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По современным представлениям дормантность 
бактерий трактуется как преходящее состояние 
утраты репликативной активности, сопровождаю-
щееся разнообразными транскрипционными, мета-
болическими, функциональными сдвигами [9, 15]. 
Считается, что возможность микроорганизмов су-
ществовать в дормантной форме ‒ это один из меха-
низмов, используемых патогенами для адаптации к 
неблагоприятным для них условиям существования, 
прежде всего факторам иммунной защиты хозяи-
на [5]. Находясь в состоянии дормантности in vivo 
неопределенно долго, возбудитель сохраняет по-
тенциал возврата к восстановлению функциональ-
ной и репликативной активности, т. е. ресусцита-
ции [22]. В контексте патогенеза туберкулеза (ТБ) 
способность M. tuberculosis находиться в дормант-
ной форме связывают с персистенцией возбудителя 
в организме при латентной форме туберкулезной 
инфекции (ЛТИ), а способность к ресусцитации – 
с риском развития активного (клинически мани-
фестного и трансмиссивного) туберкулезного про-
цесса [4, 5, 22]. 

В настоящее время не существует доступного 
и надежного способа обнаружения M. tuberculosis 
(МБТ) или его непосредственных маркеров у лю-
дей с ЛТИ. Соответственно, резко ограничены дан-
ные о фенотипе МБТ при ЛТИ, и единственным 
доступным способом получения информации о 

гено- и фенотипических свойствах МБТ на сегод-
няшний день является in vivo и in vitro модели-
рование ЛТИ и/или дормантности M. tuberculosis. 
За последние ~ 100 лет микробиологических ис-
следований МБТ моделей дормантности in vitro 
предложено уже более десятка. В основе их лежат 
получение и характеризация микобактериальной 
популяции с признаками дормантности под дей-
ствием внешних факторов, доказанно или гипоте-
тически действующих на возбудителя в условиях 
in vivo. В большинстве этих моделей генерация дор-
мантного фенотипа МБТ осуществлялась в ходе 
культивирования их в жидкой питательной среде, 
а в качестве индукторов дормантности в разных ис-
следованиях использовали действие гипоксии [25], 
оксида азота (NO) [23], оксида углерода (СО) [18], 
ацидификации культуральной среды  [19], недо-
статка нутриентов (старвации) [2, 13], полной 
или частичной депривации ионов калия [17], маг-
ния [7], железа [11], фосфатов [14] либо сочетание 
воздействия нескольких из вышеперечисленных 
факторов [3, 21]. В ряде исследований для форми-
рования дормантности M. tuberculosis использова-
ли высокие концентрации липидов как единствен-
ного источника энергии в культуральной среде 
[16], а также воздействие веществ, оказывающих 
токсический эффект (избыток ионов меди) [24] 
либо обладающих антимикробным, в том числе 
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специфическим антимикобактериальным действи-
ем (антибиотики, химические соединения разных 
классов) [10]. 

Предпосылкой создания старвационных/депри-
вационных моделей дормантности M. tuberculosis 
является предположение о том, что, находясь во 
внутриклеточной среде макрофагов, МБТ испы-
тывают недостаток питательных веществ, кото-
рый способствует переходу их в дормантное со-
стояние. Хорошо известны модели R. Loebel et al. 
и J. C. Betts et al. [2, 13]. Обе неоднократно ис-
пользовались в других исследованиях, в том числе 
для изучения антимикобактериальной активно-
сти известных и вновь разрабатываемых проти-
вотуберкулезных препаратов [12]. Первая из них, 
предложенная еще в 30-х годах прошлого века, 
основана на длительном (55 дней) периоде инку-
бации M. tuberculosis в физиологическом растворе, 
вторая – на длительной (6 нед.) инкубации в фос-
фатно-солевом буфере. Основным их недостат-
ком, помимо длительности инкубации, является 
то, что, хотя респираторная активность МБТ сни-
жалась, их репликативная способность значимо 
не изменялась, что не позволяет считать данное 
состояние микобактерий истинно дормантным. 
Мы попытались создать in vitro модель, которая, 
во-первых, позволяла бы получить микобактери-
альную популяцию с выраженными признаками 
дормантного состояния, во-вторых, была бы легко 
воспроизводима. Способом решения этой задачи 
выбрали культивирование МБТ в стандартной 
жидкой питательной среде (Middlebrook  7H9), 
редуцировав ее состав. 

