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РЕФЕРАТ 
Многие специалисты области биологических и ветеринарных наук использу-
ют чистые культуры для работ в фундаментальных и прикладных направле-
ниях. На степень чистоты культур могут повлиять различные факторы, в чис-
ле которых нарушение условий хранения. Не смотря на широкий выбор мето-
дов консервации микроорганизмов, актуальными и универсальными для вос-
произведения в лабораторных условиях являются лиофилизация и низкотем-

пературная консервация. В связи с этим, отделением Государственной коллекции микро-
организмов был проведен подбор оптимальных методик и условий, подходящих для со-
хранения интересующих штаммов и их свойств в течение продолжительного времени. 
Цель настоящей работы – выяснение морфологического аспекта вопроса о влиянии раз-
личных условий консервации на биологические свойства Bacillus anthracis вегетативной 
и споровой форм в условиях длительного хранения: способность к прорастанию, споро-
образованию и морфологические характеристики. В качестве объекта исследований ис-
пользовали осажденную суспензию бактериальных клеток Bacillus anthracis вегетатив-
ной и споровой форм. Для проведения морфологического исследования образцы B. an-
thracis подготавливали по методике ультратонких срезов, контрастировали и просматри-
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вали под пучком электронов на трансмиссионном электронном микроскопе. Статистиче-
скую обработку данных осуществляли в программах MS Excel и Statistica 6.0. Применя-
ли непараметрический тест Манна–Уитни с последующей коррекцией по методу Бон-
феррони. По результатам исследований было установлено, что бактерии всех групп со-
хранили способность к прорастанию и спорообразованию. Морфология Bacillus anthra-
cis в Государственной коллекции штаммов в целом соответствует данным, приводимым 
в литературных источниках, и условия хранения не оказали существенного влияния на 
эти характеристики. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
В качестве модели для исследований в 

области биологических и ветеринарных 
наук (микробиологических, эпизоотоло-
гических), как в фундаментальных, так и 
в прикладных направлениях (в том числе 
для биологической промышленности) 
важно использовать чистые культуры 
(штаммы) микроорганизмов [1; 2]. Работа 
с чистыми культурами может быть 
осложнена такими негативными явления-
ми, как невозможность восстановления 
биологических процессов, изменение фе-
нотипических и генотипических особен-
ностей, вызванные, например, нарушени-
ем условий хранения [3; 4]. Для нивели-
рования подобных проблем и в рамках 
задач Государственной коллекции микро-
организмов по качественной консервации 
и адаптации различных видов микроорга-
низмов необходимо проводить системати-
ческую работу по определению оптималь-
ных методик и конкретных условий, под-
ходящих для сохранения интересующих 
штаммов в течение продолжительного 
времени. 

Сегодня широко и эффективно приме-
няют следующие способы консервации: 
субкультивирование, хранение в воде, 
водно-солевых растворах, под минераль-
ным маслом, дегидратация, криоконсер-
вация, лиофилизация и т. д. Наиболее 
удобными для исполнения в лаборатор-
ных условиях являются методы лиофили-
зации и низкотемпературной консервации 
в специальной криопротекторной среде 
[5]. 

Большой интерес в этом контексте 
вызывает возбудитель сибирской язвы, 
бактерия Bacillus anthracis, способная 
нанести тяжкий вред здоровью человека и 
сельскохозяйственных животных, обла-
дая при этом высокой устойчивостью в 

споровой форме, жизнеспособность кото-
рой может сохраняться десятилетиями 
[6]. 

Целью исследования было выяснение 
вопроса о влиянии различных условий 
консервации на биологические свойства 
Bacillus anthracis вегетативной и споро-
вой форм в условиях длительного хране-
ния: способность к прорастанию, споро-
образованию и морфологические характе-
ристики. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Была исследована морфология бакте-
риальных клеток Bacillus anthracis вегета-
тивной и споровой форм после длитель-
ного хранения с использованием различ-
ных методов консервации, а также при 
различных условиях фиксации. Исследо-
вание было проведено на базе отделения 
– Государственная коллекция микроорга-
низмов и лаборатории морфологических 
исследований ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ». 

При низкотемпературном хранении 
по истечении 12 месяцев пробирки с 
культурами извлекали из морозильной 
камеры, оттаивали при комнатной темпе-
ратуре с последующем посевом их на 
МПА и МПБ. Также при консервации 
культур в глицерине из ампул были сде-
ланы посевы на соответствующие пита-
тельные среды, определена их жизнеспо-
собность и изучены биологические свой-
ства согласно МУК 4.2.2413-08 
«Лабораторная диагностика и обнаруже-
ние сибирской язвы». 

