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Резюме. Приведены доказательства малой вероятности обнаружения феномена образования биофильмов 

(БФ) при росте современных клинических штаммов M. tuberculosis на жидкой питательной среде. Высказа-

на гипотеза о роли МЛУ/ШЛУ как препятствия для продукции БФ. Обнаружено, что штаммы, способные 

к продукции БФ, на среде Левенштейна–Йенсена растут специфическими колониями в R-форме в виде диска 

с выпуклым центром — «НЛО-колонии». Исследована способность к продукции БФ, устойчивость к анти-

биотикам и их принадлежность к основным эпидемическим кластерам генотипа Beijing (CC1 и СС2-W148) 

у 67 НЛО-штаммов. Показано что, МЛУ/ШЛУ штаммы так же способны к продукции БФ, однако значимо 

чаще это наблюдается у штаммов CC1 и СС2-W148 генотипов. Выдвигается гипотеза о потенциальной роли 

БФ в исходах хронических форм туберкулеза.
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Abstract. The data proving low probability of observing Biofilm Formation (BF) by contemporary clinical strains of M. tu-

berculosis growing on liquid medium in vitro are discussed. A hypothesis about the role of MDR/XDR development 

hindering BF production was proposed. It was found that strains capable of producing BF grow on Lewenstein–Jensen 

medium generated R-form specific colonies shaped as a disk with a convex center, “UFO-colonies”. Sixty seven “UFO”-

strains were investigated to BF production, resistance to antibiotics and their belonging to the main epidemics clusters 

of the Beijing genotype (CC1 and CC2-W148). It was shown that MDR/XDR strains were also capable of BF production 

that, however, was remarkably more frequent in strains of CC1 and CC2-W148 genotypes. Thus, it was hypothesized that 

BF production might potentially influence an outcome of chronic forms of TB-infection.
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Введение

Лечение туберкулеза легких предполагает 

терапию в течение 6–9 месяцев для исключения 

рецидива. Причина подобной продолжительно-

сти лечения не вполне ясна, поскольку эффек-

тивная гибель Mycobacterium tuberculosis (МБТ) 

должна произойти в течение первых 14 дней [9]. 

Предполагается, что существует субпопуля-

ция возбудителя, которая или недоступна те-

рапевтическому воздействию или не реагирует 

на него [14]. Современные модели устойчивости 

МБТ обычно объясняют этот феномен присут-

ствием покоящихся (нерастущих) клеток-пер-

систоров возбудителя, способных переживать 

в условиях гипоксии длительное время [15]. 

В то же время МТБ может в равной степени рас-

сматриваться как внутриклеточный, так и вне-

клеточный патоген, который значительную 

часть своего жизненного цикла in vivo проводит 

внутри биофильмоподобной структуры [12]. 

Способность к продукции биофильмов (БФ) 

широко распространена у патогенных микро-

организмов, когда происходит формирование 

многоклеточной структуры возбудителя, окру-

женной внеклеточным матриксом, состоящим 

из различных полимеров [16]. Одним из наибо-

лее значимых свойств возбудителя внутри БФ 

является резкое снижение его чувствительно-

сти к воздействию антибиотиков. МБТ не яв-

ляются исключением: возбудитель внутри БФ 

в 20–1000 раз более устойчив к противотубер-

кулезным препаратам (ПТП) [6]. Однако про-

дукция БФ клиничес кими штаммами туберку-

леза, остается весьма загадочным феноменом. 

Анализ более трех сотен клинических штам-

мов из двух областных противотуберкулезных 

учреждений Иркутска и Улан-Уде [3] показал, 

что в подавляющем большинстве случаев кли-

нические изоляты МБТ не имеют способности 

к продукции БФ. Анализ литературы свидетель-

ствует, что ни в одном из исследований за по-

следние десятилетия нет описания масштабной 

продукции БФ клиническим штаммами, и все 

описанные эксперименты проведены на лабо-

раторных штаммах, зачастую подвергнутых 

генной модификации [6, 7, 11, 16]. В то же время 

в русскоязычной литературе 80-х гг. прошлого 

века [2] продукция БФ описывается как рутин-

ное явление при росте на жидкой питательной 

среде. Нами было сделано предположение, что 

основной причиной изменения культуральных 

свойств клинических изолятов возбудителя 

(отсутствие роста в виде БФ на жидкой среде) 

за последние десятилетия могло стать массовое 

распространение множественной и широкой 

лекарственной устойчивости (МЛУ и ШЛУ). 

