры хранения. Вопрос о возможности
возникновения различных повреждений в биологи-
ческих объектах в процессе их хранения при низких
температурах до настоящего времени остается
открытым.

В связи с вышесказанным нами проведены
исследования по изучению жизнеспособности
микроорганизмов и сохранности структурных
участков их ДНК, амплифицируемых в ПЦР, после
низкотемпературного хранения при постоянной и
изменяющейся температурах хранения.

Материалы и методы
Объектами исследования были клинические

изоляты бактерий Streptococcus pyogenes и
аспорогенных дрожжей Candida albicans, иденти-
фицированные по морфологическим, культурным,
Адрес для корреспонденции: Высеканцев И.П., Институт проблем
криобиологии и криомедицины НАН Украины, ул. Переяславская, 23,
г. Харьков, Украина 61015; тел.: +38 (057) 7720126, факс:  +38 (057) 7720084,
e-mail: cryo@online.kharkov.ua

The exploitation experience in low temperature
banks of biological objects shows, that when using
liquid nitrogen as a cryogenic carrier it is difficult to
avoid the changes in its level in the storehouses, that
can result in storage temperature changes. The question
on a possible appearance of different damages in
biological objects has remained open.

Owing to the mentioned above we carried-out the
investigations on studying the microorganisms’
viability and integrity of structural sites of their DNA,
amplified in PCR after low temperature storage under
constant and changing storage temperatures.

Materials and methods
The objects for investigations were clinical isolates

of Streptococcus pyogenes bacteria and Candida
albicans asporogenous yeasts, identified by morpho-
logical, cultural, biochemical and serological
properties at the Chair of Clinical Microbiology and
Immunology of Kharkov Medical Academy of Post-
Diploma Education of the Ministry of Health Care of
Ukraine. Genetically isolated strains were identified
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биохимическим и серологическим свойствам на
кафедре клинической микробиологии и иммуноло-
гии ХМАПО МОЗ Украины. Генетическую иденти-
фикацию выделенных штаммов проводили с
помощью ПЦР на базе ООО “Вирола” (г.Харьков).

Бактерии S. pyogenes выращивали при 37°С в
течение 40 ч на кровяном агаре [1] в атмосфере с
повышенным содержанием CO2, грибы С. albicans–
при 22°С и в течение 48 ч на агаризованной среде
Сабуро [1]. Смывали микробные клетки с агаризи-
рованных сред физиологическим раствором NaCl и
мясо-пептонным бульоном (МПБ) [1]. В качестве
криопротектора использовали ДМСО (“Макрохи-
мия”, Россия) в конечной концентрации 5%. Время
эквилибрации микроорганизмов с ДМСО – 10 мин.

Суспензии микроорганизмов вносили по 1 мл в
криопробирки “Nunc” (Германия) с рабочим объемом
1 мл. Образцы замораживали погружением крио-
пробирок в жидкий азот  Контрольные образцы
хранили погруженными в жидкий азот в течение 2-х
недель, опытные – в условиях циклически изменяю-
щейся температуры хранения. Один цикл состоял из
хранения в течение 8 ч в парах жидкого азота при
температуре –100°С и в течение 16 ч – в жидком азоте.
Сохранность микроорганизмов исследовали после 10
циклов изменения температуры хранения. Отогре-
вали образцы на водяной бане при 30°С. Жизнеспо-
собность микробов оценивали чашечным методом
Коха по способности образовывать макроколонии на
агаризованных средах [2]. Сохранность структуры
участков ДНК, служащих матрицами для амплифи-
кации в ПЦР [3], изучали в соответствии с инструк-
циями по применению наборов для амплификации.
В исследованиях использовали наборы  “Ампли
Сенс-50 Streptococcus species” и “Ампли Ceнс-50
Candida albicans-500” (Центральный институт
эпидемиологии МЗ России, Москва). Длина участков
ДНК для амплификации специфических фрагментов
составляла для S.pyogenes 763 пары нуклеотидов
(п.н.) рибосомального гена стрептококков, для
С. albicans – 500 п.н. ДНК C. albicans. Ампли-
фикацию проводили в амплификаторе “Терцик”
(ДНК технология, Россия). Анализ продуктов
амплификации производили по стандартным
протоколам разделением фрагментов ДНК в 2%-м
агарозном геле с последующей оценкой в транс-
иллюминаторе “Флюскан” (Россия) [5].

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили по общепринятым в биологии
методам [4].

