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КОНСТРУЮВАННЯ НОВОГО ЖИВИЛЬНОГО СЕРЕДОВИЩА ДЛЯ ПРИСКОРЕНОГО 

ВИДІЛЕННЯ ЗБУДНИКА ТУБЕРКУЛЬОЗУ
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CONSTRUCTION OF A NEW NUTRITIONAL ENVIRONMENT FOR THE ACCIDENTAL
SELECTION OF TUBERCULOSIS

Voititska O.
Vinnytsia National Agrarian University

Анотація
Приведено результати розробки нового щільного середовища та порівняльного дослідження ростових 

якостей розробленого поживного середовища зі стимулятором росту та традиційного середовища Левен- 
штейна-Єнсена. Встановлено, що швидкість росту мікобактерій на розробленому середовищі вища у по­
рівнянні з традиційними середовищами, що дає змогу скоротити термін інкубації матеріалу у 30-90 разів. 
Культури мікобактерій під час культивування на запропонованому середовищі зберігають тинкториальні, 
культуральні та патогенні властивості.

Abstract
The results of developing a new dense medium and a comparative study of growth characteristics developed 

culture medium with growth promoters and conventional Lowenstein- Jensen medium. It was established that the 
rate of growth of mycobacteria in developed environment is higher in comparison to traditional media, so you can 
shorten the incubation material in 30-90 times. Culture of mycobacteria during cultivation on the proposed store 
tynktoryalni environment, cultural and pathogenic properties.

Ключові слова: мікобактерії, поживні середовища, бактеріоскопія, прискорені методи виявлення мі­
кобактерій, культуральна діагностика.

Keywords: mycobacteria, culture media , bacterioscopy , accelerated methods for detection of mycobacteria 
culture diagnosis.

Вступ. На сьогоднішній день існує велика кі­
лькість бактеріологічних прийомів для виявлення 
мікобактерій туберкульозу в біологічному матері­
алі. Однак мікробіологічна діагностика займає одне 
з головних місць і являється основою для подаль­
ших методик в процесі постановки діагнозу [1].

Вважається, що одним з найбільш чутливих 
методів виділення збудника туберкульозу з матері­
алу є культуральний, так як дає можливість отри­
мати результат навіть при малій кількості мікобак­
терій в досліджуваному матеріалі. Перші штучні 
поживні середовища для культивування мікобакте­
рій, дріжджів та грибів було розроблено Луї Пасте- 
ром в 1859-1864 роках. Вони включали в себе дже­
рело вуглецю (органічні кислоти, спирт чи цукор), 
амонійні солі та необхідні мінеральні елементи.

Живлення бактерій -  складний процес, який 
складається з двох взаємопов’язаних явищ: із син­
тезу та розпаду, при яких відбувається поглинання 
та виділення енергії, тому вибір поживних середо­
вищ базується на хімічному складі мікроорганізмів, 
виходячи з того , які органічні та неорганічні еле­
менти вони потребують для свого росту. В пожив­
них середовищах обов’язково повинні бути такі мі­
неральні елементи, як фосфор, калій, сірка, марга­
нець, залізо. Дані елементи зазвичай отримували із 
відповідних мінеральних солей. Крім того, для жи­
влення мікобактерій необхідні вуглець та азот. Го­
ловним джерелом вуглецю являється гліцерин, най­
кращим джерелом азоту -  амонійні сполуки та ас­
парагін.

Частина складових поживних середовищ приз­
начена для живлення, а деякі з них -  для забезпе­
чення оптимального окисно-відновного потенці­
алу: необхідну величину рН, осмотичний тиск та рі­
вновагу іонів. Окисно-відновний потенціал 
регулюється буферними речовинами чи хлористим 
натрієм. Необхідними поживними речовинами яв­
ляються лише ті, які включаються у внутрішньоклі­
тинний обмін мікобактерій. Дані речовини або вхо­
дять до складу клітини, або розкладаються і окис­
люються, забезпечуючи клітину необхідною для її 
життєдіяльності енергією.

Розрішення багатьох питань культивування мі­
кобактерій туберкульозу стало можливим після 
того, як була детально вивчена біохімія живлення 
мікробної клітини, потреби її в тих чи інших пожи­
вних речовинах, які являються необхідним будіве­
льним матеріалом та джерелом енергії. Дані пот­
реби найбільш великі для одержання першої гене­
рації мікобактерій туберкульозу, так як 
мікроорганізм при цьому здійснює перший крок з 
умов тваринного організму в нові, незвичні для 
нього пробіркові умови.

