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МІКРОБІОЛОГІЯ

Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами. Робота є фрагментом фундамен-
тальної НДР «Дослідження закономірностей еволюції 
антибіотикорезистентності у найпоширеніших різно-
видів збудників гнійно-запальних інфекцій», № дер-
жавної реєстрації 0118U004052.

Вступ. Музей мікроорганізмів ДУ «ІМІ НАМН» має 
одну з найбільших та найстаріших у Європі колекцій 
мікроорганізмів, яка існує з часу створення Інституту 
(з травня 1886 року). Колекція постійно поповнюється 
штамами, серед яких збудники нових та маловивче-
них інфекцій з авторських колекцій співробітників Ін-
ституту та зарубіжних наукових установ (США, Франції, 
Чехії, Бельгії, Швеції, Німеччини та ін.). В колекційно-
му фонді музею зберігаються мікроорганізми ІІІ-IV 
груп патогенності, вилучені в різні історичні періоди 
починаючи з кінця ХІХ століття. Серед них є типові, 
еталонні, виробничні, контрольні та актуальні штами. 
Колекція являє собою унікальний ресурс для виконан-
ня фундаментальних досліджень і дає широке поле 
діяльності для порівняння біологічних властивостей 
історичних та сучасних штамів, у тому числі, для ви-
вчення еволюції мікроорганізмів.

Основним критерієм якості способів тривалого 
зберігання мікроорганізмів у колекціях є можливість 
відновлення їх життєздатності та стабільність їх мор-
фологічних, фізіологічних та генетичних властивостей 
[1,2]. Відомо, що ліофілізація дозволяє підтримувати 
штами колекційного фонду без втрати життєздатнос-
ті тривалий час (понад 50 років) [3-6], проте роботи з 
вивчення ефективності консервації мікроорганізмів 
різних видів вкрай важливі, оскільки дозволяють вно-
сити суттєвий теоретичний та практичний вклад в збе-
реження видового різноманіття мікрофлори [7]. 

Мета дослідження. Оцінка ефективності ліофіліза-
ції S. aureus, як методу їх довготривалого збереження. 
Перевірка життєздатності та відповідності таксономіч-
ному положенню музейних штамів стафілококів, що 
тривалий час зберігались у колекції Музею мікроорга-
нізмів ДУ «ІМІ НАМН».

Об’єкт і методи дослідження. У дослідженнях 
використано 25 ліофілізованих зразків 23-х штамів S. 
aureus, виділених у період з 1930 по 1986 роки. Штами 
зберігались у ліофілізованій формі від 17 до 62 років. 

Ліофілізовані культури відновлювали шляхом розчи-
нення вмісту ампули 1,0 мл поживного бульйону та 
висіву мікробної суспензії з десятикратних розведень 
на агаризоване середовище (кров’яний агар). Життєз-
датність визначали за методом Коха [8]. Реідентифі-
кацію мікробних культур проводили з використанням 
АРІ системи виробництва «Bio-Mеrieux», Франція (ID 
32 STAPH). Фенотипову внутрішньоштамову гетеро-
генність популяції оцінювали за показником індексу 
дисоціації, який відображує частку (%) певних форм 
колоній (S-, R-, D- форм) відносно загальної їх кількос-
ті. Статистичну обробку отриманих даних проводили 
за допомогою методів параметричної статистики з ви-
користанням комп’ютерних програм Microsoft Excel 
2007, STATISTICA 6.0. Встановлення взаємозв’язків між 
змінними проводили за допомогою кореляційного 
аналізу [9]. 

Результати досліджень та їх обговорення. Серед 
взятих у дослід 25 ліофілізованих культур S. aureus від-
новлено життєздатність (92,0±5,4) % зразків. Не вда-
лось рекультивувати два зразки штаму S. aureus 75 
(16553) 1971 року ліофілізації, але зазначений штам 
1972 року ліофілізації було успішно відновлено. Таким 
чином, для подальших досліджень відібрано 23 
штами S. aureus. Встановлено, що кількість життєздат-
них клітин у відновлених штамів варіювала у межах 
від 103 до 109 КУО/мл. З урахуванням того, що при 
виготовленні ліофілізованих зразків використовують 
мікробні суспензії з вмістом мікроорганізмів не менш 
ніж 109 КУО/мл, середній показник виживання дослі-
джених штамів складав (7,19±5,4) %. 

