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В процессе приготовления и хранения лиофиль-
но высушенных препаратов бактерий (вакцины, про-
биотические препараты и др.) существует проблема 
контроля их качества, в частности, содержания (кон-
центрации) жизнеспособных клеток. Аналогичная 
проблема имеет место при поддержании музейных 
коллекций бактериальных штаммов. 

Для определения концентрации жизнеспособ-
ных бактерий в препаратах используют прямые и 
косвенные методы анализа. Прямые методы основа-
ны на количественной оценке способности микро-
организмов расти и размножаться на питательных 
средах. Они трудоемки и продолжительны по време-
ни (от суток до нескольких недель). Определенные 
сложности в анализ вносит наличие агрегатов клеток 
в суспензии и ее гетерогенность по физиологическо-
му состоянию (субпопуляции неповрежденных, по-
врежденных и мертвых клеток). Косвенные методы 
анализа (биохимические, биофизические) основа-
ны на тесной корреляции жизнеспособности бакте-
риальной клетки с определенными ее свойствами: 
ферментативной активностью, целостностью обо-
лочечного комплекса, морфологической структурой. 
Приборная регистрация нарушения нативности этих 
свойств позволяет достаточно быстро (минуты), точ-

но и воспроизводимо определять этот параметр [4].
Ряд экспресс-методов определения концентрации 

жизнеспособных клеток бактерий в суспензии основан 
на регистрации изменения флуоресценции бромисто-
го этидия. В частности, известны способы определе-
ния общей концентрации бактерий в суспензии [3, 7] 
и метод оценки концентрации жизнеспособных кле-
ток бактерий после замораживания-оттаивания [11]. 
В основе метода лежит свойство бромистого этидия 
связываться с нуклеиновыми кислотами, что сопро-
вождается значительным приростом интенсивности 
флуоресценции [9]. В растворе нуклеиновых кислот 
эта реакция происходит за доли секунды. Интактные 
клетки грамотрицательных бактерий непроницаемы 
для молекул красителя вследствие барьерных свойств 
оболочечного комплекса. Разрушение этого барьера 
детергентами (тритон Х-100, цетилтриметиламмоний 
бромид) или комплексонами двухвалентных катионов 
(этилендиаминтетраацетат), криовоздействием обе-
спечивает доступ молекул красителя к внутриклеточ-
ным нуклеиновым кислотам, что сопровождается до-
полнительным возрастанием флуоресценции [1, 2, 5]. 

Целью работы было изучение взаимодействия 
бромистого этидия с лиофильно высушенными/ре-
гидратированными бактериальными штаммами рода 
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Yersinia и оценка возможности разработки экспресс-
метода определения концентрации жизнеспособных 
бактерий в этих препаратах.

Материалы и методы

В работе использовали лиофилизированные пре-
параты различных сроков хранения: 10 природных 
штаммов Yersinia pseudotuberculosis и 7 авирулент-
ных штаммов Yersinia pestis. В качестве защитной 
среды использовали сахарозо-желатиновую среду. 

Анализ препаратов проводили следующим об-
разом. Лиофильно высушенный препарат бактерий 
регидратировали 1–6 мл физраствора. В регидра-
тированном образце определяли концентрацию ко-
лониеобразующих единиц (КОЕ) высевом на со-
ответствующие плотные питательные среды (агар 
Хоттингера для Y. pseudotuberculosis, питательная 
среда для культивирования чумного микроба су-
хая (ФГУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) – для Y. pestis). 
Параллельно измеряли флуоресценцию на спектроф-
луориметре Perkin-Elmer 1000 при следующих усло-
виях: λвозб. = 322 нм, λрег. = 620 нм, кварцевая кювета 
объемом 4 см3 и длиной оптического пути 1 см.

Цитометрический анализ образцов проводи-
ли на цитофлуориметре BD FACSCalibur. Аликвоту 
для анализа отбирали после завершения измерения 
флуоресценции в точке 4 (рис. 1) и разводили физра-
створом в 2–3 раза. Для обработки данных и постро-
ения графиков использовали программный комплекс 
CellQuest. В анализ брали 30000 частиц, которые гей-
тировали по боковому и прямому светорассеянию. 
События анализировали из установленного гейта в 
каналах флуоресценции Fl2 (585/42) и Fl3 (670/LP). 
Для построения трехмерных графиков использовали 
флуоресценцию, отражающую количество нуклеи-
новых кислот в частице и прямое светорассеяние, от-
ражающее ее размер [8].

В случае работы с микроорганизмами I–II групп 
патогенности необходимо выполнять требования ре-
жима биологической безопасности [6]

Статистический обсчет результатов и построе-
ние графиков проводили с помощью компьютерных 
программ OpenOffice.org Calc 3.2.1. и MS Excel 7.

Результаты и обсуждение

На рис. 1 приведены данные флуориметриче-
ских измерений суспензии клеток Y. pestis в растворе 
бромистого этидия.