Ріст мікроорганізмів характеризується двома 
основними показниками: швидкістю та масивністю 
росту. Різні середовища можуть неоднаково впли­
вати на ці показники.

Мікобактерії не розвиваються без додаткових 
речовин -  факторів росту. Поряд з речовинами, які 
обов’язково потрібні для росту, виявлені речовини, 
які стимулюють ріст та розвиток мікобактерій. Фа­
ктори росту інколи прирівнюють до вітамінів,
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тобто до поживних речовин екзогенного похо­
дження. Речовини, які стимулюють ріст мікобакте­
рій, не мають нічого спільного ні з гормонами тва­
рин, ні з ростковими речовинами вищих рослин.

Багато факторів росту мікроорганізмів нале­
жать до водорозчинних вітамінів групи В, інші яв­
ляються нуклеїновими кислотами. Мікроорганізми 
можуть самостійно будувати перераховані сполуки 
із звичайних джерел вуглецю, азоту, сірки та інших 
елементів.

Робота по вдосконаленню середовищ була ро­
зпочата ще в 30-40-і роки нашого століття, однак до 
теперішнього часу залишається актуальною. Од­
ним із шляхів покращення поживних середовищ яв­
ляється підбір нових компонентів, які володіють 
стимулюючим чи інгібуючим впливом на мікобак­
терії туберкульозу. Крім того, дуже важливо підіб­
рати ряд компонентів середовища, які позитивно 
впливають на швидкість росту та частоту висіває- 
мості мікобактерій при стабільності джерела азоти­
стого живлення. Також поживні середовища для ба­
ктеріальних культур повинні задовольняти еконо­
мічні вимоги і не являтися дефіцитними.

Відомо, що деякі речовини, такі як мідь сірча­
нокисла, залізо сірчанокисле, триполіфосфат на­
трію пригнічують всі поживні властивості дослід­
них середовищ ( за основу взято середовище Фінн-
2, де джерело азоту -  глутаміновокислий натрій був 
заміщений кукурудзяним екстрактом і сольовий ро­
зчин змінювали за рахунок додавання окремих ком­
понентів чи їх комбінації). Також встановлено, що 
стимулюючий вплив на ріст мікобактерій туберку­
льозу мають слідуючі компоненти: кальцій хлорис­
тий, цинк сірчанокислий, амоній лимоннокислий, 
калій фосфорнокислий двозаміщений, натрій хло­
ристий. Поєднання сірчанокислого заліза і сірчано­
кислої міді, а також триполіфосфата натрію і 5%-го 
розчину хлориду натрію пригнічує життєдіяльність 
культур мікобактерій туберкульозу. Натрій лимон­
нокислий, амоній лимоннокислий, калій фосфорно­
кислий двозаміщений, натрій хлористий, поєд­
нання солей кальцію і сірчанокислого цинку мають 
стимулюючий вплив на життєдіяльність мікобакте­
рій туберкульозу, що проявляється у збільшенні ві­
дсотка висіваємості колоній і скорочені інкубацій­
ного періоду росту мікобактерій на 2 - 4 дні. При 
одночасній наявності в поживному середовищі сти­
мулюючих та інгібуючих компонентів переважа­
ючу дію на мікобактерії мають останні. Амонійні 
солі янтарної і винної кислот можуть застосовува­
тись в твердих поживних середовищах в якості єди­
ного ( без амінокислот ) додаткового джерела азо­
тистого живлення мікобактерій [].

Деякі дослідники [2] висказали гіпотезу, відпо­
відно до якої швидкість росту збудника туберку­
льозу залежить від його генотипу і його приско­
рення можливе тільки при його штучній зміні, що 
являється мало ймовірним. Перспективним напря­
мом в даній ситуації може бути конструювання но­
вих поживних середовищ, які б завдяки своєму 
складу давали можливість прискорити ріст збуд­
ника.

Термін появи росту культури збудника на кла­
сичних середовищах становить від 3-х тижнів до 3- 
х місяців. Тому створення нових поживних середо­
вищ, які б дозволили скоротити термін інкубації, 
являється актуальним завданням, так як прискорює 
кінцеву постановку діагнозу шляхом виділення 
збудника, що надзвичайно важливо для подальших 
дій стосовно профілактики та лікування хвороби.

