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Цель. Разработать технологию замораживания и длительного хранения культур микобактерий и 
определить ее место в технологическом процессе работы микробиологической лаборатории.
Материалы и методы. В ходе работы была произведена оценка пригодности двух сред для замо­
раживания микобактерий – 0,9% раствора NaCl и среды Миддлбрука 7H9, с добавлением в обе 
среды глицерина в различных концентрациях (0%, 4,0%, 20,0%, 50,0% по конечному объему). Для 
заморозки суспензий культур применяли два способа: один – с использованием криозаморажива­
теля (скорость понижения температуры – 1°С/мин), второй – прямое помещение в морозильную 
камеру при температуре ­80°С. Работа проводилась с использованием суспензии музейной куль­
туры Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Эффективность выбранного способа хранения оценивали 
по доле живых клеток, полученных после размораживания суспензий (общее количество клеток по 
данным количественной ПЦР/количество КОЕ на среде Левенштейна – Йенсена).
Результаты. После хранения культур при различных условиях жизнеспособными оставались от 1,2% 
до 16,9% клеток микобактерий. Наибольший процент жизнеспособных клеток – 16,9% (95% ДИ 
8,6–42,4%) – достигался при хранении в морозильной камере при температуре ­80°С без исполь­
зования криозамораживателя в среде, состоящей из раствора 0,9% NaCl с добавлением глицерина 
(20,0% объемная доля). Однако статистически значимых различий в доле жизнеспособных клеток 
не было выявлено и при использовании среды, содержащей 0,9% раствор NaCl с добавлением 
4,0%, 50,0% глицерина, а также среды Миддлбрука 7Н9 с глицерином и без него.
Выводы. Разработана технология длительного хранения культур микобактерий, основанная на за­
морозке суспензии клеток при температуре ­80°С в среде, состоящей из раствора 0,9% NaCl с до­
бавлением глицерина (20,0% объемная доля), которая обеспечивает высокую степень сохранения 
жизнеспособности клеток, не требует больших затрат, и может быть легко внедрена в рутинную 
практику микробиологической лаборатории.

Development of technology for long­term storage  
of Mycobacterium tuberculosis cultures

Umpeleva T.V., Eremeeva N.I., Vakhrusheva D.V.
Ural Research Institute for Phthisiopulmonology, Yekaterinburg, Russia

Objective. To develop a technology for freezing and long­term storage of mycobacteria cultures and 
implement into a microbiological laboratory routine practice.
Materials and methods. For comparison between different condition, the media for freezing mycobacteria 
containing 0.9% NaCl or Middlebrook's 7H9 medium with the addition of glycerol at various concentrations: 
0%, 4.0%, 20.0%, 50.0% (by final volume) was evaluated. To freeze suspensions of cultures, two methods 
were used: one – using a cryo­freezer (cooling rate of 1°C/min), the second – direct placement in a 
deep freeze at a temperature of ­80°C. Suspension of a museum strain of Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv was used for preparing suspension. The efficiency of the chosen storage method was assessed by 
the proportion of viable cells obtained after thawing the suspensions (total number of cells according to 
quantitative PCR data/number of CFU in Lowenstein­Jensen medium).
Results. After storage under various conditions, from 1.2% to 16.9% of mycobacterial cells remained 
viable. The maximum percentage of viable cells of 16.9% (95% CI 8.6–42.4%) reached when stored in 
a freezer at a temperature of ­80°C without using a cryo­freezer in a medium consisting of 0.9% NaCl 
with glycerol (20.0% by final volume). However, no statistically significant differences in viable cells were 
found in the medium containing 0.9% NaCl solution with the addition of 4.0%, 50.0% glycerol, as well 
as Middlebrook's 7H9 medium with and without glycerol.
Conclusions. A technology for long­term storage of mycobacterial cultures has been developed, based on 
freezing a cell suspension at a temperature of ­80°C in a medium consisting of a 0.9% NaCl solution with 
the glycerol (20.0% volume fraction), which provides a high degree of cell viability preservation, is low­
cost and can be easily integrated into the routine work of a microbiological laboratory.
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Введение