Мы предполагаем, что мутации, вызывающие 

МЛУ и ШЛУ, в первую очередь однонуклеотид-

ные замены (SNP), влияющие на процессы син-

теза клеточной стенки возбудителя, являются 

причиной потери МБТ способности форми-

ровать БФ в модели in vitro. Эта гипотеза была 

прията как основная на первоначальных этапах 

настоящего исследования.

Материалы и методы

Соблюдение этических норм. Настоящее ис-

следование одобрено Этическим комитетом 

ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ.

Штаммы микобактерий. Штаммы были по-

лучены с твердой питательной среды Левен-

штейна–Йенсена. Среда Школьниковой гото-

вилась согласно действующим рекомендациям 

[1], для получения биопленок штаммы МБТ вы-

ращивали в 5 мл среды в стеклянных пробирках 

без добавления сыворотки крови человека [2]. 

Оценку устойчивости к ПТП проводили на базе 

бактериологической лаборатории Иркутской 

областной клинической больницы согласно ут-

вержденным стандартным операционным про-

цедурам (СОП) на твердых питательных средах. 

Для уточнения минимальной ингибирубющей 

концентрации (МИК) в ряде случаев проведе-

на оценка устойчивости штаммов к 12-ти ПТП 

1-го и 2-го рядов в жидкой среде Middlebrook 

7H9 с тест-системой Sensititre Myco TB (Thermo 

Scientific, США).

Модельный эксперимент по исследованию 

продукции БФ клиническими штаммами МБТ 

проводили в стеклянных пробирках с 5 мл сре-

ды Школьниковой. Посевная доза составляла 

100 мкл культуры, приготовленной по стандарту 

мутности 0,5 ед. и разведенному в 100 раз. В пер-

вые 10 дней рост происходил в аэробных условиях 

(пробирки закрывались ватно-марлевыми проб-

ками), в последующие дни эксперимента во избе-

жание высыхания среды пробки заменялись пла-

стиковыми. Длительность экспериментов во всех 

случаях составляла 45 дней. Классификация 

интенсивности образования БФ проводилась 

по следующим критериям: 1) исключительным 

(++++) считался обильный рост БФ, заходя-

щий на стенки пробирки; 2) хороший рост (+++) 

предполагал наличие толстой пленки, покры-

вающей всю поверхность среды, не заходящей 

вверх на стенки пробирки; 3) слабый рост (++) 

отмечался при наличии тонкой пленки и/или от-

дельных островков на поверхности жидкой сре-

ды; 4) отрицательный результат рассматривался 

при отсутствии поверхностного, но при наличии 

обильного придонного роста.

Выделение геномной ДНК из биофильмов 

и штаммов. Экстракцию ДНК штаммов МБТ 

проводили из образцов, убитых прогревани-

ем при 100°С в течение 30 мин. Для удаления 

ингибиторов ПЦР проводили предваритель-
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ную обработку биофильмов протеиназой К 

(AppliChem) и хлороформом. Фермент добав-

ляли в количестве 2 ед. на образец в равном об-

разцу объеме 0,5-кратного лизирующего буфе-

ра [8] от набора ДНК-сорб-B (Интерлабсервис, 

Россия), интенсивно встряхивали и прогревали 

при 55°С 30 мин. В дальнейшем к образцу до-

бавляли равный объем хлороформа, переме-

шивали и центрифугировали на максимальных 

оборотах. Полученный супернатант отбирали 

в чистый виал и выделяли ДНК набором «ДНК-

сорб-B» (Интерлабсервис), согласно протоколу 

производителя.

ПЦР проводили в варианте с детекцией в ре-

альном времени (ПЦР-РВ) на амплификаторе 

LightCycler Nano (Roche). Олигонуклеотидные 

праймеры и зонды собственного дизайна син-

тезированы НПФ «Синтол», реагенты для ПЦР 

приобретались в компаниях «Интерлабсервис» 

и «Силекс».

Статистическую обработку результатов про-

водили в таблицах Excel и программой Statistica 

v6.0.

Результаты

Первоначально был проведен целенаправ-

ленный скрининг чувствительных штаммов 

на способность образовывать БФ при ро-

сте на синтетической среде Школьниковой. 