Проверенные культуры, центрифуги-
ровали, отмывали и фиксировали 2,5% и 
6% буферными растворами глутарового 
альдегида. Постфиксацию осуществляли 
тетраоксидом осмия, дегидратацию – про-
водкой через ряд растворов этилового 
спирта восходящей концентрации и аце-
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тон. После дегидратации клетки импре-
гнировали смесью эпоновых смол, затем 
осуществляли полимеризацию смол, изго-
товление ультратонких срезов (на микро-
томе LKB-III) и монтаж срезов на блен-
дах с полимерной подложкой 
(пиолоформ). Для контрастирования ис-
пользовали стандартные электронно-
микроскопические контрастёры: уранила-
цетат и цитрат свинца. Материал для мор-
фометрического анализа получали на 
просвечивающем электронном микроско-
пе методом случайных бесповторных 
полей и дальнейшего анализа в програм-
ме ImageJ (сборка FIJI) [7]. 

Статистическую обработку данных 
осуществляли в программах MS Excel и 
Statistica 6.0. Применяли непараметриче-
ский тест Манна–Уитни с последующей 
коррекцией по методу Бонферрони 
(исходный уровень значимости α = 0,05 
был скорректирован в зависимости от 
количества групп сравнения). 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Результаты показали, что исследуе-

мые штаммы сохранили жизнеспособ-
ность, высев на средах дал рост бактерий 
и вегетативной, и споровой формы после 
консервации в различных условиях: низ-
котемпературная консервация 
(вегетативная и споровая форма), консер-
вация в глицерине (споровая форма) (рис. 
1). Изучение биологических свойств 
штаммов показало их соответствии пас-
портным данным. 

Средняя длина клеток B. anthracis 
(табл. 1) составила в нашем исследовании 
1,67±0,88 мкм, а ширина – 0,93±0,20 мкм 
(данные усреднены по всем группам). Эти 
цифры, с одной стороны, характеризуют-
ся большим разбросом, а с другой – до-
вольно невелики: согласно литературным 
данным, длина B. anthracis составляет от 
2,5–4,0 до 5,0 мкм [8], 10,0 [9] и даже 20,0 
мкм [10]; в ширину – от 0,7–1 до 1,5 мкм. 
Такие результаты обусловлены, в первую 
очередь, спецификой проводившихся из-
мерений: нами измерялись изображения 
ультратонких срезов – соответственно, 
при прохождении среза через располо-
женные случайным образом клетки веро-

ятность получения среза в плоскости, 
строго параллельной или перпендикуляр-
ной оси клетки (и при этом проходящей 
через центр клетки) довольно низка. Тем 
не менее, даже отмеченные нами макси-
мальные значения длины клеток уклады-
ваются в обозначенный в литературе диа-
пазон (а ширина чуть превышает его): 
длина 10 наиболее крупных клеток соста-
вила от 5,38 до 7,22 мкм, ширина – от 
1,75 до 2,13 мкм. 

Таким образом, полученные нами 
результаты измерений в целом не проти-
воречат указанным для B. anthracis в ли-
тературных источниках, хотя и не дости-
гают максимально возможных значений. 

Рисунок 1 – Бактериальные клетки 
Bacillus anthracis после прорастания. 

Рисунок 2 – Споры Bacillus anthracis. 
1 – содержимое споры (ДНК);  

2 – цитоплазматическая мембрана;  
3 – клеточная стенка споры; 

 4 – кортекс; 5 –кора споры;  
6 – экзоспориум. 
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Между бактериальными клетками 
разных групп отмечены небольшие, но 
статистически значимые различия. В раз-
ных условиях фиксации (фиксация глута-
ровым альдегидом 2,5 % и 6 %) бактери-
альные клетки показывают однородные 
изменения только в ширине клетки (в 
условиях более высокой концентрации 
глутарового альдегида ширина клетки 
выше), прочие же изменения разнона-
правлены. 

Кроме того, было проведено статисти-
ческое сравнение бактериальных клеток, 
зафиксированных одной и той же концен-
трацией фиксатора (2,5 % глутаровый 
альдегид), но находившихся в разных 
условиях хранения, а также споровой и 
вегетативной формы. С учётом поправки 
Бонферрони статистически значимые раз-
личия обнаружены между всеми группа-
ми по ширине клетки и коэффициенту 
округлости. 

