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Цель исследования: изучить динамику изменений в микробиоте легких у инбредных мышей C57BL/6 после аэрогенного 
инфицирования M. tuberculosis в модели экспериментального туберкулеза.
Материалы и методы. Настоящая работа выполнена на 20 самках мышей инбредной линии C57BL/6, массой 20–22 грамм, 
которые были заражены в аэрозольной камере Glas-Col (США) культурой Мtb вирулентного штамма H37Rv в дозе 
400 КОЕ/легкое. Морфологическую и микробиологическую оценку состояния легких проводили до (день 0) (n=5) и че-
рез 7 (n=5), 30 (n=5) и 60 (n=5) дней после инфицирования. Полученные результаты подвергали статистической обработке 
с использованием теста ANOVA и Стьюдент t-теста. 
Результаты. Через 7, 30 и 60 дней после аэрозольного инфицирования M. tuberculosis, на фоне последовательных морфоло-
гических и микробиологических изменений, характерных для модели экспериментального туберкулеза, нами установлен 
дисбаланс бактериальной флоры в микробиоте легких. До заражения Mtb регистрировали скудный биотоп с преобладанием 
лактобацилл – Lactobacillus murinus, Lactobacillus apodeme. Через 7, 30 и 60 дней после инфицирования Mtb регистрировали 
последовательные изменения в виде увеличения количества и разнообразия бактериального сообщества. Наиболее показа-
тельными маркерами регистрируемого дисбаланса были: Streptococcus thoraltensis, Streptococcus acidominiminus, Arthrobacter 
crystallopoietes, Staphylococcus hominis, Micrococcus luteus.

Заключение. Туберкулезная инфекция является значимым фактором, воздействующим на состояние микробиоты легких. 
С увеличением длительности инфицирования Mtb в легких мышей C57BL/6 формируется дисбаланс бактериальной флоры, 
сопровождающийся характерным тканевым воспалением и нарастанием микобактериальной нагрузки.
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The objective: to study the changes in the lung microbiota in inbred C57BL/6 mice after aerogenic infection with M. tuberculosis 
in an experimental tuberculosis model.
Subjects and Methods. This study was carried out on 20 female mice of inbred line C57BL/6 weighing 20-22 grams which 
were infected in a Glas-Col aerosol chamber (USA) with the culture of M. tuberculosis of virulent strain H37Rv at the dose 
of 400 CFU/lung. Morphological and microbiological assessment of the lungs state was performed before (day 0) (n=5) and 7 (n=5), 
30 (n=5) and 60 (n=5) days after the infection. The results obtained were subjected to statistical processing using ANOVA test 
and Student t-test. 
Results. 7, 30, and 60 days after aerosol infection with M. tuberculosis against the background of successive morphological and 
microbiological changes typical of the experimental tuberculosis model, we established an imbalance of bacterial population 
in the lung microbiota. Before infection with M. tuberculosis, a scanty biotope was recorded with a predominance of lactobacilli – 
Lactobacillus murinus, Lactobacillus apodeme. 7, 30 and 60 days after infection with M. tuberculosis, consistent changes were recorded, 
such as increase in the number and diversity of the bacterial population. The most indicative markers of the recorded imbalance were: 
Streptococcus thoraltensis, Streptococcus acidominiminus, Arthrobacter crystallopoietes, Staphylococcus hominis, Micrococcus luteus.

Key words: microbiota, tuberculosis infection, inbred mice, pathological changes in the lungs
Conclusion. Tuberculosis infection is a significant factor affecting the state of the lung microbiota. With increased duration of the 
infection with M. tuberculosis, imbalance of the bacterial flora is formed in the lungs of C57BL/6 mice, accompanied by characteristic 
tissue inflammation and growing mycobacterial load.
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Введение

До недавнего времени в профильной литерату-
ре часто встречалось утверждение о стерильности 
легких [3]. В настоящее время эта парадигма уста-
рела, имеется достаточное количество публикаций, 
доказывающих обратное. Актуальным становит-
ся понятие «микробиота легких», обозначающее 
симбиотические взаимоотношения определенных 
видов микроорганизмов [5, 6, 8]. Состав микробио-
ты легких определяется балансом трех факторов: 
поступлением (иммиграцией) микробов в респи-
раторные пути в процессе вдыхания, удалением 
(элиминацией) микробов из дыхательных путей 
с кашлем и коэффициентом колонизации микробов 
в зависимости от созданных условий в биотопе лег-
ких [9]. Изменения в микробиоте легких являются 
следствием дисбаланса названных факторов.

