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Одно из ведущих мест в этиологии гнойно-
воспалительных заболеваний человека занимают
аспорогенные анаэробные бактерии [3, 10].
Существует острая потребность в создании
колекций клинических изолятов таких бактерий для
разработки эффективных диагностических тест-
систем, рациональных схем антибиотикотерапии
и профилактических препаратов. В настоящее
время в коллекциях микроорганизмов для хранения
аспорогенных анаэробных бактерий используют
метод пересевов. Информация о лиофилизации и
криоконсервировании этих объектов отсутствует.
По-видимому, это обусловлено тем, что анаэроб-
ные бактерии не вырабатывают ферменты,
расщепляющие токсические соединения кисло-
рода (каталаза, супероксид дисмутазы) [10], а, как
известно, продукты перекисного окисления
являются одним из повреждающих факторов,
сопровождающих процессы замораживания –
отогрева и лиофилизации [1, 4, 9, 12]. И оба способа
консервирования данных микробов требуют
разработки специальных подходов. Одним из таких
подходов является внесение в среду консер-
вирования антиоксидантов [2, 12].

Целью данного исследования являлось изуче-
ние возможности криоконсервирования и сохран-
ности жизнеспособности и биологических свойств
аспорогенных анаэробных бактерий после хране-
ния при температуре жидкого азота в течение 3-х
лет (срок наблюдения) в защитной среде с
добавлением антиоксиданта.

Материалы и методы
Объектом исследования служили клинические

изоляты бактерий Bacteroides fragilis, Prevotella
melaninogenica, Fusobacterium necroforum, Mobi-
luncus curtisii, Peptostreptococcus anaerobius,
Veilonella parvule. Выделение и идентификацию
штаммов проводили в соответствии с положе-
ниями [3, 6, 7]. Выращивали бактерии на анаэроб-
ном гемагаре [3] в анаэростате в трехкомпонент-
ной газовой смеси (азот – 80%, водород – 10%,
углекислый газ – 10%). Газовую среду в анаэро-
стате создавали с помощью газогенераторов Hi
Gas Pack с низкотемпературными катализаторами
Catalist (Himedia, Индия). Бактерии культивировали

в течение 4-х суток. Выросшие колонии бактерий
снимали с поверхности агара бактериологической
петлей и суспендировали в среде консервирования.
В качестве среды консервирования использовали
среду НЗТА с добавками менадиона, гемина,
твина-80 [3]. В среду НЗТА добавляли в качестве
антиоксиданта 2% тиомочевины (хч). Суспензии
бактерий вносили по 1мл в криопробирки “Nunc”,
которые дополнительно упаковывали по разра-
ботанному ранее способу [8]. Образцы замора-
живали до –196оС и хранили в жидком азоте в
низкотемпературном хранилище ХБ-0,5. Отогре-
вали образцы на водяной бане при 40°С. Жизне-
способность бактерий определяли “чашечным
методом” Коха по количеству сформировавшихся
макроколоний [5]. Биологические свойства
бактерий изучали с использованием методик,
описанных в [3]. Статистическую обработку
полученных результатов проводили по обще-
принятым в биологии методам [11]. Достоверность
расчетов 95%.

Результаты и обсуждение
Изучение сохранности количества жизне-

способных бактерий в процессе хранения при -
196оС показало, что хранение при постоянной
температуре жидкого азота в предложенной среде
консервирования обеспечивает сохранность
жизнеспособности аспорогенных анаэробных
бактерий в течение 3-х лет (срок наблюдения).
Количество жизнеспособных бактерий на 1мл
суспензии всех изучавшихся штаммов после
кратковременного хранения в течение 1 месяца
(контроль) и последующих 3-х лет достоверно не
отличалось (табл. 1).

Криоконсервирование обеспечивало также
сохранность исходных генетически детер-
минированных биологических свойств всех
штаммов бактерий. Не изменялись способность
к флюоресценции колоний, выработка пигментов,
рост на селективных средах, продукция различных
ферментов, спектр сахаролитических ферментов,
чувствительность к маркерным антибиотикам
(табл. 2-4).

