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(57) Изобретение относится к микробиологии и предназначено для моделирования дормантного
статуса М. tuberculosis в условиях in vitro. Способ заключается в генерации дормантного фенотипа
микобактерий туберкулеза в жидкой питательной среде в условиях депривации компонентов,
необходимых для полноценного роста и размножения М. tuberculosis in vitro. Дормантное
состояние М. tuberculosis достигается в интервале между 4 и 11 сутками культивирования
микобактерий туберкулеза в модифицированной среде Middlebrook 7H9 следующего состава:
гидрофосфат натрия (Na2HPO4) - 2,5 г, дигидрофосфат калия (KH2PO4) - 1,0 г, сульфат аммония
((NH4)2SO4) - 0,5 г, L-глютаминовая кислота (C5H9NO4) - 0,5 г, цитрат натрия (Na3C6H5O7) - 0,1 г,
сульфат магния (MgSO4) - 0,05 г, цитрат железа(III)-аммония (Fe(NH4)3(C6H5O7)2) - 0,04 г, сульфат
цинка (ZnSO4) - 0,001 г, сульфат меди(II) (CuSO4) - 0,001 г, пиридоксин (C8H11NO3) - 0,001 г,
биотин (C10H16N2O3S) - 0,0005 г, хлорид кальция (CaCl2) - 0,0005 г, глицерин (C3H8O3) - 2,0 мл,
Твин-80 (C64H124O26) - 0,5 мл, вода дисцилированная - до 1,0 л. Способ прост в осуществлении,
легко воспроизводим, нетребователен к материальным ресурсам и может использоваться в
экспериментальных и клинических микобактериологических исследованиях.
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Изобретение относится к микробиологии и может использоваться в клинической и эксперимен-
тальной медицине для исследований культур Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) в состоянии 
дормантности, в том числе поиска способов антибактериального воздействия на данный патоген. 

Современные представления о дормантности бактерий характеризуют это состояние следующей 
совокупностью признаков: 

утратой способности к размножению в восприимчивом организме и/или in vitro, определяемой по 
наличию роста колоний на плотных питательных средах и торможению бактериального роста в жидких 
питательных средах; 

снижением интенсивности биохимических, энергетических, пластических процессов в бактериаль-
ных клетках; 

изменениями типичной морфологии бактериальных клеток; 
а также изменениями экспрессии генов, детерминирующих модификацию метаболических процес-

сов в бактериальных клетках [1-4]. 
Формирование дормантного фенотипа происходит под воздействием изменения параметров внеш-

ней для бактерий среды, в качестве которых могут выступать многие физические, химические, биологи-
ческие (иммунологические) факторы [2, 5]. Временной интервал, в течение которого бактериальная по-
пуляция может находиться в дормантном состоянии, может широко варьировать в зависимости от биоло-
гических характеристик микроорганизма и условий его микроокружения. Одним из ключевых признаков 
дормантного статуса является сохранение бактериальной популяцией или ее частью способности к ре-
сусцитации, т.е. переходу к состоянию активного метаболизма и размножения. Ресусцитация также мо-
жет наступать вследствие воздействия на бактериальную популяцию внешних стимулов, в том числе 
удаления фактора, вызвавшего формирование дормантного фенотипа [6]. 

В клиническом аспекте способность Mycobacterium tuberculosis находиться в дормантном состоя-
нии в клетках зараженного организма создает предпосылки для протекания туберкулезной инфекции в 
латентной форме (ЛТИ), т.е. без клинических проявлений заболевания и трансмиссии возбудителя. Им-
мунный ответ, формирующийся при ЛТИ, не приводит к элиминации микобактерий из организма. Со-
стояние ЛТИ может продолжаться длительное время, до нескольких десятков лет [7], неся в себе риски 
перехода инфекции в активную форму. При переходе в активную форму патоген выходит из состояния 
функционального покоя, размножается в органах и тканях, индуцирует формирование патоморфологиче-
ских, в том числе деструктивных изменений, что приводит к развитию заболевания и дальнейшему эпи-
демическому распространению возбудителя. ЛТИ является наиболее существенным источником актив-
ных форм туберкулеза (ТБ) и эпидемического процесса, без воздействия на который невозможно достичь 
эффективного контроля над данной инфекцией. 