Стовідсоткове виживання, що відповідає кіль-
кості життєздатних клітин 109 КУО/мл, виявлено у 2 
(8,7± 5,9) % штамів, це штами S. aureus 201 (16562) і S. 
aureus 456 (16571) 1967 та 1972 років ліофілізації від-
повідно. Найменший показник виживання – 0,0001 %, 
встановлено у 3 (13,0± 7,0) % штамів – S. aureus ІФ-3 
(16570) 1969 року ліофілізації та S. aureus ВЛ (16576) 
і S. aureus 906 (16577) 2001 року ліофілізації. У пере-
важної більшості штамів показники виживання ко-
ливались у межах від 0,5 % до 10,0 %. Кореляційної 
залежності між кількістю КУО та терміном зберігання 
зразка не виявлено (r=0). Так, кількісний показник 
життєздатності штамів S. aureus 201 (16562), виділе-
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ного у 1955 році та ліофілізованого у 1956 році, та S. 
aureus 456 (16571), виділеного у 1963 році та ліофілі-
зованого у 1972 році, складав 109 КУО/мл, у той час, як 
у штамів S. aureus ВЛ (16576) та S. aureus 906 (16577) 
2001 року ліофілізації – лише 103 КУО/мл. 

При дослідженні морфологічних, тинкторіальних 
та культуральних властивостей рекультивованих шта-
мів встановлено, що взяті у дослід культури відпові-
дали типовим характеристикам роду Staphylococcus. 
На кров’яному агарі досліджені культури утворювали 
округлі, опуклі або пласкі колонії сірого, білого, кре-
мового або жовтого кольору, переважна більшість 
штамів (78,3±8,6) % – з зонами ɑ- (33,3±11,0) % або 
β-гемолізу (66,7±11,0) %. При посіві на жовточно-со-
льовий агар у (65,2±9,9) % штамів виявлялась леци-
товітелазна активність. Колонії досліджених стафіло-
коків були представлені S-, R- та D-формами. Питома 
вага штамів з мономорфним S-фенотипом складала 
(17,4±7,9) %, D-фенотипом – (8,7±5,9) %, решта дослі-
джених штамів (73,9±8,8) % характеризувалась коло-
ніальним поліморфізмом з превалюванням зміша-
ного S-R фенотипу – (39,1±10,2) %. Показники індексу 
дисоціації мікробних популяцій при рекультивуванні 
досліджених штамів стафілококів варіювали від 10,0 
% до 90,0 %. 

При статистичній обробці даних виявлено кореля-
ційний зв’язок між показниками індексу дисоціації та 
терміном зберігання зразка у ліофілізованому стані. 
Коефіцієнт кореляції Спірмена (rs) дорівнював 0,573, 
зв’язок між досліджуваними ознаками прямий, сила 
зв’язку за шкалою Чеддока помірна, залежність ознак 
статистично значима (р<0,05).

Виявлений нами колоніальний поліморфізм до-
сліджених штамів стафілококів, на наш погляд, обу-
мовлений адаптацією до стресових умов існування та 
сприяє підвищенню виживання бактеріальної попу-
ляції при довготривалому зберіганні у ліофілізованій 
формі. На думку деяких дослідників [10] гетерогенна 
система виявляє більшу стійкість до впливу неспри-
ятливих факторів, й розподіл на різні колоніальні 
форми, як варіант цілеспрямованої перебудови по-
пуляції бактерій, призводить до розширення меж ви-
живання виду. В цьому полягає біологічне значення 
процесу дисоціації. 

За результатами вивчення біохімічних властивос-
тей досліджених штамів встановлено відповідність 
(69,6±9,6) % зразків первинній видовій ідентифікації 
S. aureus, зазначеній у паспорті штамів. Решта штамів 
(30,4±9,6) % за своїм біохімічним профілем відноси-
лась до роду Staphylococcus, але до інших його видів 

(рис.). Так, штами S. aureus 1601 (16556), 1930 року 
виділення; S. aureus «Стоякін» (16566), 1964 року ви-
ділення; S. aureus ВЛ (16576), 1986 року виділення від-
несено до S. epidermidis. Штам S. aureus 906 (16577), 
виділений у 1969 році, за біохімічним профілем відпо-
відав S. hominis, штам S. aureus 228 (16563), виділений 
у 1955 році – S. xylosus, штам S. aureus ІФ-3 (16570), 
1969 року виділення – S. capitis, а штам S. aureus «Ку-
рочка» (16567), 1964 року виділення – S. sciuri.

На наш погляд, виявлені таксономічні розбіжності 
можуть бути пов’язані з тим, що в середині минулого 
століття критерії біохімічної ідентифікації мікроорга-
нізмів відрізнялись від положень сучасної мікробіо-
логічної систематики. Крім того, до публікації у 1980 
році першого видання «Затверджених списків назв 
бактерій» (Skerman et al., 1980) одні й ті ж самі мікро-
організми могли мати різні найменування.

Висновки
1. Лофільне висушування бактерій є ефективним 

способом для довготривалого зберігання штамів 
мікроорганізмів у колекціях – при рекультивуванні 
музейних культур стафілококів, що зберігались у ліо-
філізованій формі від 17 до 62 років, відновлено жит-
тєздатність 92,0 % штамів. Показники виживання у від-
новлених культур коливались у межах від 0,0001 % до 
100,0 %, кількісні показники життєздатності залежали 
не від термінів зберігання ліофілізованих зразків, а від 
якості проведеної ліофілізації.

