
ВЕТЕРИНАРНА МЕДИЦИНА 

ВІСНИК Полтавської державної аграрної академії • № 4 • 2010 142 

УДК 619:579.887.111 
© 2010 

Обуховська О.В., кандидат ветеринарних наук 
Національний науковий центр «Інститут експериментальної і клінічної ветеринарної медицини» 

ВІДНОВЛЕННЯ ЖИТТЄЗДАТНОСТІ ПОПУЛЯЦІЙ МІКОПЛАЗМ  
У ПРОЦЕСІ ДЕЛІОФІЛІЗАЦІЇ 

Рецензент – кандидат ветеринарних наук Е.П. Петренчук 

Ключові слова: мікоплазми, ліофілізація,  
деліофілізація, життєздатність, фази росту.  

Постановка проблеми. Мікоплазми широко 
розповсюджені патогени, що спричиняють за-
хворювання дихальної та урогенітальної систем 
сільськогосподарських, декоративних та диких 
тварин [3, 4]. Головною умовою забезпечення 
стабільного благополуччя щодо цих захворю-
вань є проведення діагностичних досліджень й 
застосування (у разі необхідності) вакцинних 
препаратів. Створення сучасних ефективних 
біопрепаратів безпосередньо залежить від біоло-
гічної стабільності виробничих штамів. Основ-
ним технологічним прийомом для зберігання 
виробничих штамів є ліофілізація [2]. Однак, 
мікоплазми, завдяки своїй унікальній субклітин-
ній будові, досить чутливі до процесу ліофіліза-
ції [1, 5, 8]. Питання відновлення життєздатності 
мікоплазм та етапи розвитку популяції клітин у 
процесі деліофілізації за умов зберігання їх у 
ліофілізованому стані впродовж різних термінів 
потребують поглибленого вивчення. 
Аналіз основних досліджень і публікацій, у 

яких започатковано розв`язання проблеми. 
Процес ліофілізації призводить не тільки до за-
гибелі певного відсотка життєздатних клітин 
мікоплазм (10-30%), але й змінює показники 
розвитку популяції в цілому. Подовжуються фа-

зи росту (особливо лаг-фаза) та знижується інте-
нсивність накопичення бактерійної маси міко-
плазм [7-9]. За даними окремих авторів, не всі 
клітини гинуть у процесі ліофілізації – певна ча-
стина їх переходить у «некультивуємі форми» 
[6, 10]. Реверсія таких клітин до первинного ста-
ну є можливою за умов здійснення послідовних 
пасажів на поживних середовищах [5, 8]. 
Тривалість термінів зберігання мікоплазм у 

ліофілізованому стані, після яких ще можливо 
відновити життєздатність популяції, якісні та 
кількісні показники інтенсивності репродуктив-
них процесів клітин мікоплазм, потребують по-
глибленого вивчення. 
Мета і завдання. Метою роботи було вивчен-

ня показників відновлення життєздатності попу-
ляцій мікоплазм у процесі деліофілізації. 
Для виконання зазначеної мети були постав-

лені наступні завдання: вивчити показники ін-
тенсивності росту та накопичення бактерійної 
маси мікоплазм, що зберігалися в нативному та 
ліофілізованому станах впродовж різних строків, 
і визначити потенційну можливість відновлення 
життєздатності культур за умов зберігання їх у 
ліофілізованому стані більше ніж 20 років. 
Матеріали і методи. У процесі виконання ро-

боти вивчали життєздатність культур мікоплазм 
(музейних штамів та польових ізолятів), які збе-
рігалися в музеї лабораторії бактеріальних хво-
роб птиці ННЦ «ІЕКВМ» у нативному вигляді 
(на рідких поживних середовищах) або в ліофілі-
зованому стані (за температури 2-8 ºС).  
У роботі використовували наступні культури 

мікоплазм: музейний штам Mycoplasma 
gallisepticum S6 нативний; музейний штам 
Mycoplasma gallisepticum S6 ліофілізований (2 
роки зберігання); польовий ізолят Mycoplasma 
arthritidis (21 рік зберігання); польовий ізолят 
Aholeplasma laidlawii (23 роки зберігання); 
польовий ізолят Mycoplasma arginini (25 років 
зберігання). 
Пасажування культур здійснювали на середо-