Цель исследования: разработка in vitro модели 
дормантности МБТ путем бульонного культиви-
рования их в среде Middlebrook 7H9 в условиях 
депривации четырех эссенциальных компонентов 
(альбумина, декстрозы, каталазы, хлорида натрия) 
и характеристика индуцированного данными усло-
виями фенотипа M. tuberculosis. 

Материалы и методы

Микобактериальные штаммы.  Штамм 
M.  tuberculosis H37Rv (ATCC® 27294™) был ис-
пользован в эксперименте. Суспензии стоковых 
культур, хранившихся при -70°С, были разморо-
жены и субкультивированы на среде Левенштей-
на ‒ Йенсена в течение 24-28 сут. Бактериальную 
массу выросших колоний аккуратно снимали с по-
верхности среды и механически гомогенизировали 
растиранием в 0,9%-ном растворе NaCl, отстаивали 
в течение 10-15 мин для осаждения микобактери-
альных клампов; надосадочную часть доводили до 
концентрации 9 × 108 – 109 микробных клеток/мл 
(3,0-3,3  ед.  OD600). Полученную суспензию ис-
пользовали для генерации дормантного фенотипа 
M. tuberculosis (экспериментальные культуры) и в 
контрольных культурах. 

Генерация дормантного фенотипа M.  tuber- 
culosis

Питательные среды и реагенты. Бульон 
Middlebrook 7H9 (Difco™) готовили из сухой ос-
новы в соответствии с инструкцией производите-
ля с добавлением 0,2 об. % глицерина и 0,05 об. % 
Tween 80 (Sigma-Aldrich). Из состава среды для 
генерации дормантного фенотипа (депривирован-
ная среда) была исключена добавка Middlebrook 
ADC Enrichment (BBL™). В качестве контрольной 
среды использовали полнокомпонентный бульон 
Middlebrook 7H9. Среды были разлиты по 4,0 мл в 
7-мл стеклянные пробирки с завинчивающимися 
крышками. Агар Middlebrook 7H10 (Difco™) гото-
вили из сухой основы в соответствии с инструкцией 
производителя с внесением добавки Middlebrook 
OADC Enrichment (BBLTM) и разливали в чашки 
Петри по 20-25 мл.

Условия инкубации культур. В депривирован-
ную и контрольную среду инокулировали по 1 мл 
суспензии M. tuberculosis H37Rv, при этом итоговая 
концентрация микобактериальных клеток в сре-
дах составляла ≈ 2,0 × 108 микробных клеток/мл 
(0,75-0,79 ед. OD600). Инкубацию проводили в тер-
мостате при 37°С в течение 30 дней. 

Способы детекции и критерии дормантного 
фенотипа M. tuberculosis. Для оценки состоя-
ния M.  tuberculosis в депривированной (экспери-
ментальной) и контрольной культурах начиная 
со 2-х сут инкубации с периодичностью в 1-3 сут: 
1) измеряли оптическую плотность исследуемых 
культур в единицах McFarland (OD600) с помощью 
нефелометра BD PhoenixSpec (Becton Dickinson), 
результатом измерения считали среднее арифмети-
ческое трех последовательных измерений, проводи-
мых в течение 10 с после встряхивания пробирки 
с культурой; 2) выполняли высевы на стандарт-
ную жидкую питательную среду Middlebrook 7H9 
(BD BBL™ MGIT™) по 500 мкл и на плотную пита-
тельную среду – агар Middlebrook 7H10 по 20 мкл. 
Индикацию высевов на агаре осуществляли по на-
личию видимого роста с подсчетом количества ко-
лониеобразующих единиц (КОЕ) и учетом сроков 
их появления. Морфологию колоний оценивали 
макроскопически и микроскопически под 200-крат-
ным увеличением. Индикацию высевов на жидкие 
питательные среды осуществляли в автоматизиро-
ванной системе культивирования Bactec 960 MGIT 
(Becton Dickinson) c учетом сроков его появления 
и величины индекса роста (ИР). Поскольку ИР в 
системе Bactec 960 MGIT прямо пропорционален 
интенсивности потребления кислорода микроор-
ганизмами [20], по его величине можно судить об 
интенсивности энергетического метаболизма МБТ. 
Оценивали также морфологию микобактериальных 
клеток экспериментальных и контрольных куль-
тур микроскопией препаратов, окрашенных по 
Цилю ‒ Нильсену на 30-й день культивирования. 
Выполняли измерение размеров (длины) микобак-
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териальных клеток, визуальную оценку их формы, 
тинкториальных свойств, наличия внутриклеточ-
ных включений.