Результаты и обсуждение
Было установлено, что в процессе криоконсер-

вирования часть микробных клеток погибала на
этапе замораживания-отогрева (табл. 1,2).
Добавление в среду консервирования ДМСО

by PCR at the “Virola” Ltd. (Kharkov).
S. pyogenes bacteria were cultured at 37°C during

40 hrs on blood agar [1] in the atmosphere with an
increased CO2 content, C. albicans fungi were cultured
at 22°C during 48 hrs on the Saburo agarised media
[1].

Microbial cells were washed-out from agarised
media with NaCl physiological solution and meat-
pentone broth (MPB) [1]. DMSO (“Makrokhimiya”,
Russia) under final 5% concentration was used as a
cryoprotectant. Suspensions of microorganisms were
introduced by 1 ml in the “Nunc” (Germany) cryotubes
with 1 ml operating volume. The samples were frozen
by means of cryotube immersion into liquid nitrogen.
The control samples were stored immersed in liquid
nitrogen during 2 weeks, as for the experimental ones,
they were stored under conditions of cyclic changes
in storage temperature. One cycle comprised the
storage for 8 hrs in vapours of liquid nitrogen at the
temperature of –100°C and during 16 hrs in liquid
nitrogen. The integrity of microorganisms was
examined after 10 cycles of the change in storage
temperature. The samples were thawed on water bath
at 30°C.

The viability of microbes was estimated using the
Koch plate method by the capability to form
macrocolonies on the agarised media [2]. The structure
integrity of DNA sites, being the matrix for amplifi-
cation in PCR [3], was studied according to the
application instructions of the kits for amplification.
In the investigations we used the “Ampli Sens-50
Streptococcus species” and “Ampli Sens-50 Candida
Albicans-500” kits (Central Institute of Epidemiology
of the Ministry of Health Care of Russia, Moscow).
The length of DNA sites for amplifying specific
fragments made for S. pyogenes 763 pairs of
nucleotides (p.n.) of ribosomal gene of streptococcus,
500 p.n. DNA C. albicans for C. albicans. The
amplification was carried-out in “Tertsik” amplificator
(DNA technology, Russia). The analysis of amplifi-
cation products was performed by the standard
protocols using the separation of DNA fragments in
2% agarose gel with following estimation in the
transilluminator “Fluskan” (Russia) [5].

Statistical processing of the results obtained was
done according to the routinely accepted methods in
biology [4].

Results and discussion
It was established that during the process of

cryopreservation a part of microbial cells died at the
stage of freeze-thawing (Table 1, 2). The DMSO
adding into the medium of preservation statistically
increased the number of viable cells. After the frozen
samples storage  in liquid nitrogen their number did
not change. The storage under conditions of cyclic
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Таблица 1. Жизнеспособность и сохранность амплифицируемого в ПЦР участка ДНК дрожжей Candida albicans
после хранения в жидком азоте и 10 циклов изменения температуры хранения

Table 1. Viability and integrity of the amplified in PCR DNA site of C. albicans yeasts after storage in liquid nitrogen
and 10 cycles of the change in storage temperature
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9 - - +
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mret-trohS
gnizeerf

)4,0±55,1( × 01 8 50,0< - +

мокдижвеиненарХ
етоза
negortindiuqilniegarotS
)5,0±55,1( × 01 8 50,0< 50,0>+
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9 - - +
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еинавижаромаз
mret-trohS
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)4,0±5,5( × 01 8 50,0< - +

мокдижвеиненарХ
етоза
negortindiuqilniegarotS
)3,0±2,5( × 01 8 50,0< 50,0>+

яиненемзиволкиц01
яиненархырутарепмет
egarotsehtfoselcyc01
egnahcerutarepmet

)4,0±3,2( × 01 8 50,0< 50,0< +

йиксечиголоизиФ
ровтсар
lacigoloisyhP
noitulos

яинавижаромазоД
gnizeerferofeB )3,0±0,6( × 01
8 - - +

К еоннемервоктар
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)5,0±5,2( × 01 7 50,0< - +
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)4,0±5,2( × 01 7 50,0< 50,0>+
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Условные обозначения: х – среднее арифметическое; Sx – среднее квадратическое отклонение.
Legends: x – arithmetic mean; Sx – standard deviation.
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хатнаиравхигурдв
nidnagnizeerferofeb
stnairavrehto