Другой клинически важной проблемой является недостижимость полной эрадикации возбудителя 
из очагов поражения даже при полном клиническом излечении туберкулеза. Локализуясь в посттуберку-
лезных морфологических изменениях в дормантном состоянии микобактерий туберкулеза (МБТ) обу-
словливают возможность реактивации специфического патологического процесса и рецидива заболева-
ния [8]. Данную проблему усугубляет феномен лекарственной толерантности дормантных форм М. tu-
berculosis. Суть его заключается в том, что действие большинства антибактериальных веществ направле-
но на активно функционирующие и реплицирующиеся бактериальные клетки и резко ограничено в от-
ношении их дормантных фенотипов [1, 9], что создает препятствия для эффективной этиотропной тера-
пии ТБ и превентивной терапии ЛТИ. 

Таким образом, в современных условиях, когда туберкулез остается одной из основных проблем 
общественного здравоохранения, необходимость поиска эффективного антибактериального воздействия 
на дормантные формы М. tuberculosis является крайне актуальным. Моделирование in vitro дормантного 
состояния МБТ в бактериальных культурах позволит искать новые молекулярные мишени воздействия 
на данные формы возбудителя и разрабатывать эффективные средства химиотерапии ЛТИ/ТБ. 

Известна модель L.G.Wayne, использующая прогредиентную гипоксию для формирования дор-
мантного фенотипа М. tuberculosis в бактериальной культуре в жидкой питательной среде [10]. Недос-
татком данной модели является неудовлетворительная воспроизводимость, необходимость использова-
ния перемешивающих устройств (ротаторов или шейкеров), поддержания герметичных условий культи-
вирования, неудобство отбора аликвот культур и детекции содержания кислорода в питательной среде. 

Существуют другие подходы к моделированию дормантного состояния микобактериальных куль-
тур. От предлагаемого способа и друг от друга они отличаются тем, что в качестве индуктора дормант-
ного состояния М. tuberculosis in vitro используются различные физико-химические факторы: оксид азота 
(NO) [11], оксид углерода (СО) [12], низкий рН среды [13, 14], высокая концентрация липидов в среде 
[15]. Недостатком этих методов является необходимость внесения в культуральные среды дополнитель-
ных агентов (DETA/NO [11], аскорбиновой кислоты [14], MOPS [13], комплекса жирных кислот и холе-
стерола [15]), необходимость использования газогенерирующего оборудования [12], шейкеров [12-14], 
кратковременность (менее 1 суток) поддержания дормантного состояния МБТ после устранения воздей-
ствия [11], или, наоборот, необходимость длительной (от 3 до 6 месяцев) инкубации культур [13]. 

Известна "мультистрессовая" модель дормантности М. tuberculosis [16], основанная на длительном 
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(18 суток) одновременном воздействии на микобактериаальную культуру нескольких факторов: низкого 
содержания кислорода (5%), высокого уровня углекислого газа (10%), низкой концентрации нутриентов 
в питательной среде (использование 10%-ной среды Дюбо) и низкого уровня рН (5,0). Многофакторность 
воздействия значительно усложняет воспроизведение данной модели и требует больших материальных 
затрат. 

Известны два способа моделирования дормантных форм микобактерий с помощью генетически 
трансформированных либо мутантных культур. Один из них предлагает использование рекомбинантной 
плазмидной ДНК pMind-vapC с нуклеотидной последовательностью, кодирующей ген vapC MSMEG1284 
[17]. Этот способ предназначен для получения только дормантных форм М. smegmatis и не может ис-
пользоваться в моделях дормантности М. tuberculosis. Кроме того, осуществление данного способа тре-
бует проведения дорогостоящих многоэтапных лабораторных манипуляций для получения генетически 
трансформированной культуры микобактериальных клеток. Второй способ предлагает культивирование 
стрептомицин-зависимого штамма М. tuberculosis 18b со специфической мутацией (инсерция цитозина в 
области 530 петли рРНК), но он не может использоваться для других штаммов и изолятов МБТ, не име-
ющих данной мутации [18]. 

