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Реферат. Л. И. Позднякова, О. Е. Сазонова. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ 

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ АБИОТИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА ВИЖИВАЕМОСТЬ И 

ИНАКТИВАЦИЮ FRANSISELLA TULARENSIS В ВОДЕ. Для определения влияния 

благоприятных условий (температура, рН среды и др.) для выживаемости F. tularensis – 

возбудителя особо-опасного заболевания, в разных объектах окружающей среды, в 

частности в воде, где кроме носителей и переносчиков она переживает в 

междуэпидемический период нами разработана экспериментальная водная система. 

Модельная водная система предложенная для изучения влияния абиотических факторов – 

температуры, режима рН, физико-химического состава воды на виживаемость вакцинного 

штамма F. tularensis (Gajsky 15) в образцах воды разного типа – водопроводной нативной, 

автоклавированной, бюветной, колодязной. В условиях модели исследовано влияние  

абиотических факторов на эффективность хлорсодержащих дезсредств – гипохлорита 

натрия (NaOCl) и диоксида хлора (СlО2), в разных концентрациях на резистентность 

моделированного штамма F. tularensis (Gajsky 15). Дезинфектанты -  NaOCl и СlО2 имеют 

широкое применение для дезинфекции при водоподготовке питьевой воды. Исследуемые 

абиотические факторы (температура, режим рН, физико-химический состав воды) и 

концентрация дезинфектантов, оказывали влияние на сроки выживаемости штамма F. 

tularensis и изменчивость ее резистентности к действию дезинфектантов. 

Ключевые слова: F. tularensis, биологические патогенные агенты, дезинфекция 

питьевой воды, моделированная водная система 

 

Реферат. Л. І. Позднякова, О. Є. Сазонова. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ 

ВИВЧЕННЯ ВПЛИВУ АБІОТИЧНИХ ЧИННИКІВ НА ВИЖИВАНІСТЬ ТА 

ІНАКТИВАЦІЮ FRANSISELLA TULARENSIS У ВОДІ. Для визначення впливу 

сприятливих умов (температура, рН середовища та інші) для виживаності F. tularensis – 

збудника особливо-небезпечного захворювання, у різних об,єктах навколишнього 

середовища, зокрема у воді, де крім носіїв та переносників вона переживає у між 

епідемічний період нами розроблена експериментальна водна система. Модельна водна 

система запропанована для вивчення впливу абіотичних факторів – температури, режиму 

рН, фізико-хімічного складу води на виживаність вакциного штаму F. tularensis (Gajsky 15)  

в зразках води різного типу – водопровідній нативній, автоклавованій, бюветній, 

колодязній. В умовах моделі досліджено вплив  абіотичних чинників на ефективність 

хлормістячих деззасобів – гіпохлоріту натрію (NaOCl) и діоксіду хлору (СlО2), у різних 

концентраціях на резістентність модельного штаму F. tularensis (Gajsky 15). Дезинфектанти 

-  NaOCl і СlО2 мають широке застосування для дезінфекції при водопідготовці питної води. 

Досліджувані абіотичні чинники (температура, режим рН, фізико-хімічний склад води) та 

концентрація дезінфектантів, мали певний вплив на терміни виживаності штаму F. tularensis 

і мінливість її резистентності до дії дезінфектантів. 

Ключові слова: F. tularensis, біологічні патогенні агенти, дезінфекція питної води, 

модельна водна система 
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Summary. L. I. Pozdnyakova, Ye. E. Sazonova EXPERIMENTAL STUDY ON 

IMPACT ABIOTIC FACTORS SURVIVAL AND INACTIVATION FRANSISELLA 

TULARENSIS IN WATER. For determination of the effect of of favorable conditions 

(temperature, рН environments et al) for survival of F. tularensis - causative agent of especially-

dangerous disease, in different objects of environment, particular in water, where except 

transmitters and evections the agent survives between epidemic periods, we developed the 

experimental water system.  

Model for the abiotic factors (temperature, pH, physical/chemical water composition) 

influence  on F.tularensis vaccine (Gayskiy, 15) strain survival in different types of waters 

(centralized, autoclaved, pamproom  street complexes well) evaluation was developed. 

Influence of abiotic factors was studied on the Chlorine-containong disinfectants (Sodium 

hypochlorite – NaOCl and Chlorine dioxide – ClO2) at different concentrations on the tested strain 

survival. 

Tested abiotic factors (temperature, pH, physical/chemical composition) and 

disinfectant’s concentration influenced on the terms of survival and resistance range. 

Key words: F. tularensis, biological agents, drinking water disinfection, modeling system. 