Критериями дормантного состояния 
M. tuberculosis считали: 1) торможение прироста 
бактериальной массы в жидкой культуре, определя-
емое по динамике величины OD600; 2) неспособность 
к репликации (колониеобразованию) на плотных 
средах; 3) способность к восстановлению роста на 
жидких и плотных средах (ресусцитации) после 
удаления фактора дормантности – при пересеве 
дормантной культуры в стандартную полноком-
понентную жидкую питательную среду и/или при 
добавлении к дормантной культуре компонентов, 
ранее удаленных из среды, с последующей инкуба-
цией; 4) изменения морфологии микобактериаль-
ных клеток как дополнительный критерий.

Статистические критерии. Для оценки количе-
ственных признаков (величина OD600, число КОЕ, 
время до появления роста, размеры клеток МБТ 
и т. п.) использовали показатели описательной 
статистики – среднее арифметическое с 95%-ным 
доверительным интервалом (ДИ), стандартное от-
клонение (SD), размах (range). Для сравнения дан-
ных параметров экспериментальных и контрольных 
культур при выполнении условия нормального рас-
пределения согласно одновыборочному критерию 
Колмогорова ‒ Смирнова использовали t-тест для 
парных выборок, F-тест для SD, в остальных сравне-
ниях применяли критерий Уилкоксона. Для оценки 
связи между сроками депривации и ресусцитации 
МБТ рассчитывали коэффициент корреляции R 
(Пирсона). Различия считали статистически зна-
чимыми при p < 0,05. 

Результаты исследования 

Рост M. tuberculosis в депривированной сре-
де. Результаты измерений OD600, представленные 
на рис. 1, демонстрируют существенные различия 
динамики значений данного параметра для экспе-
риментальной и контрольной культур (p < 0,0001, 
критерий Уилкоксона). Динамика показателей оп-
тической плотности контрольных культур соответ-
ствует классической кривой микобактериального 
роста в жидкой питательной среде [1] с выходом в 
стационарную фазу роста к ≈ 15-му дню культиви-
рования. Оптическая плотность депривированных 
культур в течение 30 дней наблюдения почти не 
менялась (SD 0,03, range – 0,12 ед. OD). Таким об-

разом прироста бактериальной массы M. tuberculosis 
в условиях депривированной питательной среды не 
наблюдалось, что свидетельствует об отсутствии 
репликации микобактериальных клеток.

Способность депривированных MБT к репли-
кации на плотных средах. По результатам высе-
вов на плотные среды (табл. 1) экспериментальные 
культуры демонстрировали выраженное снижение 
способности к размножению в течение 2 и 3 сут де-
привации – в сравнении с контрольными культу-
рами количество КОЕ было меньше в 15 и 250 раз 
соответственно. Отмечалось также удлинение сро-
ков появления видимого роста депривированных 
культур на агаре – в 3,2 и 4,2 раза после 2 и 3 сут 
депривации соответственно. Морфология колоний, 
образованных депривированными МБТ на агаре, 
была типичной для M. tuberculosis и не отличалась 
от морфологии контрольных культур ни макро-, ни 
микроскопически. С 4-х сут депривации экспери-
ментальные культуры утратили способность фор-
мировать колонии на агаре в течение последовавше-
го 30-дневного срока наблюдения. Предположили, 
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Рис. 1. Динамика значений оптической плотности 
депривированной и контрольной культур 
M. tuberculosis. Маркерами указаны результаты 
измерений OD (среднее арифметическое трех 
последовательных измерений), пунктирами – 
соответствующие аппроксимирующие 
(логарифмические) линии тренда
Fig. 1. Changes in optical density values of deprived and control 
cultures of M. tuberculosis. Markers indicate the results 
of OD measurements (arithmetic mean of three consecutive 
measurements), dashed lines indicate the corresponding approximating 
(logarithmic) trend lines