2. У рекультивованих зразків музейних штамів ста-
філококів спостерігався колоніальний поліморфізм, 
ступінь дисоціації бактеріальної популяції залежав від 
тривалості зберігання ліофілізованої культури.

3. За результатами проведеної реідентифікації 23 
музейних штамів стафілококів встановлена відповід-
ність біохімічному профілю S. aureus у 69,6 % штамів. 
Для решти стафілококів уточнено видову приналеж-
ність, внесені корективи в паспорти штамів. 

Перспективи подальших досліджень. Вивчити ан-
тибіотикочутливість колекційних штамів стафілококів, 
вилучених у різні історичні періоди використання ан-
тибіотиків.
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является возможность восстановления их жизнеспособности и стабильность биологических свойств. Целью 
работы была оценка жизнеспособности и соответствия таксономическому положению музейных штаммов S. 
aureus, длительно хранящихся в коллекции Музея микроорганизмов ГУ «ИМИ НАМН». Объектом исследования 
были 25 лиофилизированных образцов штаммов S. aureus, которые были выделены в период с 1930 по 1986 
года и хранились в лиофилизированном виде от 17 до 62 лет. Установлено, что лиофилизация является эф-
фективным способом для длительного хранения штаммов микроорганизмов в коллекциях, жизнеспособными 
выявились 92,0 % образцов S. aureus. Установлено соответствие биохимическому профилю S. aureus у 69,6 % 
восстановленных штаммов. 
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CHARACTERISTIC OF VITAL ACTIVITY AND CORRESPONDENCE TO THE TAXONOMIC POSITION OF THE LYOPHILIZED 
CULTURES OF THE MUSEUM STRAINS STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Peretyatko O. G., Yagnuk Y. А., Sklyar N. І., Krestetska S. L., Bolshakova G. М.
Abstract. The museum of microorganisms of SI «ІМІ NАМS» has one of the largest and oldest in Europe collections 

of microorganisms, that exists from the times of the creation of the institute. The basic criterion of the quality of the 
methods of the long-term storing of microorganisms in the collections is a possibility to renew their vital activity and 
stable their biological properties.

Purpose of the research. Estimation of effectiveness of the lyophilization as the method of their long-term storage. 
Checking vital activity and correspondence to the taxonomic position of the museum strains of Staphylococcus, which 
were stored in the collection of the museum of microorganisms of SI «ІМІ NАМS» for a long time.

Object and the methods of research. In the research 25 lyophilized samples of the 23rd strains S. aureus, isolated 
in the period since 1930 to 1986 the years were used. Strains were stored in the lyophilized form from 17 to 62 the 
years. The recultivation of strains and the estimation of their vital activity were conducted through Koch’s method. 
Reindentification of microbial cultures was carried out with the use of API «Bio-Mеrieux», France (ID 32 STAPH). 
Statistical processing of obtained data was conducted with the use of methods of parametric statistics via Microsoft 
Excel 2007, STATISTICA 6.0. 

Results of the research and its consideration. 92,0 % of S. aureus renewed the vital activity. Affirmed, that a quantity 
of viable cells in the renewed strains varied from 103 to 109 CFU/ml, the average index of the survival of the investigated 
strains is 7,19 %. The correlate dependence between a quantity CFU and the period of storage of the sample was not 
detected (r=0). 

When examining morphological, tinctorial and cultural properties of the recultivated strains it was established that 
the investigated strains corresponded to the standard characteristics of Staphylococcus. The investigated colonies of 
Staphylococcus were represented by S-, R-, D-forms. The index ratios of dissociation of microbial populations with the 
use of recultivation of the strains of Staphylococcus being investigated varied from 10,0 % to 90,0 %.

With the statistical processing of data, it was revealed that the correlation between the index ratios of dissociation 
and the period of storage of sample in the lyophilized state.

According to the results, the research of biochemical properties of the investigated strains the correspondence 69,6 
% of the samples of the primary specific identification to S. aureus was established. Remaining strains 30,4 %, according 
to their biochemical profile, related to the type Staphylococcus, but to others species.

Conclusion. The lyophilization of bacteria is an effective method of the long-term storage of the strains of 
microorganisms in the collections. A colonial polymorphism was observed with the renewal of vital activity of the 
lyophilized samples of the museum strains of Staphylococcus. The dissociation degree of bacterial population with the 
use of recultivation was dependent on the duration of storage of the lyophilized culture. 69,6 % of the recultivated 
strains corresponded to biochemical profile S. aureus.

Key words: lyophilization, museum strains of S. aureus, vital activity, species identification.
Рецензент – проф. Лобань Г. А.

Стаття надійшла 04.10.2019 року