 

 

Вступ. За останні десятиріччя випадки захворювання на туляремію та окремі 

спалахи  відзначені в багатьох країнах світу. Значна кількість випадків захворювань на 

туляремію, ізоляція культур збудника пов’язані з водним чинником (річками, озерами, 

ставками, колодязями та ін.) (Sjosted 2007, Eliasson 2007, Ellis, Oyston.2002, Petersen 2005, 

Gurcan 2006). У виникненні епідемічних ускладнень внаслідок туляремії, спричиненою 

штамами  підтипу holarсtika,  значуще місце також належить водним екосистемам, чому 

сприяють гідрофільні властивості збудників. Зараження, як правило, пов'язані з 

водокористуванням зараженої води та вживанням продуктів рибалства (Anda 2001, Celebi 

2006,  Ozdemir 2007, Kantardjiev. 2006,  Willke 2009, Svensson 2009,  Abd, Johansson 2003).     

Можливість виникнення аварійних ситуацій та навмисного використання збудника 

туляремії, спрямованого на локальні та централізовані джерела питної води обумовлює  

актуальність вивчення, шляхів інактивації збудника та дезінфекції джерел питної води.  

Особливе значення це має в зв’язку с можливістю використання збудника туляремії 

в якості біологічного патогенного агента при біотерористичних подіях. За класифікацією 

СДС F.tularensis віднесено до категорії А переліку особливо-небезпечних збудників (Dennis 

2001, Oyston 2004).  Тому, з’ясування чинників, які впливають на тривалість життєздатності 

F.tularensis у водному середовищі та умови їх інактивації є дуже важливим, як для 

розуміння біологічних особливостей патогена, так і розробки стратегій щодо його 

знешкодження. Але, кількість наукових робіт з проведення  експериментальних досліджень 

з біологічними патогенними агентами і збудником туляремії також, є обмеженою, оскільки 

потребує наявності відповідних умов біобезпеки у лабораторіях.  

Досліджень відносно виживаності бактерій у водному середовищі та дії 

дезінфектантів, що містять хлор, по відношенню до особливо небезпечних патогенів досить 

мало. Відомі лише експериментальні дослідження  групи дослідників лабораторій CDC и 

EPA,  які продемонстрували різні терміни виживаності штамів F.tularensis (вакцинного та 

диких)  та різну ступінь  резистентністі штамів до дії різних дезінфектантів  Ефективність 

дезінфекції при зміні параметрів абіотичних факторів була мінливою (Mironchuk, Mazepa 

2002,  Gilbert 2010, Shams 2011, O’Connell 2011,  Rose 2007). 

Метою наших досліджень було визначення впливу абіотичних факторів 

(температурного режиму, рівня рН, фізико-хімічного складу води на виживаність штамів 

F.tularensis в водних системах та на ефективність інактивуючої дії хлормістячих 

дезінфектантів.  

Експериментальні дослідження проводили в 2-х напрямках, а саме: визначення 

впливу абіотичних факторів (температура, рН, фізико-хімічний склад води) на виживаність 

штамів туляремійного мікробу у воді різних типів; визначення впливу абіотичних факторів 

на ефективність дії хлормістячих дезінфектантів відносно збудника туляремії.   

Матеріали та методи досліджень. Для експериментальних досліджень обрано 

вакцинний штам F.tularensis sub.holarktica (Гайский 15) з колекції музейних культур 

УНДПЧІ. У модельних системах використовували зразки питної води з різних 
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джерел: водопровідна нативна, водопровідна автоклавована, бюветна, колодязна. В 

мікрооб'єми (10мл) проб води вносили суспензію 48 годинної культури туляремійного 

мікробу до кінцевої концентрації 105 КУО/мл. Дослідження здійснювали при 3-х 

температурних  режимах (5; 15; 20С) і 3-х значеннях рН (6,0; 7,0; 8,0). Контрольні висіви  

проводили на тверде поживне середовище - FT агар (Оболенск, Росія)  на 3-5-10-20-30 добу 

після інокуляції бактерій з наступним підрахунком життєздатних колоній.  Для обліку 

кількості життєздатних клітин і колонієутворюючих одиниць використовували чашковий 

метод підрахунку колоній або лічильник Коултера. Ступінь інактивації бактерій lg Nt/N0 

представляли як lg відношення клітин, що вижили (Nt),  до їхньої початкової кількості (N0). 