Таблица 1. Характеристики роста депривированной и контрольной культур M. tuberculosis на агаре Middlebrook 7H10
Table 1. Growth characteristics of the deprived and control cultures of M. tuberculosis on Middlebrook 7H10 agar

Срок инкубации, сутки
Депривированная культура Контрольная культура

количество КОЕ срок появления видимого роста, сутки количество КОЕ срок появления видимого роста, сутки

2 32 16 > 500 5

3 2 21 > 500 5

4-30 роста нет > 500 5-6
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что потеря репликационной способности МБТ в 
данном эксперименте обусловлена дормантным со-
стоянием микобактериальных клеток.

Способность к ресусцитации. Для оценки со-
хранения жизнеспособности депривированных 
МБТ, т. е. способности к ресусцитации, выполнены 
высевы экспериментальных культур в стандартную 
среду Middlebrook 7H9 (BD BBL™ MGIT™), со-
держащую 10 об. % ADC, которые инкубированы 
в системе Bactec 960 MGIT. Экспериментальные 
культуры сохраняли способность к восстанов-
лению роста на жидких средах в течение первых 
11 дней депривации (табл. 2). Время до появления 
роста составляло в экспериментальных культурах 
16-29 сут против 1,5-2,5 сут в контрольных куль-
турах (p = 0,004, критерий Уилкоксона). При этом 
сроки появления роста высевов эксперименталь-
ных культур удлинялись пропорционально срокам 
депривации: 16-17 сут в первые 4 дня депривации, 
19,5-21 и 23-24 сут в течение 5-8 и 9-10 дней депри-
вации и 29 сут после 11 дней депривации (коэф-
фициент корреляции 0,89, p = 0,0015). Время до 
появления роста высевов контрольных культур 
оставалось стабильным в течение 30 дней наблю-
дения (SD 0,43, range – 1,0 сут) и не зависело от 
сроков предшествовавшей инкубации (коэффици-
ент корреляции -0,36, p = 0,341). 

Динамика потребления кислорода, регистриру-
емая по показателю индекса роста Bactec, также 
существенно различалась в контрольных и экспе-
риментальных культурах. На рис. 2 представлены 
полученные нами ранее результаты мониторинга 
показателя ИР в пересевах культур МБТ, предва-
рительно инкубировавшихся в стандартной среде 
Middlebrook 7H9 в течение 2, 20, 75, 90 и 460 сут, 
в сравнении с величинами ИР высевов культур 
M. tuberculosis после 9, 10 и 11 сут инкубации в усло-
виях депривации ADC. Значения ИР учитывались в 
течение 35 сут инкубации в системе Bactec 960 MGIT. 

Как видно из представленных данных, МБТ в 
логарифмической, ранней и поздней стационарной 
фазах культивирования в стандартной среде демон-
стрировали схожие кривые потребления кислорода 
при их субкультивировании в свежей питательной 
среде – начиная с 3-5 сут регистрировалось бы-
строе нарастание ИР до уровней десятков тысяч 
единиц. В отличие от них, МБТ после культивиро-
вания в депривированной среде восстанавливали 
способность к росту/потреблению О2 только после 
16 сут субкультивирования и характеризовались 

Таблица 2. Показатели восстановления роста депривированной и контрольной культур при пересеве в стандартную 
среду Middlebrook 7H9
Table 2. Indicators of growth restoration of deprived and control cultures when repeatedly inoculated in the standard medium of Middlebrook 7H9