Существуют модель старвации J.C. Bett и соавт. [19] и модель Салиной Е.Г. и соавт., основанная на 
культивировании М. tuberculosis в среде Сотона с дефицитом ионов калия [20]. В старвационнюй моде-
ли, в отличие от заявляемой нами, используется инкубация МБТ в фосфатно-солевом буфере в течение 6 
недель. При этом, по данным авторов, снижалась респираторная активность М. tuberculosis и изменялись 
уровни экспрессии некоторых белков микобактериальными клетками, но не изменялась способность 
МБТ к росту на плотных питательных средах, что не позволяет отнести полученный фенотип М. tubercu-
losis к истинно дормантным. Способ, описанный Салиной Е.Г. и соавт., имеет следующие существенные 
отличия от предлагаемого нами. Во-первых, для моделирования дормантного состояния М. tuberculosis 
Салина Е.Г. и соавт. применяют питательную среду принципиально другого состава - модифицирован-
ную среду Сотона с дефицитом ионов калия, который не встречается в условиях in vivo изолированно. 
Во-вторых, способ Салиной Е.Г. и соавт. требует более длительных (от 40 суток) сроков для осуществле-
ния. 

Известна жидкая питательная среда (бульон) Middlebrook 7H9 следующего состава: 

 
Данная среда представляет собой неселективную питательную среду для культивирования мико-

бактерий и не предназначена для получения дормантных форм М. tuberculosis. 
Предлагаемый способ моделирования дормантиого состояния Mycobacterium tuberculosis in vitro 

представляет собой получение дормантного фенотипа М. tuberculosis в интервале между 4 и 11 сутками 
инкубации в модифицированной среде Middlebrook 7H9 следующего состава: 
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в которой индуктором дормантного фенотипа М. tuberculosis является депривация альбумина бычь-

ей сыворотки, декстрозы, хлорида натрия и каталазы. Способ прост в осуществлении, не требует специ-
ального оборудования и дополнительных материальных ресурсов. Возможность использования в модели 
унифицированных сред Middlebrook 7II9 промышленного производства позволяет получать воспроизво-
димые результаты моделирования. 

Способ осуществляют следующим образом. 
Для приготовления модифицированной питательной среды можно использовать два подхода. 
1. Модифицированную питательную среду готовят из навесок следующих компонентов: 

 

 
добавляют до 1 л дистиллированной воды, перемешивают до полного растворения, разливают но флако-
нам в необходимых объемах, стерилизуют автоклавированием при 121°С в течение 10 мин, рН готовой 
среды 6,8±0,3. 

2. Если модифицированную питательную среду для получения дормантных форм М. tuberculosis го-
товят из сухой основы среды Middlebrook 7Н9 промышленного производства, то следует навеску сухой 
основы растворить в дистиллированной воде в соответствии с указаниями производителя, добавить 0,2 
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об.% глицерина и исключить введение в среду добавки ADC. Стерилизацию среды проводят автоклави-
рованием при 121°С в течение 10 мин. рН готовой среды 6,8±0,3. 

Дормантный фенотип М. tuberculosis был получен следующим путем.  
Модифицированную (депривированную) питательную среду инокулировали суспензией клеток ре-

ферентного штамма М. tuberculosis H37Rv в физиологическом растворе в концентрации 9,0×108-1,0×109 
микробных клеток на миллилитр (мкр кл/мл). Суспензию готовили из бактериальной массы колоний 25-
30-дневной культуры (соответствует логарифмической фазе роста), полученной на среде Левенштейна-
Йенсена. Итоговая концентрация микробных клеток в депривированной среде может варьировать в пре-
делах 1×106-5×109, в зависимости от цели получения дормантной культуры МБТ; нами использовалась 
концентрация 2,0×108 мкр кл/мл среды. Инкубацию проводили при 37°С в течение 30 сут. В качестве 
контроля использовали культуру М. tuberculosis H37Rv в стандартной питательной среде Middlebrook 7H9 
в той же концентрации. 