Результатом этого поиска стало обнаружение 

трех культур, способных с разной эффектив-

ностью образовывать БФ (рис., А, III обложка). 

Было так же обнаружено, что все 3 культуры 

имеют специ фическую R-форму колоний при 

росте на среде Левенштейна–Йенсена. В отли-

чие от стандартной R-формы МБТ эти штаммы 

на твердой питательной среде образовывали 

сухую колонию, окруженную кольцом вторич-

ного роста.

Данная R-форма колоний была условно на-

звана нами «НЛО-колонии» (рис. Б, III облож-

ка). Для получения более представительной 

выборки в течение года был предпринят развер-

нутый поиск штаммов, продуцирующих такого 

года НЛО-колонии. Скрининг более полутора 

тысяч посевов на средах Левенштейна–Йенсена 

и Финн II позволил выявить 67 пробирок с ис-

комыми колониями. В 12-ти случаях штаммы 

были парными, то есть принадлежали одному 

больному. НЛО-штаммы значимо чаще проду-

цировали БФ при росте на среде Школьниковой 

(p < 0,01). Однако около трети штаммов (25 

из 67) с НЛО-колониями оказались неспособны 

продуцировать биопленку при росте на жидкой 

среде в течение 45 дней, или продуцировали ее 

слабо (++). Ретроспективный анализ профилей 

устойчивости к ПТП выбранных культур об-

наружил, что вопреки исходному предположе- Т
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нию подавляющее большинство несет ЛУ, в том 

числе МЛУ/ШЛУ. Все 67 исследуемых штаммов 

были разделены на 2 группы: 1) хорошие проду-

центы БФ (++++ и +++) и плохие продуценты 

БФ (++, отсутствие поверхностного роста).

В процессе анализа был отмечена особен-

ность штаммов кластера W148 продуцировать 

БФ и в то же время нести МЛУ/ШЛУ. После ис-

ключения из выборки высокотрансмиссивных 

кластеров CC2-W148 и СС1 [10], среди остав-

шихся штаммов отмечено появление значимой 

разницы в способности к продукции БФ, отно-

сительно распределения МЛУ/ШЛУ. Выборка 

МЛУ/ШЛУ штаммов без CC1 и CC2-W148 зна-

чимо чаще теряла способность к продукции 

БФ (табл. 2). Проведен углубленный анализ 

24 парных штаммов (по 2 изолята от больного), 

с целью оценки изменения способности к про-

дукции БФ в процессе лечения ПТП. Для всех 

штаммов определены минимальные ингибиру-

ющие концентрации (МИК) с помощью теста 

Sensititre Myco TB. В трех случаях пару состав-

ляли культуры, выделенные из мокроты и из 

операционного материала, а в 9 случаях, из мо-

крот, выделенных с интервалом не менее 1 ме-

сяца. Ни в одном из 12 парных случаев не об-

наружено значимых изменений в МИК боль-

шинства антибиотиков. Был выявлен 1 случай 

значимых различий в способности к продук-

ции БФ. Парадоксально, но штамм, способный 

продуцировать полноценный БФ (++++), был 

выделен от больной в более поздние сроки лече-

ния, чем штамм сравнения БФ (++) из мокро-

ты. Углубленное количественное исследование 

устойчивости к противотуберкулезным препа-

ратам (ПТП) этих штаммов не выявило боль-

ших различий в профилях чувствительности 

к антибиотикам, за исключением уменьшения 

минимальной ингибирующей концентрации 

к этионамиду с 8 мг/мл у штамма БФ (++), до 

2 мкг/мл у штамм БФ (++++). Интересно, что 

штамма БФ (++++) в отличие от остальных 

парных штаммов, был выделен из натечника 

(холодного абсцесса).