Выводы
Представленные результаты свидетельствуют

о возможности применения криоконсервирования
для длительного хранения аспорогенных анаэ-
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ииреткаБ

:еинечетвяиненархелсопкотелкхынбосопсензижовтсечилоK

ацясем1 адог1 телх-2 телх-3

__
xS±x
__
xS±x p
__
xS±x p
__
xS±x p

siligarf.B )5,0±0,4( × 01 4 )8,0±9,3( × 01 4 50,0>)6,0±8,3( × 01 4 50,0>)6,0±8,3( × 01 4 50,0>

acinegoninalem.P )7,0±8,2( × 01 3 )6,0±9,2( × 01 3 50,0>)6,0±8,2( × 01 3 50,0>)8,0±7,2( × 01 3 50,0>

murohporcen.F )6,0±4,8( × 01 3 )7,0±2,8( × 01 3 50,0>)7,0±3,8( × 01 3 50,0>)6,0±2,8( × 01 3 50,0>

iisitruc.M 5,0±5,3( × 01 4 )8,0±0,3( × 01 4 50,0>)9,0±2,3( × 01 4 50,0>)8,0±1,3( × 01 4 50,0>

suiboreana.P )4,0±1,2( × 01 5 )6,0±0,2( × 01 5 50,0>)7,0±0,2( × 01 5 50,0>)8,0±0,2( × 01 5 50,0>

eluvrap.V )7,0±8,6( × 01 3 )7,0±3,6( × 01 3 50,0>)9,0±2,6( × 01 3 50,0>)5,0±4,6( × 01 3 50,0>

Таблица 1. Жизнеспособность бактерий Bacteroides fragilis, Prevotella melaninogenica,
 Fusobacterium necroforum, Mobiluncus curtisii, Peptostreptococcus anaerobius, Veilonella parvule

 после хранения при температуре жидкого азота в течение 3-х лет

Примечания: x – среднее арифметическое; Sx – среднее квадратичное отклонение; р – уровень доверительной вероятности
между значениями х после хранения в течение 1 месяца и 1, 2, 3 лет.

автсйовсеиксечиголоиБ
яиненархкорС

яинавижаромазоД цясем1 адог3

яицкудорП

алодни - - -

ызалатак - - -

ызадиско - - -

HN
4

анинигрази + + +

вотартиняицкудеР - - -

зилордиГ

анилуксэ - - -

аламхарк + + +

атарупиг + + +

зиытолсикяицкудорП

ызокюлг + + +

ызотьлам + + +

ызоткурф - - -

ызобир - - -

аламхaрк - - -

ызоткал - - -

алотинам - - -

Таблица 3. Сохранность биологических свойств бактерий Mobiluncus curtisii
после хранения при температуре жидкого азота в течение 3-х лет

Примечание: “+”  – наличие признака; “–” – отсутствие признака

робных бактерий. Этот способ консервирования
обеспечивает сохранность жизнеспособности и
биологических свойств анаэробных бактерий.

Авторы выражают благодарность и призна-
тельность проф. Светлане Васильевне Бирюковой за
консультативную и методическую помощь при
выполнении работы.
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од
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цясем1 адог3
од
-аромаз
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цясем1 адог3
од
-аромаз
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цясем1 адог3

яицнецсероюлФ - - - + + + + + +

юьчлежседерсантсоР + + + - - - - - -

яицкудорП

алодни - - - - - - + + +

адородовореc + + + - - - + + +

ызалатак + + + - - - - - -

ызаеру - - - - - - о/н о/н о/н

атнемгип - - - + + + - - -

аниталежяицатнемреФ - - - + + + о/н о/н о/н

вотартиняицкудеР - - - - - - о/н о/н о/н

зилордиГ

анилуксэ + + + - - - - - -

аламхарк - - - + + + - - -

яицкудорП
зиытолсик

ызокюлг + + + + + + - - -

ызонибара - - - - - - о/н о/н о/н

ызобир - - - - - - - - -

ызолиск + + + - - - - - -

ызонмар - - - - - - - - -

алорецилг - - - - - - о/н о/н о/н

ызоткал + + + + + + - - -

ызоиболец - - - - - - - - -

ызотьлам + + + + + + - - -

ызоибилем + + + - - - - - -

ызорахас + + + + + + - - -

ызолагерт - - - - - - - - -

ызонифар + + + + + + о/н о/н о/н

аницилас - - - - - - - - -

ызотицелем - - - - - - о/н о/н о/н

-ивтсвуЧ
:кьтсоньлет

унициманак R R R R R R S S S

унискимилоп R R R S S S S S S

уницимотсир R R R R R R R R R

Таблица 2. Сохранность биологических свойств бактерий Bacterioles fragilis, Prevotella melaninogenica,
Fusobacterium necrophorum после хранения при температуре жидкого азота в течение 3-х лет

Примечание: + наличие признака; - отсутствие признака; R – устойчивый; S – чувствительный; н/о – не определялся.
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Таблица 4. Сохранность биологических свойств бактерий Peptostreptococcus anaerobius и Veilonella parvule
после хранения при температуре жидкого азота в течение 3-х лет

Примечание: “+” – наличие признака; “–” – отсутствие признака
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