В последние годы в России наблюдается тенденция 
к снижению заболеваемости населения туберкулезом 
(с 85,1 на 100 тыс. в 2008 г. до 48,3 на 100 тыс. в 
2017 г.) [1]. Однако процент больных туберкулезом с 
множественной лекарственной устойчивостью возбуди­
теля (т.е. с устойчивостью по меньшей мере к двум про­
тивотуберкулезным препаратам – рифампицину и изо­
ниазиду) является одним из самых высоких в мире (35% 
в 2019 г.) [2]. Кроме того, появление вариантов воз­
будителя, устойчивых к новым противотуберкулезным 
препаратам, и влияние ассоциированных с туберкуле­
зом инфекций на показатели заболеваемости создают 
новые вызовы и требуют постоянного совершенство­
вания организации фтизиатрической помощи, в том 
числе лабораторной диагностики. Одним из аспектов 
этой работы является создание и ведение биобанков 
или коллекций микобактерий туберкулеза (МБТ), ко­
торые необходимы как для обеспечения нужд рутин­
ной работы микробиологической лаборатории, так и 
для мониторинга инфекции и разработки новых подхо­
дов по борьбе с ней. Создание коллекций возбудите­
лей с разным спектром антимикробной резистентности 
названо в числе приоритетов в «Стратегии предупреж­
дения распространения антимикробной резистент­
нос ти в Российской Федерации до 2030 г.» [3], что 
подчеркивает актуальность этого вопроса для России. 
Необходимое условие создания биобанка – стандар­
тизация всех этапов: сбора, транспортировки, обра­
ботки и хранения образцов, что позволит обеспечить 
их высокое качество. При создании коллекций прин­
ципиально важным аспектом является формирование 
паспорта каждого образца, в котором должны содер­
жаться сведения как о возбудителе инфекции (генотип, 
спектр лекарственной устойчивости и т.п.), так и о до­
норе образца (особенности течения инфекции, эпиде­
миологические данные и т.п.).

Наиболее распространенным способом хранения 
бактериальных культур является их заморозка. Согласно 
данным литературы, разные виды микроорганизмов мо­
гут отличаться по своей способности переносить замо­
раживание. Основные факторы, которые могут оказать 
негативное воздействие на жизнеспособность клетки 
при ее заморозке – это температурный (холодовой) 
шок, концентрирование веществ во внешней среде кле­
ток (во время замерзания воды происходит дегидрата­
ция клеток и увеличение концентрации внутриклеточных 
веществ, оказывающих на клетку токсическое влияние); 
образование кристаллов льда (как внутриклеточных, 
так и внеклеточных) ведет к механическим поврежде­
ниям мембран клеток [4–6]. Для снижения негативных 
воздействий заморозки на клетки в суспензию перед 
криоконсервацией рекомендуется добавлять вещества, 
минимизирующие ее повреждающее воздействие и ста­
билизирующие липидные мембраны [7].

В настоящее время не существует единого под­
хода для криоконсервации и хранения культур МБТ. 
Исследователи предлагают различные варианты состава 

сред для заморозки, температурные режимы хранения и 
варианты скорости заморозки клеток МБТ [8–10].

Цель исследования – разработать технологию замо­
раживания и длительного хранения культур МБТ, кото­
рая позволит максимально сохранить жизнеспособность 
клеток, и определить ее место в технологическом про­
цессе работы микробиологической лаборатории.

Материалы и методы

Работа была проведена в научном отделе микро­
биологии и доклинических исследований Уральского 
НИИ фтизиопульмонологии – филиала ФГБУ «НМИЦ 
ФПИ» Минздрава России. Для определения оптималь­
ных условий хранения культур МБТ был поставлен экс­
перимент, схема которого приведена на Рисунке 1. 
Из музейной культуры Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv ТМС#102 ГНИИ им. Тарасевича, выращенной 
в течение трех недель на плотной питательной среде 
Левенштейна – Йенсена, была приготовлена  суспензия 
с концентрацией микробных тел (м.т.) 1,5 × 108/мл 
(0,5 по МакФарланд). Одну часть суспензии гото­
вили с использованием 0,9% раствора NaCl, вторую 
часть – с использованием жидкой питательной среды 
Миддлбрука 7H9. Контроль фактического количества 
живых клеток в приготовленных суспензиях оцени­
вали путем высева 100 мкл суспензии из разведения 
с концентрацией 103 м.т./мл на плотную питательную 
среду Левенштейна – Йенсена в трех повторах. Через 
21 день производили подсчет числа выросших коло­
ний. Приготовленную суспензию вносили в криопро­
бирки объемом до 1 мл, содержащие 0,9% раствор 
NaCl или среду Миддлбрука 7H9 соответственно, 
с добавлением глицерина в различных концентра­
циях (0%, 4,0%, 20,0%, 50,0% по конечному объему). 
Конечный объем суспензии в каждой криопробирке 
составлял 0,8 мл. Всего было приготовлено по 6 про­
бирок с каждым вариантом состава среды. По 3 про­
бирки с каждым вариантом состава среды помещали 
в  криозамораживатель CoolCell, который загружали в 
морозильную камеру MDF­U53V, Sanyo при темпера­
туре ­80°С, обеспечивая постепенную скорость замо­
розки 1°С/мин. Оставшиеся пробирки помещали в ту 
же морозильную камеру в обычном штативе.