Из представленных данных следует, что после 
внесения клеток в раствор бромистого этидия наблю-
дается скачкообразный подъем интенсивности флуо-
ресценции. Далее следует фаза экспоненциального 
нарастания флуоресценции до постоянного уровня. 
Внесение детергента приводит к добавочному при-
росту флуоресценции. Первоначальный скачок флуо-
ресценции (2), по-видимому, обусловлен связывани-
ем красителя с нуклеиновыми кислотами клеток с 
поврежденным барьером проницаемости. Участок 
кривой 2–3 отражает процесс проникновения моле-
кул красителя через цитоплазматическую мембрану 
с последующим связыванием с внутриклеточными 
нуклеиновыми кислотами [11]. Возрастание флуо-
ресценции в ответ на внесение ЦТАБ (3) объясняет-
ся разрушением мембран клеток детергентом и взаи-
модействием красителя с нуклеиновыми кислотами. 
Можно предположить, что последняя фаза измене-
ния флуоресценции выявляет субпопуляцию непо-
врежденных клеток.

Гетерогенность популяции бактериальных кле-
ток, обнаруженная в этом опыте, нашла свое под-
тверждение при сравнении цитометрических данных 
нативных клеток и клеток, регидратированных после 
лиофилизации (рис. 2).

Ранее мы наблюдали гетерогенность лиофильно 
высушенных/регидратированных препаратов Y. pestis 
EV при помощи флуоресцентной (светимость бро-
мистого этидия) и фазовоконтрастной (морфология 
клеток) микроскопии. Она проявлялась в различной 
светимости клеток в препарате, регистрируемой визу-
ально или при помощи фотометрии. Современное ци-

Рис. 1. Взаимодействие лиофилизированных/ 
регидратированных клеток Y. pestis с бромистым этидием:

λвозб. = 322 нм, λрег. = 620 нм. Кварцевая кювета с длиной  
оптического пути 1 см. Стрелками показаны моменты внесения  
в измерительную кювету: 1 – 3 мл раствора бромистого этидия  
(2·10–6 М) на физрастворе, забуференном трис-HCl (pH 7,05);  

2 – 100 мкл исследуемой суспензии клеток; 3 – 30 мкл  
10 % раствора цетилтриметиламмонийбромида (ЦТАБ)

Рис. 2. Цитометрический анализ клеток авирулентного  
штамма Y. pestis: 

а) суточная культура, выращенная на среде ЧПС и суспендированная  
в физрастворе; б) лиофильно высушенная/регидратированная  

в физрастворе культура того же штамма. Ось X – интенсивность  
флуоресценции частицы, ось Y – интенсивность светорассеяния  

частицы, ось Z – количество частиц с данными характеристиками  
по светорассеянию и флуоресценции
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тометрическое оборудование позволило выявить, что 
в популяции клеток после лиофилизации присутству-
ет группа клеток, близкая по морфологии и содержа-
нию ДНК к нативным клеткам (положение основного 
пика). В то же время лиофилизация приводит к замет-
ному возрастанию гетерогенности популяции по этим 
параметрам, о чем свидетельствует появление замет-
ного «хвоста» на трехмерной диаграмме (рис. 2, б). 

В дальнейших экспериментах мы провели кор-
реляционный анализ между концентрацией КОЕ 
и величиной относительного прироста флуорес-
ценции суспензии после добавки ЦТАБ (ΔF/F0). 
Результаты этого анализа для препаратов Y. pestis и 
Y. pseudotuberculosis представлены на рис. 3.

Из представленных данных следует, что относи-
тельный прирост флуоресценции бромистого этидия 
в суспензии клеток после добавления ЦТАБ тесно 
коррелирует с концентрацией в ней жизнеспособных 
клеток. Полученную зависимость между флуорес-
ценцией бромистого этидия в суспензии лиофилизи-
рованных/регидратированных бактериальных препа-
ратов и концентрацией в ней жизнеспособных клеток 
можно использовать для экспресс-анализа концен-
трации КОЕ в препаратах. При этом следует прини-
мать во внимание, что предложенный принцип но-
сит, по-видимому, универсальный характер. Однако 
ввиду того, что концентрация нуклеиновых кислот в 
клетке варьирует в зависимости от многих факторов 
(вид микроорганизма, его физиологическое состоя-
ние и т.д.), калибровочную кривую в каждом случае 
необходимо строить заново. Вместе с тем, в случае 
отработки режима лиофилизации, либо состава за-
щитной среды, при условии использования одного 
вида микроорганизмов в одном и том же физиологи-
ческом состоянии, данный метод вполне приемлем. 
Метод также применим для качественной оценки 
хранящегося материала по принципу «много – мало» 
жизнеспособных клеток. В качестве практических 
рекомендаций можно отметить, что линейность вы-
явленной зависимости находится в диапазоне ΔF/F0 
не выше 3 ед. При изменении температуры суспен-
зии с 20 до 30 °С величина параметра ΔF/F0 падает 
на 10 % от исходной. Активный выброс молекул бро-
мистого этидия из клеток, отмеченный ранее в лите-
ратуре [10, 12], не наблюдался в наших опытах, что, 
по-видимому, обусловлено низким энергетическим 

статусом клеток после воздействия повреждающих 
факторов лиофилизации и регидратации.

Этот метод рекомендуется применять и для кон-
троля процесса приготовления и хранения музейных 
штаммов, вакцинных и пробиотических препаратов 
грамотрицательных бактерий. 
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Рис. 3. Взаимосвязь флуоресцентных параметров  
с концентрацией жизнеспособных клеток в суспензии  

лиофилизированных/регидратированных клеток  
Y. pseudotuberculosis (слева) и Y. pestis (справа)