Для оценки статуса МБТ в депривированной (экспериментальной) и контрольной культурах начи-
ная со 2 суток инкубации с периодичностью в 1-3 суток: 1) измеряли оптическую плотность исследуе-
мых культур в единицах McFarland (OD600) с помощью нефелометра BD PhoenixSpec (Becton Dickinson); 
2) выполняли высевы на стандартную жидкую питательную среду Middlebrook 7H9 по 500 мкл и на 
плотную питательную среду агар Middlebrook 7H10 по 20 мкл. Регистрацию высевов на агаре осуществ-
ляли по наличию видимого роста с подсчетом количества колониеобразующих единиц (КОЕ) и учетом 
сроков их появления. Регистрацию характера роста микобактерий в жидкой питательной среде осущест-
вляли в автоматизированной системе культивирования ВАСТЕС 960 MGIT (Becton Dickinson) с учетом 
сроков его появления и величины индекса роста (ИР). Поскольку ИР в системе ВАСТЕС 960 MGIT пря-
мо пропорционален интенсивности потребления кислорода микроорганизмами [23], по его величине 
можно судить об интенсивности энергетического метаболизма МБТ. Оценивали также морфологию ми-
кобактериальных клеток экспериментальных и контрольных культур микроскопией мазков с окраской по 
Цилю-Нельсену. Критериями дормантного состояния М. tuberculosis были 1) торможение прироста бак-
териальной массы в жидкой культуре, определяемое по динамике величины OD600; 2) неспособность к 
росту на плотных средах; 3) способность к восстановлению роста на жидких и плотных средах (ресусци-
тации) после удаления фактора дормантности - при пересеве дормантной культуры в стандартную жид-
кую питательную среду и/или при добавлении к дормантной культуре компонентов, ранее удаленных из 
среды (устранения депривации), с последующей инкубацией; 4) изменения морфологии микобактери-
альных клеток, как дополнительный критерий. 

Результаты измерений параметра OD600, представленные на фиг. 1, демонстрируют, что за 30-
дневный период оптическая плотность экспериментальных культур почти не менялась (SD 0,03, range - 
0,12); динамика значений оптической плотности контрольных культур соответствовала классической 
кривой бактериального роста в бульонной культуре [24]. Таким образом, по данному параметру прироста 
бактериальной массы МБТ в условиях депривированной питательной среды не наблюдалось, что свиде-
тельствует об отсутствии репликации микобактериальных клеток. 

По результатам высевов на плотные среды (табл. 1) депривированные культуры демонстрировали 
выраженное снижение способности к размножению в течение 2 и 3 суток депривации, начиная с 4 суток - 
роста на агаре не было. Контрольные культуры в течение всего срока наблюдения давали на агаре 
сплошной рост колоний в течение 5-6 суток. 

Таблица 1 
Характеристики роста депривироваиной и контрольной культур М. tuberculosis  

на агаре Middlebrook 7H10 

 
По результатам высевов на жидкие среды (ВАСТЕС) экспериментальные культуры сохраняли спо-

собность к восстановлению до 10-11 дня депривации (табл.2). При этом время до детекции роста состав-
ляло в экспериментальных культурах 16-29 суток против 1,5-2,5 суток в контрольных культурах. После 
12 дней депривации роста (восстановления) МБТ на жидких средах не наблюдалось. 
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Таблица 2 
Показатели восстановления депривированной и контрольной культур  

при пересеве в стандартную среду Middlebrook 7H9 

 
Динамика потребления кислорода, регистрируемая по показателю индекса роста ВАСТЕС, также 

существенно различалась в контрольных, с разным сроком предварительной инкубации в стандартной 
среде, и экспериментальных культурах (фиг. 2). Низкий уровень потребления кислорода и выраженное 
замедление темпов восстановления депривированных культур при пересеве их в стандартную полносос-
тавную среду свидетельствует о низкой интенсивности протекания окислительно-восстановительных 
реакций и, соответственно, низкой интенсивности энергетического метаболизма (дыхания) М. tuberculo-
sis, являющихся облигатными аэробами. 

Устранение депривации путем добавления к экспериментальным культурам недостающих компо-
нентов также приводило к восстановлению их способности к росту на плотных и жидких средах. Альбу-
мин бычьей сыворотки, декстроза, каталаза, натрия хлорид были добавлены к экспериментальным куль-
турам после 4 и 8 суток депривации до достижения концентраций, соответствующих концентрациям 
данных компонентов в стандартной среде Middlebrook 7Н9 и инкубированы дополнительно в течение 4 и 
8 суток соответственно. Аликвоты восстановленных культур 20 и 500 мкл высевали на агар Middlebrook 
7H10 и бульон Middlebrook 7119 ВАСТЕС MGIT соответственно, результаты высевов представлены в 
табл. 3. 