Також однією з причин низької ефективності 
боротьби з захворюванням тварин та людей є заста­
ріле уявлення про біологію збудника туберкульозу, 
оскільки останнім часом всі науково-дослідні роз­
робки з проблем туберкульозу проводились на мі­
кобактеріях, що знаходились на заключній стадії бі­
ологічного розвитку, яка являється найбільш захи­
щеною і стійкою до різних факторів впливу.

Протягом тривалого періоду вивчення збудни­
ків туберкульозу ссавців були накопиченні дані про 
значний поліморфізм мікобактерій. Однак через 
складності культивування, і виявлення змінених 
форм збудника туберкульозу ці дані не знайшли до­
стойного практичного застосування. Завдяки дослі­
дженням В.В. Власенко (1998) і розробці пожив­
ного середовища ВКГ з’явилась можливість куль­
тивування і виявлення збудника туберкульозу зі 
зниженою життєздатністю і ферментативною акти­
вністю [3]. Встановлено, що на поживному середо­
вищі ВКГ мікобактерії туберкульозу проходять де­
кілька морфологічно відмінних стадій розвитку -  
фільтрувальні форми, шароподібні, амебоподібні 
утворення, коки і поліморфні палички, які не фар­
буються по Ціль-Нільсену [4,5]. У зв’язку з актуа­
льністю даної проблеми багато вчених працюють 
над удосконаленням і винаходом більш ефективних 
поживних середовищ, які б могли компенсувати всі 
негативні сторони застосування відомих на сього­
дні поживних середовищ.

Однак, не зважаючи на всі недоліки, широке 
застосування в гуманній і ветеринарній медицині 
отримало середовище Левенштейна-Єнсена, яке ре­
комендоване ВООЗ для всіх координаційних лабо­
раторій і вважається «золотим стандартом» в Укра­
їні. Дане середовище ще в 1965 році було прийняте 
як міжнародне, оскільки на ньому найбільш часто 
спостерігалась підвищена висіваємість мікобакте­
рій туберкульозу.

Спроби створити поживне середовище не 
менш чутливе, ніж середовище Левенштейна -  Єн- 
сена, закінчилось розробкою середовищаФінна-2. 
Воно відрізняється від середовища Левенштейна- 
Єнсена тим, що не містить висококошторисну скла­
дову L-аспарагін. На цьому середовищі ріст мікоба­
ктерій, як правило, з'являється на декілька днів ра­
ніше, ніж на середовищі Левенштейна-Єнсена. Ви­
користання двох середовищ одночасно підвищує 
відсоток виділення М. tuberculosis з патологічного 
матеріалу і є обов'язковим.

Матеріал і методи. Дослідження проведені у 
проблемній лабораторії з вивчення туберкульозу 
Вінницького національного аграрного універси­
тету.
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Основними методичними прийомами постано­

вки дослідів були підбір різних поживних компоне­
нтів в оптимальних концентраціях, які б за допомо­
гою свого складу давали можливість прискорити 
ріст колоній збудника на новому експерименталь­
ному середовищі. Окрім вивчення хімічного складу 
експериментальних компонентів, також брали до 
уваги їх органолептичні показники. А саме, дослі­
джували як кожен з компонентів розчиняється у ди­
стильованій воді, який вигляд має середовище після 
змішування всіх компонентів у сухому вигляді, рН 
середовища після розчиненняу воді, його прозо­
рість.

Основним критерієм була оцінка ростових яко­
стей середовища після внесення нового компоне­
нту у порівнянні із контрольним середовищем. Ко­
нтрольним слугувало середовище Левенштейна- 
Єнсена.

Для дослідження ростових якостей розробле­
ного середовища використовували тест-культури 
M. tuberculosisH37Rv( колекція РИСК ім. Л. А.Та- 
расевича), M. bovis 8, M. вovis BCG, M. avium 2282 
( колекція ВГНКИ ), які висівали з ліофілізованого 
стану спочатку на середовище Левенштейна -  Єн- 
сена. Біомасу досліджуваних штамів мікобактерій з 
поверхні середовища Павловського знімали в кіль­
кості 1 мг за загальноприйнятою методикою і вно­
сили їх в 1 мл стимулятора росту.