Срок инкубации, сут
Депривированная культура Контрольная культура

наличие роста время до детекции, сутки наличие роста время до детекции, сутки

2 есть 17 есть 2,5

3 есть 16 есть 2

4 есть 17 есть 1,5

5 есть 21 есть 2

6 есть 21 есть 2,5

8 есть 19,5 есть 2

9 есть 24 есть 2,5

10 есть 23 есть 1,5

11 есть 29 есть 1,5

12 нет - есть 2

13-30 нет - есть 1,5-2,5
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Рис. 2. Динамика потребления кислорода МБТ 
в жидкой питательной среде (по ИР Bactec): 
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 
Fig. 2. Changes of oxygen consumption by M. tuberculosis in a liquid 
nutrient medium (according to Bactec IR): 1 – control cultures 
previously incubated in a standard nutrient medium for 2, 20, 75, 90, 
460 days, 2 – experimental cultures after 9, 10, 11 days of deprivation; 
logarithmic approximation 
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существенно более низкими значениями и тем-
пами нарастания ИР. Очевидно, низкий уровень 
потребления кислорода и выраженное замедление 
темпов восстановления депривированных культур 
при пересеве их в стандартную полносоставную 
среду свидетельствуют о низкой интенсивности 
протекания окислительно-восстановительных ре-
акций. Сниженная интенсивность энергетического 
метаболизма (дыхания) M. tuberculosis – один из 
характерных признаков дормантного состояния 
микобактерий, являющихся облигатными аэро-
бами [15]. 

Далее для подтверждения того, что устранение 
фактора, вероятно вызвавшего состояние дормант-
ности МБТ, стимулирует возврат микобактериаль-
ных клеток к состоянию активного деления, ADC 
добавлена в экспериментальные культуры до стан-
дартного 10%-ного содержания после 4, 8 и 20 сут 
предварительной депривации. После устранения 
депривации культуры инкубированы в течение 4, 
8 и 20 сут соответственно. Затем аликвоты восста-
новленных (дедепривированных) культур высея-
ны на агаровые и жидкие среды Middlebrook 7H10 
и 7H9 Bactec, результаты высевов представлены 
в табл. 3. Таким образом, добавление в деприви-
рованную среду недостающих компонентов после 
4 сут депривации и последующие 4 сут дедеприва-
ции и 8/8 сут депривации/дедепривации приводи-
ли к восстановлению способности M. tuberculosis к 
размножению на жидких средах через 11-8 и 9-5 сут 
соответственно, а на плотных средах ‒ в сроки 17-12 
и 12-5 сут соответственно. Чем дольше было время 
инкубации МБТ в восстановленной среде после 
устранения депривации, тем меньшим было время 
до появления роста восстановленных культур в вы-
севах на плотные и жидкие среды (коэффициенты 
корреляции -0,99, p < 0,0001 и -0,92, p = 0,001 для 
плотных и жидких сред соответственно). Добавле-
ние ADC к экспериментальным культурам после 
20 сут депривации не привело к восстановлению 
репликативной способности ни на плотных, ни на 
жидких средах. 

Морфология МБТ в депривированных культу-
рах. Рис. 3 демонстрирует изменения клеточной 
морфологии МБТ, культивированных в деприви-
рованной среде. МБТ экспериментальных культур 
характеризовались меньшими размерами длины 
клетки. По результатам 30 случайных измерений 
средняя длина микобактериальных клеток из де-
привированной среды составила 1,70 (95%-ный 
ДИ 1,47-1,94), SD 0,63 мкм против 5,53 (95%-ный 
ДИ 4,54-6,51), SD 2,63 мкм МБТ контрольных 
культур (p < 0,0001, t-тест для парных выборок). 
Минимальные и максимальные размеры измерен-
ных МБТ находились в пределах 2,16-13,5, range 

11,34 мкм и 1,06-3,58, range 2,52 мкм для экспери-
ментальных и контрольных культур соответственно. 
Таким образом, популяция МБТ в условиях инку-
бации в депривированной среде характеризовалась, 
во-первых, меньшими размерами клеток, во-вторых, 
менее выраженным полиморфизмом их размеров 
(p < 0,001, F-тест для SD). Вероятно, описанные 
изменения вызваны прекращением не только де-
ления, но и роста микобактериальных клеток в ус-
ловиях депривации вышеуказанных компонентов 

Таблица 3. Показатели восстановления экспериментальных культур на плотных и жидких средах после устранения 
депривации
Table 3. Indicators of the restoration of experimental cultures on solid and liquid media after elimination of deprivation