Обсуждение

Вопреки основной гипотезе настоящего 

исследования нам не удалось выявить един-

ственный ПТП или комбинацию антибиоти-

ков, которые однозначно нарушают процесс 

образования поверхностного БФ на голодной 

среде Школьниковой (без добавления сыворот-

ки крови). Проведенные ранее эксперименты 

с имеющимися продуцентами БФ показали, 

что добавление 10% инактивированной сыво-

ротки крови человека не оказывает значитель-

ного влияния на возможность продукции БФ 

штаммом (данные не приводятся). В то же вре-

мя после исключения из анализа штаммов вы-

сотрансмиссивных кластеров СС1 и СС2-W148 

генотипа Beijing среди оставшихся МЛУ/ШЛУ 

штаммов наблюдались значимые различия 

в продукции БФ. Как и ожидалось, активных 

продуцентов БФ среди МЛУ/ШЛУ штаммов 

встречалось значимо реже. По всей видимос-

ти штаммы высокотрансмиссивных класте-

ров CC2-W148 и СС1 [10], называемых также 

«Europe-Russia B0/W148 outbreak и Central Asia 

outbreak» [13], обладают наибольшим фитнес-

потенциалом по отношению SNP, вызывающих 

устойчивость к ПТП. Достаточно сказать, что 

более 99% штаммов генотипа СС2-W148 имеют 

первичную устойчивость к рифампицину [13] 

и к изониазиду [5]. С этой точки зрения, исклю-

чение генетически гомогенных эпидемических 

штаммов, распространившихся в последние де-

сятилетия [4], позволило увидеть картину более 

близкую к описываемой в нормативных доку-

ментах прошлого века [2].

Таблица 2. Свойства исследуемых штаммов

Table 2. Properties of the studied strains

Характеристика штамма

Properties of the strain
БФ ++++/+++

BF ++++/+++
БФ ++/отр.

БФ ++/neg.
χ2; ρ

МЛУ/ШЛУ

MDR/XDR
17/34 (50%) 23/33 (69,7%) NS

CC1

CC1
1/34 (2,9%) 2/33 (6,1%) NS*

CC2-W148

CC1-W148
12/34 (35,3%) 7/33 (21,2%) NS*

«Иные генотипы»

«Other genotypes»
21/34 (61,8%) 24/33 (72,7%) NS

МЛУ/ШЛУ среди «иных генотипов»

MDR/XDR among «other genotypes»
4/21 (19,1%) 14/24 (58,4%) 5,7; < 0,5*

Примечания. NS — отсутствие значимых различий. * Значение χ2 с коррекцией по Йетсу.
Notes. NS — no significant differences; * χ2 with Yates correction.
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Пожалуй, наибольшее клиническое зна-

чение имеет результат, показывающий воз-

можность восстановления активной про-

дукции БФ штаммами в процессе лечения. 

Ретроспективный анализ этого случая не вы-

явил какого-либо изменения в процессе хи-

миотерапии за анализируемый период, однако 

больная отличалась низкой приверженностью 

к лечению, результатом чего, по-видимому, ста-

ло развитие натечного абсцесса. Объективно 

у штаммов из мокроты (более раннее выделе-

ние) и из натечного абсцесса (выделен через 

месяц) профили ПТП практически одинаковы 

(МЛУ, пред-ШЛУ штаммы, сохранившие ус-

тойчивость к канамицину), разница наблюда-

лась только в МИК к этионамиду 8 и 2 мкг/мл. 

Следует отметить, что оба эти значения оста-

ются в пограничных зонах чувствительно-

сти к препарату. По всей видимости, наибо-

лее важным фактором, спровоцировавшим 

активную БФ-продукцию на жидкой среде 

Школьниковой, был объект выделения (натеч-

ный абсцесс).

Исходя из полученных результатов можно 

предположить, что лечение ПТП препаратами 

может оказывать косвенное влияние на способ-

ность МБТ штаммов образовывать БФ при росте 

на жидкой питательной среде. Однако в услови-

ях роста in vivo, гораздо более сильное влияние 

на способность к формированию БФ оказыва-

ет окружающая патоген среда макроорганиз-

ма и (возможно) микробиота легкого. Можно 

думать, что образование БФ — процесс требу-

ющий больших затрат энергии, и для такого 

медленно растущего микроорганизма как МБТ 

это далеко не всегда целесообразная стратегия 

размножения. В пользу этого говорят наши на-

блюдения (данные не приводятся), о том, что 

пассирование активных продуцентов БФ на го-

лодной среде Школьниковой в подавляющем 

большинстве случаев приводит штаммы к утра-

те способности к поверхностному росту при со-

хранении обильного придонного осадка.

Без сомнения, феномен образования БФ 

in vitro и, особенно, in vivo возбудителем туберку-

леза требует дальнейшего изучения, поскольку 

вполне очевидно, что данный процесс много-

кратно осложняет процессы лечения хроничес-

ких форм туберкулеза.
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