Для перевірки ефективності дії дезінфектантів використовували гіпохлорит натрію 

(NaOCl) та діоксид хлору (ClO2) в  концентраціях   0,3;  0,5 мг/л.  Ефективність інактивуючої 

дії дезінфектантів досліджували при температурному режимі 5, 20,С та рівнях рН 6,0, 7,0 і 

8,0.  Необхідний рівень рН доводили за допомогою фосфатного буферного розчину   

KH2PO4 з рН 4,4 та 5N NaOH. Інокуляцію мікробної завісі проводили до кінцевої 

концентрації 106 КОЕ/мл. Час спостереження складав до 60 хвилин. Для зупинки реакції 

(контакту з дезінфектаном) додавали тіосульфат натрію для нейтралізації хлору. 

Концентрація тіосульфату в пробірках 50 мг/л. Контрольні висіви  проводили через певні 

інтервали часу на 1,0; 1,5; 3,0, 5,0, 10, 15, 30, 60 хвилини після нейтралізації хлору. 

Контроль - зразок дехлорованої водопровідної води з певним значенням рН, бактеріальною  

зависсю але без дезінфектанту.      

Оцінку бактерицидної эфективності дезінфектантів проводили за допомогою CT-

індексу. CT  - концентрація залишкового дезинфектанту (C)  в мг/L, і контактного терміну 

(T) в хвилинах. Ступінь інактивації выражается як log10. Величини CT розраховуються в  

мгмин/дм3 . Інактивація вважається достатньої або повною при СТ індексі 3-log – 99,9%, 4-

log – 99,99%.  

Результати та їх обговорення. Проведено експериментальні дослідження  з 

визначення впливу абіотичних факторів: температури, рН, фізико-хімічного складу води на 

виживаність штамів туляремійного мікробу у зразках води різного типу. Порівняльний 

аналіз впливу температурного чинника на терміни виживаності вакцинного штаму F. 

tularensis  у зразках води різного типу проведено при рівні рН - 7,0. Дослідження показали, 

що найбільш сприятливою щодо виживаності бактерій була температура 5С. Життєздатні 

колонії бактерій реєструвалися у зразках автоклавованої та бюветної води – до 20 доби,  

колодязної води – до 30 доби. Тоді, як при температурі 20С  виживаність туляремійних 

бактерій спостерігалася в автоклавованій воді лише до 5 доби, а в пробах бюветной та 

колодязної води – до 20 доби. Таким чином, більш сприятливим щодо виживання бактерій 

була температура 5С (Рис. 1). 

 

 

Рис.1.  Виживаність вакцинного штаму F.tularensis в різних типах води при температурі 

+5оС 
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Аналіз впливу рівня рН (6,0, 7,0, 8,0) на виживаність бактерій F. tularensis (Гайский 

15) проведено при температурному режимі - 5С  у зразках води різного типу.  Результати 

досліджень показали, що найкращі умови для виживаності бактерій складалися при рН 7,0, 

у всіх зразках води усіх досліджуваних типів. Пригнічення життєздатності бактерій  було 

найбільш виразним в умовах, як кислого (рН -6,0), так і лужного (рН-8,0) середовища  при 

усіх температурних режимах.  Середній  термін виживаності бактерій –10 діб. Порівняльна 

оцінка виживаності бактерій у зразках води різного типу показала, що найдовший термін 

виживаності спостерігався у зразках колодязної води і найменший у зразках автоклавованої 

води при усіх значеннях  рН. Тривалість виживаності бактерій у зразках бюветної води (t 

5С, 20С) наближалася до рівня життєздатності  у зразках колодязної води і при режимі рН 

7 та спостерігалася до 30 діб (Рис.2).  

 

 

Рис.2. Виживаність F.tularensis LVS в у різних типах води при рН 7 

 

Таким чином, температурний режим, рівень рН, фізико-хімічні властивості зразків 

води, мали певний вплив на активність росту колоній і термін життєздатності бактерій.  

Найдовша виживаність бактерій у зразках води усіх типів була зареєстрована при 

температурі 5˚С та рН 7,0.  Оптимальні умови для життєздатності бактерій були у зразках 

колодязної води при  t 5С і рН 7,0.          

Експериментальна модель була адаптована для вивчення інактивуючого впливу 

хлормістячих дезінфектантів. Проведена порівняльна оцінка впливу абіотичних факторів, 

що вивчалися, на ефективність хлормістячих дезінфектантів - гіпохлориту натрію (NaOCl) 

та діоксиду хлору (ClO2) в зразках дехлорованої (автоклавованої)  води. Досліджували 

вплив температури - 5, 20С та режиму рН - 7,0; 8,0. Досліджували ефективність NaOCl і 

ClO2  в концентраціях – 0,1, 0,3 и 0,5 мг/л. Порівняльну оцінку ефективності дезінфектантів 

проводили за величинами СТ индексу, що дорівнював 3-log – 99,9% и 4-log – 99,99% і 

терміну контакту бактеріій з дезінфектантом.  