 Туберкулез как тяжелое инфекционное заболе-
вание, поражающее дыхательные пути, также вли-
яет на состояние микробиоты легких [7]. Однако 
в клинических исследованиях сложно дифференци-
ровать количественные и качественные изменения 
внутривидового состава микробиоценоза верхних 
и нижних дыхательных путей ввиду ограничен-
ности и избирательности взятия биологического 
материала (мокроты, бронхоальвеолярного лава-
жа, операционного материала). Поэтому экспери-
ментальные исследования, посвященные влиянию 
M. tuberculosis на состояние легочной микробиоты 
и сопряженные с этим морфологические и микро-
биологические изменения, представляют несомнен-
ную научную актуальность и расширяют представ-
ления о патогенезе туберкулеза органов дыхания. 

Цель исследования

Изучение динамики изменений в микробиоте 
легких у инбредных мышей C57BL/6 после аэро-
генного инфицирования M. tuberculosis в модели 
экспериментального туберкулеза.

Материалы и методы

Настоящая работа выполнена на 20 самках мы-
шей инбредной линии C57BL/6 питомника лабо-
раторных животных ФГБНУ «ЦНИИТ». Мыши 
до и после заражения содержались в специальных 
вентилируемых шкафах. 

 Самки массой 20–22 грамма были зараже-
ны в аэрозольной камере Glas-Col (США) дозой 
400 КОЕ/легкое. Количество микобактерий в небу-
лайзере для получения нужной дозы заражения было 
отработано заранее, и реальная доза была определе-
на посевом гомогенатов легких отдельных 5 мышей 

на следующий день после заражения. Культура Мtb 
вирулентного штамма H37Rv была приготовлена 
заранее [10]. Временные интервалы для микробио-
логического и морфологического исследования лег-
ких были следующими: до инфицирования (день 0) 
(n=5), через 7 (n=5), 30 (n=5) и 60 (n=5) дней по-
сле инфицирования M. tuberculosis. Для морфо- 
логического исследования одно легкое каждой 
мыши помещали в 10% формалин. Из фиксирован-
ных образцов были приготовлены срезы и окраше-
ны гематоксилин-эозином. Для микробиологиче-
ского исследования другое легкое каждой мыши 
помещали в 2 мл фосфатного буфера и гомогенизи-
ровали. Серийные 10-кратные разведения наносили 
на чашки Петри с агаром Дюбо. Помещали в термо-
стат при температуре 37°С, колонии подсчитывали 
через 18–20 дней.

Изучение состава микробиоты легких мышей 
проводили культуральным методом, с посевом 
на селективные и неселективные питательные 
среды и инкубированием их в аэробных и микро-
аэрофильных условиях. Посев 25 мкл гомогената 
из легких мышей проводили стандартным методом 
серийных разведений с последующим высевом на 
плотные питательные среды [2, 4]. Для исследо-
вания брали все полученные изоляты микроор-
ганизмов и проводили их идентификацию с по-
мощью времяпролетной масс-спектрометрии 
с матрично-активированной лазерной десорбцией/ 
ионизацией (MALDI-TOF-MS) (Maldi Biotyper 
Microflex LT, Bruker, Германия). Чувствительность 
метода протеомного анализа, выполненного с помо-
щью MALDI-TOF MS (времяпролетная масс-спек-
трометрия с матрично-активированной лазерной 
десорбцией/ионизацией), в идентификации раз-
личных микроорганизмов относительно референс- 
метода секвенирования рибосомальной РНК высо-
ка и составляет от 95,8% до 99,9%.

Количество микроорганизмов в 1 мл биологиче-
ской пробы (суспензии) рассчитывали по методу 
Коха [1]. Далее проводили 10-кратные серийные 
разведения гомогената, помещали в чашки Петри 
с агаром Дюбо и помещали в термостат при темпе-
ратуре 37°С. Через 18–20 дней подсчитывали коли-
чество визуально наблюдаемых колоний и опреде-
ляли соотношение КОЕ в легком. Статистическую 
обработку результатов проводили с помощью теста 
ANOVA и Стьюдент t-теста. 

Результаты исследования

 Нами изучены результаты микробиологического 
исследования гомогената легких у мышей C57BL/6  
до и после аэрозольного инфицирования M. tuber- 
culosis. Установлено прогрессивное, статистически 
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значимое повышение КОЕ с увеличением длитель-
ности временного периода до, через 7, 30 и 60 дней 
после заражения было (5.0±1.0)x103; (4.2±0.3)x105  
(р=0.02) и (4.2±0.3)x105 (р=0.02) (табл. 1). 