Тем не менее, несложно заметить, что 
с учётом величины стандартного отклоне-
ния аналогичные морфологические харак-
теристики бактериальных клеток, нахо-
дившихся в разных условиях хранения, а 
также подвергнутых фиксации различной 
концентрацией глутарового альдегида, 
лежат в пересекающихся диапазонах, по-
этому на основании полученных данных 
нельзя сделать выводы о наличии влия-
ния условий хранения на морфологию 
клеток B. anthracis. 

Таблица 1 – Средние размеры (M±Sd) бактериальных клеток  
Bacillus anthracis различных групп 

Условия  
консервации 

Форма Фиксатор, % Длина, 
мкм 

Ширина, 
мкм 

Коэффициент 
округлости 

Глицерин Споровая 2,5 1,65±0,77 0,88±0,14 0,83±0,14 

Глицерин Споровая 6,0 1,54±0,84 0,95±0,2* 0,87±0,14* 

Низкотемпературная Споровая 2,5 1,58±0,76 0,95±0,19 0,87±0,14 

Низкотемпературная Споровая 6,0 2,03±0,97* 1,02±0,26* 0,78±0,16* 

Низкотемпературная Вегетативная 2,5 1,57±0,96 0,83±0,16 0,79±0,17 

Низкотемпературная Вегетативная 6,0 1,71±0,85* 0,91±0,14* 0,76±0,17 

* – статистически значимые отличия морфологического признака группы бакте-
рий, зафиксированных 6 % глутаровым альдегидом, по сравнению с группой бактерий, 
зафиксированных 2,5 % глутаровым альдегидом. 

Споры были обнаружены нами во 
всех исследованных группах в неболь-
шом количестве (рис. 2). При этом 
наименьшее количество спор было отме-
чено в группе B. anthracis споровой фор-
мы в низкотемпературных условиях кон-
сервации (споры редки, встречаются еди-
нично). Поскольку количество спор, не-
обходимых для качественного статисти-
ческого анализа, было набрано не во всех 
группах, морфометрические характери-
стики спор по группам статистическому 
сравнению не подвергали, данные приво-
дим по всем группам в целом. Споры 
округлые (коэффициент округлости со-
ставил 0,95±0,05 как для споровой, так и 
для вегетативной формы), размером по-
рядка 0,9 × 0,7 мкм (в среднем 0,92±0,19 
× 0,72±0,13 мкм для споровой и 0,91±0,23 
× 0,71±0,17 мкм для вегетативной фор-
мы). 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Таким образом, бактерии всех групп 

сохранили способность как к прораста-
нию, так и к спорообразованию. Морфо-
логия штамма Bacillus anthracis из Госу-
дарственной коллекции штаммов - возбу-
дителей особо опасных болезней, исполь-
зуемых в ветеринарии и животноводстве, 
в целом соответствует данным, приводи-
мым в литературных источниках, и усло-
вия хранения не оказали существенного 
влияния на эти характеристики. 
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ABSTRACT 
Many specialists in the field of biologi-

cal and veterinary sciences use pure crops 
for work in fundamental and applied areas. 
The degree of purity of crops can be influ-
enced by various factors, including violation 
of storage conditions. Despite the wide range 
of methods for the conservation of microor-
ganisms, lyophilization and low-temperature 
preservation are relevant and universal for 
reproduction in laboratory conditions. In this 
regard, the department of the State Collec-
tion of Microorganisms carried out the selec-
tion of optimal methods and conditions suit-
able for the preservation of the strains of 
interest and their properties for a long time. 
The purpose of this work is to clarify the 
morphological aspect of the question of the 
influence of various conservation conditions 
on the biological properties of Bacillus an-
thracis vegetative and spore forms under 
long–term storage conditions: the ability to 
germinate, spore formation and morphologi-
cal characteristics. A precipitated suspension 
of Bacillus anthracis bacterial cells of vege-

tative and spore forms was used as an object 
of research. To carry out a morphological 
study, B. anthracis samples were prepared 
using the method of ultrathin sections, con-
trasted and viewed under an electron beam 
on a transmission electron microscope. Sta-
tistical data processing was carried out in 
MS Excel and Statistica 6.0 programs. The 
nonparametric Mann–Whitney test was used, 
followed by correction using the Bonferroni 
method. According to the results of the re-
search, it was found that the bacteria of all 
groups retained the ability to germinate and 
sporulate. The morphology of Bacillus an-
thracis in the State Collection of Strains gen-
erally corresponds to the data given in the 
literature, and storage conditions did not 
significantly affect these characteristics. 
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