Отриману суспензію гомогенізували електро­
магнітною мішалкою протягом 15 хв. У такий спо­
сіб отримували робочі суспензії, які в подальшому 
розводили в стимуляторі росту у співвідношенні 
1:10, ставили на 48 год. у термостат при темпера­
турі 36-37 С, а потім у кількості 1,0 мл засівали га­
зоном на розроблене середовище. Контролем слу­
жило середовище Левенштейна -  Єнсена, посів на 
яке проводили загальноприйнятою методикою. Для 
контролю якості середовищ використовували тест- 
культуру Staphylococcusepidermidis 1225.

Розроблене нами середовище застосовують 
для прискореного виявлення мікобактерій туберку­
льозу. Додатково до нього у наборі додається сти­
мулятор росту мікобактерій, який представляє со­
бою стерильну, прозору , безбарвну рідину, що мі­
стить макро- та мікроелементи. Для приготування 
запропонованого середовища брали наважку су­
хого середовища у кількості 90 г, вносили в 1 л сте­
рильної дистильованої води, кип’ятили 2-3 хв. До 
повного розчинення агару, фільтрували через 
ватно-марлевий фільтр, розливали у флакони і сте­
рилізували при 121 ±1.0 С протягом 15 хв. в авток­
лаві.

Готове середовище мало жовте забарвлення з 
рН 7,2±0.2. Перед використанням середовище роз­
плавляли на водяній бані й розливали по 18-20 мл у 
стерильні чашки Петрі діаметром 90 мм.

Крім тест-мікроорганізмів для дослідження 
якості середовищ використовували біологічний ма­
теріал від гвінейських свинок з експериментальною 
мікобактеріальною інфекцією. Забір і підготовку 
біологічного матеріалу для бактеріологічних дослі­
джень здійснювали за загальноприйнятими мето­
дами.

Підготовлений до посіву біологічний матеріал 
у кількості 1,0 мл за допомогою стерильного 
шприца вносили у стимулятор росту, інкубували у 
термостаті за температури 37,0 ±1,0 С протягом 24­
48 год. Після цього 1,0 мл наносили на поверхню 
поживного середовища, розлитого у чашки Петрі. 
Рівномірно розподіляли по її площі, чашки помі­
щали в поліетиленові пакети і не перевертаючи ін- 
кубували при 37,0 ±1,0 С впродовж 10 діб. Парале­
льно зазначену кількість біологічного матеріалу ви­
сівали на середовище Левенштейна -  Єнсена. 
Чашки з посівами продивлялись щоденно, візуа­
льно визначали і підраховували характерні для мі­
кобактерій колонії. З отриманих культур готували 
препарати і фарбували їх за методом Ціль -  
Нільсена.

Для відтворення морфологічної картини тубе­
ркульозу проводили модельні досліди на морських 
свинках і кролях методом внутрішньочеревного 
введення культур мікобактерій, виділених з біоло­
гічного матеріалу і вирощених на розробленому се­
редовищі. Контрольних тварин заражали суспен­
зією культур M. tuberculosisH37Rv, M. bovis 8, які 
вирощували на запропонованому середовищі.

Через 41 добу після зараження виводили тва­
рин з досліду і виконували їм патологоанатомічний 
розтин. Із серця відбирали проби крові у стерильні 
пробірки з гепарином, додавали рівний об’єм сти­
мулятора росту і поміщали в термостат при 37-38 С 
на 24 год., потім висівали на розроблене поживне 
середовище, МПА і МПБ. З культур, що виросли на 
розробленому середовищі, готували препарати для 
мікроскопії та фарбували їх за Ціль -  Нільсеном.

Для подальшого дослідження від морських 
свинок відбирали пахові лімфовузли, печінку, селе­
зінку й легені, а від кролів -  лише печінку, селезі­
нку і легені. Патологічний матеріал обробляли за А. 
Алікаєвою і суспензію кожного органу висівали на 
середовище Левенштейна -  Єнсена. Також суспен­
зію кожного органу обробляли стимулятором ро­
сту, після чого висівали на запропоноване середо­
вище. Облік якості і швидкості росту культур на се­
редовищах проводили щодня протягом перших 5 
діб, далі -  з інтервалом 5 діб до закінчення терміну 
інкубації. З отриманих культур готували препарати 
для мікроскопії і фарбували їх по методу Ціль -  
Нільсена.

Мікробіологічні дослідження проводили від­
повідно Наказу №45 МОЗ України.