елсоп
огоннемервоктарк
ияинавижаромаз
хынзарвяиненарх

хяиволсу
mret-trohsretfa
egarotsdnagnizeerf
tnereffidrednu
snoitidnoc

БПМ
BPM

яинавижаромазоД
gnizeerferofeB )4,0±0,7( × 01
9 - - +

К еоннемервоктар
еинавижаромаз
mret-trohS
gnizeerf

)3,0±0,4( × 01 8 50,0< - +

мокдижвеиненарХ
етоза
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)5,0±57,3( × 01 8 50,0< 50,0>+

яиненемзиволкиц01
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)4,0±0,8( × 01 7 50,0< 50,0< +
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gnizeerferofeB )3,0±6,5( × 01
9 - - +

К еоннемервоктар
еинавижаромаз
mret-trohS
gnizeerf

)4,0±0,6( × 01 7 50,0< - +

мокдижвеиненарХ
етоза
negortindiuqilniegarotS
)5,0±7,5( × 01 7 50,0< 50,0>+

яиненемзиволкиц01
яиненархырутарепмет
egarotsehtfoselcyc01
egnahcerutarepmet

)4,0±0,9( × 01 6 50,0< 50,0< +
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)3,0±4,9( × 01 8 50,0< - +
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)4,0±1,9( × 01 8 50,0< 50,0>+
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egnahcerutarepmet

)4,0±1,2( × 01 8 50,0< 50,0< +

Таблица 2. Жизнеспособность и сохранность амплифицируемого в ПЦР участка ДНК бактерий S. pyogenes
 после хранения в жидком азоте и 10 циклов изменения температуры хранения

Table 2. Viability and integrity of the amplified in PCR DNA site of S. pyogenes bacteria after storage in liquid
nitrogen and 10 cycles of the change in storage temperature

Условные обозначения: х – среднее арифметическое; Sx – среднее квадратическое отклонение.
Legends: x – arithmetic mean; Sx – standard deviation.
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достоверно повышало количество жизнеспособ-
ных клеток. После хранения замороженных
образцов в жидком азоте их количество не
изменялось. Хранение в условиях циклически
изменяющейся температуры в указанном выше
диапазоне приводило к дополнительной гибели
клеток. Наличие в консервирующей среде крио-
протектора ДМСО и в этом случае обеспечивало
более высокую сохранность количества жизне-
способных клеток.

При постановке ПЦР с бактериями S.pyogenes и
дрожжами C. albicans, хранившимися в различных
консервирующих средах при постоянной темпера-
туре жидкого азота и в условиях температуры,
циклически изменяющейся от –196 до –100°С,
получены соответствующие амплифицированные
специфические фрагменты.

Выводы
Представленные результаты исследований

показывают, что в процессе криоконсервирования
гибель микробных клеток может происходить не
только на этапах замораживания-отогрева, но и на
этапе хранения при циклическом изменении
температуры хранения от –196 до –100°С. Наличие
в среде консервирования криопротектора ДМСО
уменьшает повреждающее действие физико-
химических факторов, приводящих к гибели
микробных клеток во время замораживания-
отогрева и при хранении в условиях изменяющейся
температуры. В микробных клетках, подвер-
гавшихся замораживанию до –196°С, хранению
при температуре жидкого азота и колебанию
температуры хранения от –196 до –100°С, сохра-
няются структурные участки ДНК, обеспе-
чивающие амплификацию в ПЦР специфических
фрагментов.

changes in temperature at the mentioned above range
resulted in the additional cell death. The presence in a
preserving medium of DMSO cryoprotectant provided
a higher integrity of viable cell number in this case as
well.

When performing the PCR with S. pyogenes
bacteria and C. albicans yeasts, stored in different
preserving media at a constant temperature of liquid
nitrogen and under conditions of cyclic changes in
temperature from –196 to –100°C,  the corresponding
amplified specific fragments were obtained.

Conclusions
Thus, the presented results of investigations

demonstrate, that during cryopreservation the death
of microbial cells can occur not only at the stages of
freeze-thawing, but at that of storage at a cyclic change
in storage temperature from –196 to –100°C. The
presence of DMSO cryoprotectant in the preservation
medium reduces the damaging effect of physical and
chemical factors, resulting in a death of microbial cells
during freeze-thawing and at the storage under
changing temperature conditions. In microbial cells,
subjected to freezing down to –196°C, to storage at
the temperature of liquid nitrogen and to temperature
change from –196 to –100°C, there are kept the DNA
structural sites, providing the amplification in PCR of
specific fragments.
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