После 4 сут депривации После 8 сут депривации

время после 
устранения 
депривации, 
сут

рост на ПС** (агар 
Middlebrook 7H10) рост в ЖС*** (Bactec) время после 

устранения 
депривации, 
сут

рост на ПС** (агар 
Middlebrook 7H10) рост в ЖС*** (Bactec)

число КОЕ*
время 

появления, 
сут

наличие 
роста

время 
до детекции, 

сут
число КОЕ*

время 
появления, 

сут
наличие 

роста
время 

до детекции, 
сут

4 ≈ 250 17 есть 11 9 ≈ 100 12 есть 9

6 ≈ 500 14 есть 11 12 ≈ 400 9 есть 7,5

7 ≈ 250 13 есть 8 15 ≈ 500 7 есть 6

8 > 500 12 есть 8 17 > 500 5 есть 5

Примечание: * ‒ в пересчете на 1 мл высева; ** ‒ ПС ‒ плотные среды; *** ‒ ЖС ‒ жидкие среды

Рис. 3. Микрофотографии M. tuberculosis 
контрольной (А) и депривированной (Б) культур, 
окраска по Цилю ‒ Нильсену (×1000)
Fig. 3. Microphotographs of M. tuberculosis in the control (A) 
and deprived (Б) cultures, Ziehl-Neelsen staining (×1000)
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питательной среды. МБТ депривированных культур 
сохраняли палочковидную форму и кислотоустой-
чивость в окраске по Цилю ‒ Нильсену, но не имели 
внутриклеточных включений, характерных для МБ 
клеток логарифмической и стационарной фаз роста. 

В результате культивирования M. tuberculosis в 
среде Middlebrook 7H9 в условиях депривации вхо-
дящих в ее стандартный состав альбумина бычьей 
сыворотки, декстрозы, хлорида натрия, каталазы 
получена популяция M. tuberculosis, характеризу-
ющаяся рядом фенотипических признаков дор-
мантного состояния. Полученный фенотип МБТ 
характеризовался отсутствием деления микобак-
териальных клеток, снижением респираторной ак-
тивности, утратой способности к размножению на 
плотных питательных средах. Устранение факторов, 
вызвавших дормантность, приводило к быстрому 
восстановлению способности M. tuberculosis к ре-
пликации на плотных и жидких средах. Дормант-
ное состояние МБТ сохранялось в течение 4-12 сут 
культивирования в депривированной среде, после 
чего наблюдалась полная утрата способности МБТ 
к ресусцитации. Предполагаем, что индуктором 
дормантности МБТ в нашей модели является де-
фицит органических нутриентов как источников 
азота и углерода. Кроме того, недостаток углеводов 
в питательной среде, вероятно, привел к энергети-
ческому дисбалансу, а депривация хлорида натрия – 
к снижению осмолярности среды, недостатку ионов 
натрия и хлора и дисбалансу осмотического дав-
ления в микобактериальных клетках. Отсутствие 
в питательной среде каталазы, фермента, который 
превращает перекись водорода в кислород и воду 
и предохраняет бактерии от окислительного стрес-
са, очевидно, усиливает воздействие реактивных 
метаболитов кислорода и токсичных пероксидов 
внешней среды на возбудителя и стимулирует их 
трансформацию в дормантную форму. Не исключе-
но, что отсутствие каталазы снижает концентрацию 
кислорода, способствуют созданию локальных ги-
поксических условий для микобактерий, что также 
способствует индукции дормантности.

Мы сравнили характеристики полученного в на-
шей модели дормантного фенотипа M. tuberculosis 
с другими старвационными моделями. В модели 
R. Loebel et al. [13] M. tuberculosis демонстрировали 
снижение потребления кислорода после 4 дней ин-
кубации в забуференном физиологическом растворе 
с 0,72 до 0,3 мм3/мг в час в течение 5-16 и 0,1 мм3/мг 
в час в течение 17-47 дней соответственно. При 
этом репликативная функция МБТ почти не из-
менялась, авторы зафиксировали отсутствие роста 
высевов экспериментальных культур только на 2, 
9-11-й дни старвации и только в одном из трех по-
второв опыта. В модели Betts J. C. et al. наблюдалось 
снижение респираторной активности M. tuberculosis 
после 9 дней инкубации в фосфатно-солевом бу-
фере; способность экспериментальных культур к 
размножению на плотных средах оставалась на 