вищі Едварда із додаванням сироватки крові ко-
ня. Режим інкубування мікоплазм становив 6 діб 

Вивчено етапи відновлення життєздатності по-
пуляцій мікоплазм, що зберігались від 2 до 25 років, 
у процесі деліофілізації. Встановлено, що процес 
ліофілізації негативно впливає на показники дина-
міки росту клітин у популяції мікоплазм. Так, лог-
фаза нативного штаму Mycoplasma gallisepticum 
S6 була втричі коротша, а фаза стаціонарного 
розвитку втричі довша, ніж у деліофілізованого 
аналога. Ліофілізовані культури мікоплазм мо-
жуть відновити показники життєздатності по-
пуляції (в середньому на 8 %) після здійснення 5-ти 
поступових пасажів на рідких поживних середо-
вищах за умови, що строки їх зберігання були не 
більше 20 років. Зберігання культур мікоплазм 

впродовж 23-25 років призводить до незворотної 
втрати життєздатності клітин у популяції. 
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за температури (37,0±0,5) ºС. 
Інтенсивність накопичення бактерійної маси 

мікоплазм визначали шляхом фотокалориметрії 
(ФЕК КФК-2 УХЛ-4, зелений світлофільтр, дов-
жина хвилі 420-440 нм), контролем служило сте-
рильне середовище Едварда. 
У процесі вивчення росту культур мікоплазм 

на рідких поживних середовищах визначали на-
ступні фази росту: лаг-фазу (фазу початку роз-
множення), що характеризується невисоким сту-
пенем інтенсивності росту; лог-фазу (експонен-
ціальну фазу розвитку), що характеризується 
максимальною швидкістю та інтенсивністю рос-
ту; фазу негативного прискорення, що характе-
ризується зниженням активності росту; стаціо-
нарну фазу, що характеризується вираженою 
рівновагою між кількістю загиблих і знов сфор-
мованих клітин; фазу логарифмічної загибелі, 
що характеризується зниженням кількості живих 
клітин. 
Результати досліджень. На першому етапі 

даних досліджень нами були вивченні особливо-
сті репродукційних властивостей культур мікоп-
лазм на рідких поживних середовищах за умов 
попереднього зберігання мікроорганізмів у різ-
них режимах. Із цією метою було проведено по-
рівняльне вивчення інтенсивності накопичення 
бактерійної маси та тривалості різних фаз розви-
тку мікоплазм для музейного штаму Mycoplasma 
gallisepticum S6. При цьому було встановлено, 

що етапи розвитку й розмноження клітин мікоп-
лазм, що зберігалися в ліофільному та нативно-
му станах, значно різняться.  
Як видно з даних рис. 1, лаг-фаза росту му-

зейного штаму Mycoplasma gallisepticum S6, що 
зберігався в нативному вигляді на рідкому по-
живному середовищі, дорівнювала 12 годинам. 
Ця фаза збільшувалась майже втричі й становила 
вже 36 годин після зберігання цього штаму в  
ліофілізованому стані впродовж 2 років. Лог-
фаза (фаза інтенсивного росту) майже не зміни-
лась – у обох штамів вона складала близько 24 
годин. Фаза негативного прискорення росту та-
кож була для обох штамів майже однаковою 
(близько 48 годин). Однак максимальна стаціо-
нарна фаза для нативного штаму перевищувала 
цей показник у відновленого штаму майже втри-
чі (36 та 12 годин відповідно). Термінальна фаза 
росту (фаза логарифмічної загибелі) наступала в 
обох штамів практично одночасно – після 120 
годин культивування. 
Максимальна інтенсивність накопичення бак-

теріальної маси мікоплазм у нативного штаму 
Mycoplasma gallisepticum S6 перевищувала ана-
логічний показник для штаму, відновленого з 
ліофільного стану на 17,1%.  
Також нами були проведені дослідження щодо 

вивчення резервів життєздатності мікоплазм, що 
зберігались у ліофілізованому стані впродовж 
різних строків (від 2 до 25 років).  
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Штам Mycoplasma gallisepticum S6, відновлений з ліофільного стану

Штам Mycoplasma gallisepticum S6 нативний 
 

Рис. 1. Динаміка розвитку популяції клітин штаму Mycoplasma gallisepticum S6  
на рідкому поживному середовищі 
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Польовий ізолят Mycoplasma arginini (25 років зберігання)