Результати дослідження.
Вивчення ростових якостей запропонованого 

середовища проводили порівняно з яєчним середо­
вищем Левенштейна -  Єнсена. Результати дослі­
джень приведено у табл. 1.

Як видно з табл.. 1, на розробленому середо­
вищі на 2-4 добу культивування почали реєстру­
вати ріст культур референтних штамів M. tubercu­
losis H37Rv, M. bovis, M. avium 2282, M. Bovis BCG, 
які дали ріст у вигляді напівпрозорих колоній сіро- 
білого кольору, іноді з жовтуватим
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Таблиця 1

Порівняльна кількісна характеристика ростових якостей середовища Левенштейна -  Єнсена і розробле- 
____________________ _______________ ного середовища._____________________________________

Тест-мікроорганізм Кількість проб Термін реєстрації росту мікобактерій на середовищах, доба
Левенштейна-Єнсена Розроблене Р

M. tuberculosis H37Rv 10 42±0,4 3±0,58 <0,001
M. bovis 8 15 40±0,93 4±0,88 <0,001
M. avium 2282 10 41±0,49 2±0,58 <0,001
M. bovis BCG 12 35±0,9 2±0,56 <0,001
S. epidermidis 10 Ріст відсутній Ріст відсутній

Колонії зливалися і до 5 -  6 доби давали су­
цільний ріст на поверхні агаризованого середо­
вища. При пересіві отриманих на даному середо­
вищі культур середовище Левенштейна-Єнсена без 
малахітового зеленого досліджувані штами мікоба­
ктерій зберігали тинкториальні та морфологічні 
ознаки.

Слід зазначити, що на запропонованому сере­
довищі темпи росту досліджуваних штамів мікоба­
ктерій перевищували такі на традиційному середо­
вищі Левенштейна-Єнсена у 10-20 разів. При мік­
роскопії препаратів, виготовлених з культур M. 
Tuberculosis H37Rv, M. bovis 8, M. Bovis BCG, M. 
avium 2282, які виросли на цьому середовищі про­
тягом 2-4 діб, пофарбованих за Ціль-Нільсеном, 
спостерігали характерні для мікобактерій коки, 
овоїди, амебоподібні форми з порожнім центром і 
зернистістю рожевого або червоно-фіолетового ко­
льору.

У забарвлених препаратах цих самих культур, 
які культивували на розробленому середовищі, ви­
являли коки, диплококи, тетракоки, овоїди. Велику 
кількість паличок різної величини із зернистістю, 
що засвідчує їхню здатність до трансформації у 
морфологічні форми клітин, які спостерігали також 
за тривалого культивування досліджуваних штамів 
на класичному середовищі.

Таким чином, результати вивчення тинкторіа- 
льних і морфологічних ознак мікобактерій, які ро­
сли на досліджуваних середовищах, вказують на 
придатність розробленого середовища для культи­
вування мікобактерій. Крім того, можливість реєст­
рації росту досліджуваних мікроорганізмів вже на
2-4 добу культивування на даному середовищі 
може бути використано для вирішення питання мо­
жливої прискореної діагностики туберкульозу.

Встановлення ідентичності за чинниками па­
тогенності мікобактерій, вирощених на розробле­
ному і традиційному середовищах, проводили 
invivo при відтворюванні інфекційного процесу при 
зараженні лабораторних тварин. В яких, при пода­
льшому патолого-анатомічному розтині, виявляли 
характерні для туберкульозу зміни в органах, а при

бактеріологічному дослідженні виділяли збудника 
туберкульозу.

Таким чином, попереднє оброблення патологі­
чного матеріалу у стимуляторі росту, а також суку­
пність усіх складових запропонованого середовища 
дає змогу отримати позитивний результат, а саме, 
скоротити термін бактеріологічних досліджень на 
туберкульоз.

Висновки.
1. Запропоноване середовище просте у при­

готуванні, що дає змогу заощадити час на підгото­
вці до дослідження.

2. Ріст тест-культур збудників туберкульозу 
людського, бичачого видів як референтних штамів, 
так і з патологічного матеріалу на запропонованому 
середовищі зі стимулятором росту спостерігається 
на 2-4 добу.

Прискорене виявлення мікобактерій туберку­
льозу є перспективним напрямом покращення бак­
теріологічної діагностики туберкульозу.
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