Характерною особливістю інактивуючої дії NaOCl є різке зменшення чисельності 

життєздатних  бактерій (до 3 log10), що  реєструвалося вже  за 1,0-1,5 хвилини контакту  при 

усіх концентраціях - 0,1, 0,3, 0,5 мг/l. В умовах мінімальної концентрації NaOCl -  0,1 мг/l  

період повної інактивації бактерій до 4 log10 складав 10 хвилин. З підвищенням концентрації 

дезінфектанта термін інактивації до 4 log10 зменшувався та складав 3 хв. при С= 0,3 мг/l  і 2 

хв. при С=0,5 мг/l. Порівняльна оцінка інактивуючої дії NaOCl проведена при параметрах t - 

5С і рН – 7,0 (оптимальний режим для виживаності бактерій).              

При концентрації NaOCl 0,1 мг/l  відмічався двуфазовий  характер спадаючої 

кривої. Перша фаза інактивації характеризувалася поступовим зниженням числа 

колонієобразуючих одиниць бактерій до рівня  4log10- 99,99% на протязі 10 хв. Потім  

спостерігалася, так звана «лаг-фаза». Висів життєздатних бактерій тривав до 60 хв. Повна 

інактивація – відсутність зросту життєздатних бактерій було відмічено  через 

120 хвилин. Візуальна оцінка спадаючих кривих не дала змогу диференціювати 
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ступінь впливу температурного режиму і рівня рН на інактивацію збудника. Порівняльна 

оцінка часу інактивації показала, що при рН 8 тривалість інактивації збільшується в 2 рази. 

Ефект мав місце, як при С = 0,3 мг/л, так і при С = 0,5 мг/л  (Tабл.1). 

 

Tабл. 1  

Вплив температури і рН на інактивацію вакцинного штаму F.tularensis (СТ - 3 log 10) при 

інактивації з NaOCl в різних концентраціях 

. 

 3log10 
рН 7 СТ рН 8 СТ 

(CT 99,9) 
t 5 С t 20 С 5 /20  t 5 С t 20 С 5 /20 

NaOCl  0,3 

мг/l 

0,37 0,23 1,3 0,38 0,33 1,2 

NaOCl   0,5 

мг/l 

0,47 0,42 1,1 0,52 0,53 1 

              

3log10 
t 5 С  СТ t 20 С  СТ 

(CT 99,9) 

рН 7 рН 8 рН 7/ 

рН 8 

рН 7 рН 8 рН 7/ 

рН 8 

NaOCl  0,3 

мг/l 

0,37 0,38 1 0,23 0,33 0,7 

NaOCl   0,5 

мг/l 

0,47 0,52 0,9 0,42 0,53 0,8 

  

Таким чином, в наших умовах гіпохлорит натрію надає інактивує дію на 

туляремійні бактерії. Інактивуючий ефект NaOCl посилювався з підвищенням його 

концентрації. Зміна температурного режиму не мало істотного впливу на швидкість 

інактивації. Зміна режиму рН надавало більш істотний вплив на швидкість інактивації до 4 

log10, ніж температура  (Рис. 3). 

 

 
 

Рис.3.Час інактивації F.tularensis із NaOH при концентрації 0,5 мг/л, та + 5оС 

 

Аналіз впливу температурного чинника і режиму рН на інактивуючу дію діоксиду 

хлору (ClО2) показав наявність більш слабкого, в порівнянні з NaOCl, бактеріостатичного 

ефекту при всіх досліджуваних концентраціях (С = 0,1; 0,3; 0,5 мг/л). Характер спадаючих 

кривих, отриманих в експериментах з температурними режимами (5°, 15°, 20°С) і рН - 7,0 і 

8,0, в цілому був ідентичним, і виражався в зниженні чисельності бактеріальних клітин на 

1-й хвилині контакту до 2 іноді до 3 log10. Надалі, чисельність колоній зберігалася на цьому 

ж рівні аж до 30-ї хвилини експерименту. Інактивація бактеріальних клітин до 4log10 
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була відзначена лише в дослідах, з концентрацією 0,5 мг ClО2 / л, рівні рН - 7,0 і при двох 

температурних режимах -  +20 і +5° С (Tабл.2). 