 
Рис. 2. Динаміка розвитку популяцій клітин культур мікоплазм,  

відновлених із ліофільного стану, на рідкому поживному середовищі 
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Рис. 3. Інтенсивність накопичення бактерійної маси мікоплазм  

після першого пасажу на поживних середовищах 
Встановлено, що тривалість строку збережен-

ня мікоплазм впливає на лаг-фазу в напрямі її 
подовження; так, після 2-х років зберігання вона 
становила 36 годин, а після 21, 23 та 25 років – 
поступово збільшувалась і складала 48, 60 та 72 
години відповідно. Фаза інтенсивного росту 
(лог-фаза) не змінювалась для культур, що збері-
галися 2, 21 та 23 роки, і становила близько 24 
годин, але після 25 років зберігання – скорочу-
валась вдвічі (12 годин). Фази негативного при-
скорення росту й максимально стаціонарна фаза 
залишилися практично незмінними для мікоп-
лазм 2, 21 та 23 років зберігання. Але у польово-

го ізоляту Mycoplasma arginini (25 років збері-
гання) стаціонарна фаза росту була відсутня, 
тобто після моменту максимального накопичен-
ня бактеріальної маси практично одразу розпо-
чався аутолізис клітин мікоплазм, що свідчить 
про нестабільність культури, яка зберігалася 
впродовж досить тривалого часу у ліофілізова-
ному вигляді (рис. 2). 
Окрім зміни тривалості фаз росту культур мі-

коплазм було встановлено зниження інтенсивно-
сті накопичення бактерійної маси в процесі 
культивування на рідких поживних середови-
щах.  
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Рис. 4. Інтенсивність накопичення бактерійної маси мікоплазм  

після першого пасажу на поживних середовищах 
Дані рис. 3 наглядно демонструють поступове 

зменшення інтенсивності накопичення бактеріа-
льної маси культур мікоплазм, відновлених з 
ліофілізованого стану, порівняно із нативною 
культурою. Для культур ,що зберігались 2, 21 та 
23 роки цей показник знижується на 15,6, 22,2 та 
26,7% відповідно. Для польового ізоляту My-
coplasma arginini, що зберігався впродовж 25 
років, цей показник знизився майже на третину 
(35,6%). 
З метою визначення можливості відновлення 

репродуктивних властивостей культур мікоплазм 
після їх деліофілізації нами було проведено 5 по-
ступових пасажів на поживних середовищах. Після 
чого були проведені повторні дослідження щодо 
інтенсивності накопичення бактерійної маси. 
Як видно з рис. 4 в процесі послідовного паса-

жування культур мікоплазм, відновлених з ліофілі-
зованого стану, вдалось інтенсифікувати репроду-
ктивні властивості культури, що зберігалась 2 роки 
(на 8,9 %) та культури, що зберігалась 21 рік (на 
6,6 %). Однак, репродуктивні властивості культур, 
що зберігались 23 та 25 років, не тільки не вдалось 
відновити, навпаки – вони значно знизились – на 

11,1 та 44,4 %. Слід зазначити, що в процесі пода-
льшого пасажування ці дві культури поступово 
втратили життєздатність. 
Висновки: 
1. Інтенсивність розвитку популяції мікоплазм 

залежить від умов зберігання культур. Нативні 
культури мають більш високий рівень життєзда-
тності у порівнянні із деліофілізованими, що ви-
ражається в більш інтенсивній динаміці росту та 
розвитку клітин. 

2. Процес ліофілізації негативно впливає на 
показники динаміки росту клітин в популяції 
мікоплазм. Так, лог-фаза нативного штаму My-
coplasma gallisepticum S6, була втричі коротша, а 
фаза стаціонарного розвитку втричі довша, ніж у 
деліофілізованого аналогу. 

3. Ліофілізовані культури мікоплазм можуть 
відновити показники життєздатності популяції 
(в середньому на 8 %) після здійснення 5-ти по-
ступових пасажів на рідких поживних середо-
вищах за умов зберігання їх не довше 20 років. 

4. Зберігання культур мікоплазм впродовж 23-
25 років призводить до незворотної втрати жит-
тєздатності клітин в популяції.  
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