Через 10 мес. хранения все пробирки были из­
влечены из морозильной камеры и разморожены при 
комнатной температуре. Из каждой пробирки были 
приготовлены серии десятикратных разведений и про­
изведен высев на питательную среду Левенштейна – 
Йенсена по 100 мкл суспензии МБТ без разведения 
(с концентрацией МБТ до заморозки 108 м.т./мл) и трех 
ее разведений в 4–6 раз, что соответствовало  концен­
трациям МБТ до заморозки 102, 103, 104 м.т./мл (по­
севная доза 107, 103, 102 и 101 м.т./пробирка) в трех 
повторах для каждой криопробирки. Посевы инкуби­
ровали при 37°С в течение 21 дня, после чего про­
изводили подсчет колониеобразующих единиц (КОЕ). 
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Оставшиеся части клеточных суспензий из криопроби­
рок с концентрацией 104 были использованы для выде­
ления ДНК M. tuberculosis (по 100 мкл суспензии, три 
повтора) и проведения количественной ПЦР с исполь­
зованием набора «Амплитуб­РВ» («Синтол», Россия), с 
предварительной инкубацией при комнатной темпера­
туре в растворе «Амплитуб­Преб» («Синтол», Россия) в 
течение 1 ч.

Эффективность выбранного способа хранения оце­
нивали по доле живых клеток, оставшихся после раз­
мораживания суспензий (общее количество клеток по 
данным ПЦР/количество КОЕ на среде Левенштейна – 
Йенсена). Для оценки статистической значимости раз­
личий рассчитывали 95% доверительный интервал для 
доли, при перекрывании доверительных интервалов 
различия между группами считали статистически незна­
чимыми.

Результаты

Оценка интенсивности роста МБТ на плотной пита­
тельной среде Левенштейна – Йенсена показала, что 
до заморозки концентрация МБТ в исходной суспензии 
соответствовала расчетному значению 7 × 108 м.т./мл. 
После размораживания при посеве исходной суспензии 
с максимальной концентрацией МБТ (до заморозки – 
7 × 108 м.т./мл) наблюдался сплошной рост МБТ во всех 
пробирках, независимо от условий заморозки и хране­
ния. Подсчет КОЕ удалось произвести при посевной 
дозе 102–103 м.т./пробирка. Чтобы сопоставить резуль­
таты и произвести расчет доли жизнеспособных клеток, 
количественная ПЦР была проведена только из проби­
рок с разведениями 104 м.т./мл, что соответствовало 
дозе 103 м.т./пробирка. Полученные результаты пока­
зали, что после хранения культур при различных усло­

Рисунок 1. Схема эксперимента по подбору оптимальных условий для длительного хранения культур МБТ

Таблица 1. Результаты оценки жизнеспособности клеток МБТ при разных условиях заморозки

Среда
Доля жизнеспособных клеток в % (95% ДИ)

0,9% NaCl Миддлбрука 7H9

Концентрация глицерина 0% 4,0% 20,0% 50,0% 0% 4,0% 20,0% 50,0%

Заморозка быстрая
­80°С

2,8  
(0,45–5,5)

6,8
(3,5–14,7)

16,9  
(8,6–42,4)

4,5  
(1,2–12,7)

2,9 
(1,3–18)

2,4 
(1,2–6,9)

9,8 
(5,9–17,8)

4,7 
(2,4–12)

Криозамораживатель
­80°С, 1°С/мин

8,7  
(2,1–21,2)

5,6  
(2,7–11,4)

4,2  
(2,6–7,5)

1,6  
(0,97–3,2

1,8 
(0,08–3,7)

2,8 
(1,3–9,3)

1,2 
(0,77–2,3)

1,5
(0,8–2,8)
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виях жизнеспособными остаются от 1,2% до 16,9% кле­
ток МБТ (Таблица 1). Наибольший процент живых клеток 
МБТ – 16,9% (95% ДИ 8,6–42,4%) – был выявлен в ус­
ловиях заморозки без криозамораживателя в 0,9% рас­
творе NaCl с добавлением глицерина (20,0% объемная 
доля). Однако статистически значимых различий этого 
показателя не было выявлено и при использовании 
среды, содержащей 0,9% раствор NaCl с добавлением 
4,0% или 50,0% глицерина, а также среды Миддлбрука 
7Н9 с глицерином и без него. Использование криоза­
мораживателя значимо снижало жизнеспособность кле­
ток в средах, содержащих высокие концентрации гли­
церина. 