Таблица 3 
Показатели восстановления экспериментальных культур на плотных  

и жидких средах после устранения депривации 

 
* в пересчете на 1 мл высева; ** ПС - плотные среды; *** ЖС - жидкие среды. 
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То есть добавление в депривированную среду недостающих компонентов после 4 суток депривации 
и последующие 4 суток ресусцитации и 8/8 суток депривации/ресусцитации приводили к восстановле-
нию способности М. tuberculosis к размножению на жидких средах через 11-8 и 9-5 суток соответствен-
но, а на плотных средах в сроки 17-12 и 12-5 суток соответственно. Чем дольше было время инкубации 
МБТ в восстановленной среде после устранения депривации, тем быстрее был переход к состоянию ак-
тивного размножения при пересеве (табл. 3). 

Микроскопическое исследование выявило изменение морфологии МБТ экспериментальных куль-
тур по сравнению с контрольными в виде явного преобладания МБТ с меньшей длиной клетки (фиг. 3). 

Таким образом, культивирование М. tuberculosis в бульоне Middlebrook 7H9 в условиях депривации 
альбумина бычьей сыворотки, декстрозы, каталазы, хлорида натрия приводит к формированию феноти-
па, характерного для дормантного статуса МБТ. Дормантное состояние МБТ сохраняется и является об-
ратимым к активной репликации в интервале с 4 по 11 сутки культивирования в депривированной пита-
тельной среде. Следовательно, предложенный способ моделирует дормантное состояние М. tuberculosis в 
условиях in vitro. 

Предлагаемый способ моделирования дормантного состояния Mycobacterium tuberculosis in vitro в 
модифицированной питательной среде 

 

 
позволяет получить дормантный фенотип данного патогена в бульонной культуре с минимальными ма-
териально-техническими затратами и доступен для любой лаборатории, выполняющей культуральные 
исследования микобактерий туберкулеза. Предлагаемая модель может использоваться для любых иссле-
дований in vitro и/или in vivo (на экспериментальных животных) с целью изучения физических, молеку-
лярно-генетических, биохимических и других характеристик дормантного статуса МБТ, поиска способов 
бактерицидного воздействия на дормантные формы М. tuberculosis различных антибактериальных аген-
тов (антибиотиков, дезинфектантов, физических факторов среды и т.п.), а также для изучения иммуноло-
гических и патогенетических реакций организма в экспериментальных моделях латентной туберкулезной 
инфекции in vivo. Возможность использования для получения дормантного фенотипа М. tuberculosis 
стандартизированной но составу питательной среды Middlebrook 7H9, в том числе промышленного про-
изводства, позволяет получать результаты исследований с высокой воспроизводимостью. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

Способ моделирования дормантного состояния Mycobactcrium tuberculosis in vitro, заключающийся 
в получении дормантного фенотипа М. tuberculosis в интервале между 4 и 11 сутками культивирования 
их в модифицированной жидкой питательной среде Middlebrook 7H9 следующего состава: 

гидрофосфат натрия (Na2HPO4) - 2,5 г,  
дигидрофосфат калия (KH2PO4) - 1,0 г,  
сульфат аммония ((NH4)2SO4) - 0,5 г,  
L-глютаминовая кислота (C5H9NO4) - 0,5 г,  
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цитрат натрия (Na3C6H5O7) - 0,1 г,  
сульфат магния (MgSO4) - 0,05 г,  
цитрат железа(III)-аммония (Fe(NH4)3(C6H5O7)2) - 0,04 г, 
сульфат цинка (ZnSO4) - 0,001 г,  
сульфат меди(II) (CuSO4) - 0,001 г,  
пиридоксин (C8H11NO3) - 0,001 г,  
биотин (C10H16N2O3S) - 0,0005 г,  
хлорид кальция (CaCl2) - 0,0005 г,  
глицерин (C3H8O3) - 2,0 мл,  
Твин-80 (C64H124O26) - 0,5 мл,  
вода дисцилированная - до 1,0 л. 
 

 
Фиг. 1 

Динамика значений оптической плотности депривированной и контрольной культур М. tuberculosis 
 

 
Фиг. 2 

Динамика потребления кислорода по ИР ВАСТЕС в жидкой питательной среде  
М. tuberculosis: 1 - контрольные культуры, предварительно инкубировавшиеся в стандартной  

питательной среде в течение 2, 20, 75, 90, 460 дней, 2 - экспериментальные культуры после 9, 10, 11  
дней депривации;  логарифмическая аппроксимация 
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Фиг. 3 

Микрофотографии М. tuberculosis контрольной (А) и депривированной (Б) культур, окраска по  
Цилю-Нельсену (×1000) 
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