одном уровне в течение всего срока старвации [2]. 
M. Gengenbacher et al., воспроизведя модель Betts, 
также не наблюдали снижения репликации МБТ, 
но обнаружили пятикратное снижение концентра-
ции внутриклеточной АТФ на 5-й день старвации 
одновременно со снижением респираторной актив-
ности. Стабильно низкий уровень АТФ сохранял-
ся на протяжении всех 42 дней эксперимента [6]. 
В модели T. Hampshire et al. [8] использовали со-
кращение количества нутриентов, наступающее в 
стационарной фазе культивирования МБТ. Авторы 
продемонстрировали снижение концентрации гли-
церина до нуля и глюкозы в 25,5 раза от исходной 
к 15-му и 100-му дню инкубации соответственно. 
Одновременно наблюдали постепенное в 10 000 раз 
снижение репликативной способности в интервале 
к 80-му дню стационарной фазы. После 100 дней 
инкубации количество жизнеспособных микобак-
териальных клеток в культуре увеличилось в 4 раза, 
по мнению авторов, вследствие адаптации МБТ к 
дефициту нутриентов [8].

Общими находками для вышеописанных и пред-
лагаемой нами моделей является задержка роста 
МБТ в условиях старвации и снижение интенсив-
ности окислительно-восстановительных процес-
сов. Тем не менее только в нашей модели показаны 
утрата способности M. tuberculosis к репликации на 
плотных и жидких средах и их ресусцитация по-
сле устранения действия индуктора дормантности. 
Другим преимуществом предлагаемой модели явля-
ется простота исполнения, в отличие от других де-
привационных моделей дормантности МБТ in vitro, 
требующих существенной модификации питатель-
ных сред и намного более длительной инкубации 
[11, 14, 17]. В нашем случае использование стандар-
тизированной по составу среды Middlebrook 7H9, 
коммерчески широкодоступной, позволит получить 
воспроизводимые результаты моделирования. 

Основной сферой практического приложения 
представленной модели предполагается исследо-
вание эффекта антимикобактериальных средств на 
дормантные формы M. tuberculosis. Фенотипическая 
лекарственная толерантность, одна из ключевых 
характеристик бактериальной дормантности, пре-
пятствует эрадикации возбудителя из организма 
под действием стандартной этиотропной терапии 
ТБ/ЛТИ, создавая предпосылки для дальнейшей 
персистенции патогена, риска рецидивов/реакти-
вации. Поэтому поиск способов стерилизующего 
воздействия на дормантные формы МБТ являет-
ся актуальной задачей эффективного ТБ контро-
ля. Кроме того, предлагаемая модель дормантно-
сти M. tuberculosis может быть использована для 
дальнейшего изучения молекулярно-генетических, 
биохимических, физиологических и т. п. механиз-
мов данного феномена, а также для исследований 
иммунологических и патогенетических реакций ор-
ганизма в экспериментальных моделях ЛТИ in vivo 
и ex vivo. 
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Заключение

Разработана новая in vitro модель дормантности 
МБТ, основанная на бульонном культивировании 
их в среде Middlebrook 7H9 в условиях депривации 
альбумина, декстрозы, хлорида натрия, каталазы. 
Показано, что дормантный фенотип M. tuberculosis 
формируется между 4-м и 12-м днем культивирова-
ния и характеризуется потерей способности клеток к 
репликации in vitro на плотных питательных средах, 
снижением респираторной активности и выражен-

ными морфологическими изменениями. В течение 
данного срока дормантные МБТ сохраняли жизне-
способность (способность к ресусцитации); устране-
ние фактора, вызвавшего дормантность МБТ, приво-
дило к быстрому восстановлению их способности к 
росту на плотных и жидких средах. Предложенная 
модель проста в исполнении, легко воспроизводима 
и может быть использована для изучения антимико-
бактериальных эффектов различных соединений на 
дормантные формы МБТ и исследований механиз-
мов бактериальной дормантности. 
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