Обсуждение

Согласно Федеральным клиническим рекомендациям 
[11], основными методами выделения МБТ является куль­
тивирование на плотной (среда Левенштейна – Йенсена) 
и жидкой (среда Миддлбрука 7Н9 с использованием 
анализатора BACTEC MGIT 960/320) питательных сре­
дах с последующим определением лекарственной чув­
ствительности выделенной культуры методом абсо­
лютных концентраций (плотные среды) и/или методом 
пропорций (жидкие среды). На наш взгляд, процедура 
отбора образцов для хранения должна быть встроена в 
процесс рутинной работы лаборатории с учетом ее осо­
бенностей. Анализируя результаты, полученные в экспе­
рименте по заморозке и хранению культур, можно за­
ключить, что несколько вариантов условий будут иметь 
одинаковый результат. Для надежного сохранения об­
разца необходимо обеспечить исходно высокую концен­
трацию клеток. Таким образом, для заморозки и хране­
ния культур МБТ, выращенных на плотной питательной 
среде, оптимальным вариантом является среда, состоя­
щая из 0,9% раствора NaCl с добавлением глицерина 

(20,0% объемная доля), поскольку этот способ не тре­
бует дорогостоящих компонентов (среды Миддлбрука), 
при этом обеспечивая достаточно высокий уровень со­
хранения жизнеспособности культуры. Пробирки сле­
дует помещать в морозильную камеру при температуре 
­80°С без использования криозамораживателя. При ис­
пользовании метода абсолютных концентраций отбор 
суспензии клеток МБТ наиболее рационально произ­
водить во время проведения теста лекарственной чув­
ствительности, при этом для заморозки следует исполь­
зовать готовую суспензию МБТ, имеющую наибольшую 
концентрацию возбудителя и оставшуюся после опреде­
ления его лекарственной чувствительности.

В случае получения культуры МБТ из клинического 
образца на жидкой питательной среде необходимо 
оставить пробирку в термостате еще на 2 недели для 
получения более массивного роста, после чего следует 
произвести отбор осадка (центрифугирование в течение 
15 мин. при 1500 об/мин) в криопробирку с 0,9% NaCl 
с добавлением глицерина (20,0% объемная доля).

Использование криопробирок объемом до 1 мл по­
зволяет сохранить достаточное количество культуры, 
при этом экономится место в морозильной камере по 
сравнению с использованием стандартных криопроби­
рок до 2 мл.

Для заполнения паспорта замороженной культуры 
необходимо иметь данные о спектре ее лекарственной 
устойчивости. Выявление в ДНК МБТ мутаций, ассоци­
ированных с устойчивостью к антимикробным препа­
ратам, в случае достаточного количества ДНК в пробе 
можно осуществить непосредственно из клинического 
материала. Если из клинического образца генетические 
исследования на предыдущих этапах не были проведены 
по причине недостаточной бактериальной нагрузки в 
пробе, то при отборе культуры для хранения в биобанке 
также необходимо провести отбор части  суспензии для 

Рисунок 2. Алгоритм работы с клиническими изолятами МБТ для определения их лекарственной  
чувствительности и хранения в биобанке
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выделения ДНК и проведения необходимых генетичес­
ких исследований. Повторный отбор культур для хране­
ния в биобанке необходимо производить каждые 3 ме­
сяца в случае сохраняющегося бактериовыделения или 
в случае получения от одного пациента изолятов из раз­
ных локализаций туберкулезного процесса, вне зависи­
мости от времени их выделения. Описанный алгоритм 
отбора и хранения образцов представлен на Рисунке 2.

Заключение

Для проведения текущих и будущих исследований во 
фтизиатрии необходимо создание и поддержание кол­
лекции культур МБТ, полученных от пациентов, больных 
туберкулезом. В ходе настоящей работы были опреде­

лены оптимальные условия для хранения культур МБТ: 
среда для заморозки и хранения клеток МБТ, состоящая 
из 0,9% раствора NaCl с добавлением 20,0% глицерина 
(объемная доля) и заморозка при ­80°С без использо­
вания криозамораживателя. Сохранение культуры 
M. tuberculosis должно стать обязательным этапом ру­
тинной работы микробиологической лаборатории фти­
зиатрической службы.

Исследование выполнено в рамках государственного 
задания на выполнение НИР «Создание биобанка мико-
бактерий туберкулеза (культур, ДНК) и образцов тканей 
пациентов, больных туберкулезом и коинфекцией ВИЧ/
туберкулез», регистрационный № НИОКТРАААА-А18-1
18072390015-9.
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