Tабл. 2  

 

Вплив температура і рН на інактивацію вакцинного штаму F.tularensis (СТ - 3 log 10) при 

інактивації з ClO2 в різних концентраціях. 

 

3log10 
рН 7   СТ рН 8   СТ 

(CT 99,9) 
t 5 С t 20 С 5 /20  t 5 С t 20 С 5 /20 

ClO2  0,3 

мг/l 

0,49 0,26 1,9 0,32 0,23 1,4 

ClO2  0,5 

мг/l 

0,95 0,42 2,3 0 15,75 0 

              

3log10 
t 5 С  СТ t 20 С  СТ 

(CT 99,9) 

рН 7 рН 8 рН 7/ 

рН 8 

рН 7 рН 8 рН 7/ 

рН 8 

ClO2  0,3 

мг/l 

0,49 0,32 1,5 0,26 0,23 1,1 

ClO2  0,5 

мг/l 

0,95 0 0 0,42 15,75 0,03 

   

При порівняльній оцінці ефективності дезінфектантів кращий инактивируючий 

ефект мав місце в дослідах з гіпохлоритом натрію у концентраціях 0,3; 0,5 мг/л при + 5°С і 

рН 7,0. Діоксид хлору надавав більш слабку інактивуючу дію. Інактивація бактеріальних 

клітин до 4log10 була відзначена лише в дослідах, з використанням ClО2 0,5 мг/л. Швидкість 

інактивації бактерій NaOCl (С = 0,5 мг/л) до 4log10 була вищою в 3,5 рази при рН 7,0 і + 5°С 

(Tабл. 3). 

 

Tабл. 3  

Час (хв.), необхідний для інактивації вакцинного штаму F.tularensis до 4 log10  

хлормістячими дезінфіктантами (С =0,5 мг/л) 

 

Примітка:   * - час, необхідний для зниження до 2log10;  

                ** - час, необхідний для зниження до 3log10 

 

Висновки 

Єкспериментальна водна модель придатна для вивчення впливу абіотичних 

факторів на виживаність біологічних патогенних агентів (БПА), у тому числі і штамів F. 

tularensis в зразках води різного типу. 

Параметри єксперименту підбиралися дослідним шляхом та мали певний вплив на 

активність росту колоній і термін життєздатності бактерій. Оптимальні умови щодо 

життєздатності бактерій F. tularensis   мали місце у зразках колодязної води при  Т +50С і рН 

7,0. Такі умови є найбільш сприятливі до персистенції, і виживаності F. tularensis у 

навколишньому середовищі. На нашу думку, краща життєздатність бактерій у зразках 

колодязної води була обумовлена особливостями її фізико-хімічного складу, а саме - 

наявністю значного вмісту сульфатів. Сульфати входять до складу  компонентів поживних 

середовищ, які використовуються для культивування та вирощування 

туляремійного мікроба. Більшому терміну життєздатності бактерій у колодязній воді  

toC 

рН7 рН8 

NaOCl ClO2 NaOCl ClO2 

5 2,2 7,7 4 0,8* 

20 2 2,5 5 30** 
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сприяв високий вміст умовно-патогенної мікрофлори. Надлишкова кількість умовно-

патогенної мікрофлори у колодязній воді є джерелом поживних органічних та неорганічних  

речовин, що дозволяє  патогенам довше виживати. Тому ж  сприяла і відсутність 

залишкового хлору, так як колодязна вода не обробляється дезінфектантами.  

У модельних умовах досліджена ефективність хлормістячих деззасобів 

гипохлорита натрія (NaOCl) і діоксида хлору (СlО2). Досліджені концентрації є 

нормативними для водопідготовки питної води.  

В умовах моделі показано, що досліджені концентрації деззасобів є достатніми 

щодо інактивації збудника. Оптимальні умови щодо інактивації складалися при С- 0,5 

мг/дм3 , Т 50С і рН 7,0 , як для NaOCl так і для СlО2. Редукція чисельності колоній 

утворюючих одиниць до  4 log10 – 99,99% відбувалася протягом 10 хвилин, що вкладається 

в нормативний термін 30 хвилин. 

Вакцинний штам F. tularensis (Gaiyskiy 15) обраний у якості модельного. 

Розроблені нами модельні умови дають можливість тестувати ефективність різних 

деззасобів відносно регіональних (природних) штамів збудників особливо небезпечних 

інфекцій.  Висновки мають попередній характер і потребують подальшої експериментальної 

перевірки. 

Дослідження проведені за підтримки партнерського проекту Р 408 ЕРА (США) і 

STCU (Україна) Р 408. 
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