Морфологическое исследование легких мы-
шей C57BL/6 до аэрозольного инфицирования 
M. tuberculosis – без особенностей (фото 1).

Мы изучали динамику КОЕ микобактерий в лег-
ких через 7 дней, 30 дней и 60 дней, но гистоло-
гическое исследование через 7 дней не проводили, 
поскольку через такой короткий срок никаких зна-
чимых изменений нет.

Через 30 дней после заражения Mtb выявляли 
располагающиеся преимущественно субплевраль-
но очаги инфильтрации, четко отграниченные 
от окружающей неповрежденной легочной ткани. 
Очаги инфильтрации были представлены плотным 
скоплением мононуклеарных клеток с округлыми 

ядрами, незначительным количеством эпителиоид-
ных мононуклеаров, имеющих ядра более вытяну-
той формы, и окружением ателектатических участ-
ков ткани легкого. Межальвеолярные перегородки 
в этих участках были несколько утолщены за счет 
набухания ткани и инфильтрации мононуклеара-
ми. Вне зон описанных патологических изменений 
ткань легких была без изменений (фото 2, 3).

Через 60 дней после аэрозольного инфицирова-
ния Mtb выявляли плотные очаги инфильтрации 
легочной ткани с мононуклеарами, окруженные 
ателектатическими участками, в которых отмечали 
небольшие диффузно расположенные «гнездные» 
скопления пенистых макрофагов (фото 4, 5).

Фото 1. Микроскопическая картина ткани  
легкого незараженных мышей. Увеличение x10. 
Окраска гематоксилином и эозином 
Photo 1. Microscopic appearance of the lung tissue of uninfected 
mice. Magnification x10. Stained by hematoxylin and eosin

Фото 2. Микроскопическая картина ткани 
легкого мышей через 30 дней после аэрозольного 
инфицирования. Увеличение x10.  
Окраска гематоксилином и эозином 
Photo 2. Microscopic appearance of the lung tissue of mice 30 days 
after aerosol infection. Magnification x10. Stained by hematoxylin 
and eosin

Фото 3. Микроскопическая картина ткани легкого 
через 30 дней после заражения. Увеличение x20. 
Окраска гематоксилином и эозином 
Photo 3. Microscopic appearance of the lung tissue 30 days  
after infection. Magnification x20. Stained by hematoxylin 
and eosin

Таблица 1. Результаты микробиологического 
исследования легких мышей C57BL/6 до и после 
аэрозольного заражения Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv  (КОЕ/легкое)
Table 1. Results of microbiological examination the lungs of C57BL/6  
mice before and after aerosol challenge with Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv (CFU/lung)

Время  
после заражения 
M. tuberculosis

Результаты  
микробиологического  

исследования гомогената  
легких (КОЕ/легкое), M±SD

Достоверность  
отличий

До заражения Роста нет –

Через 7 дней (5,0±1,0)х103 –

Через 30 дней (4,2±0,3)х105 с КОЕ 7 дней р=0,02

Через 60 дней (8,4±0,6)х105 с КОЕ 7 дней р=0,02

Примечание. Статистический анализ был выполнен  
с использованием метода вариационной статистики ANOVA  
и t-теста Стьюдента с поправкой Бонферрони.
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Нами изучены результаты оценки микробиоты 
легких мышей до и после аэрозольного инфицирова-
ния M. tuberculosis. В группе незараженных мышей 
у одной из пяти не было обнаружено флоры, у дру-
гих выявлены лактобациллы (Lactobacillus murinus, 
Lactobacillus apodeme) в количестве от 4x102 до 4x106 
КОЕ, Enterococcus faecalis и Bacillus oceanisedimints. 
Через 7 дней после инфицирования число и раз-
нообразие различных представителей бактериаль-
ной флоры значительно увеличивается. Появля-
ются стрептококки четырех видов (Streptococcus 
agalactiae, Streptococcus thoraltensis, Streptococcus 
acidominiminus, Streptococcus mitis), Redenbacher 

pneumotropicus, Arthrobacter crystallopoietes. Через 
30 дней после инфицирования состояние легочной 
микробиоты соответствует таковому до заражения 
Mtb, с меньшими количественными показателями 
бактериального сообщества. Через 60 дней после за-
ражения наблюдали максимальное количественное 
и качественное увеличение и разнообразие предста-
вителей легочного биотопа, с идентификацией ста-
филококков двух видов (Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus hominis), стрептококков и микрокок-
ков (Micrococcus luteus). 

Таким образом, у мышей C57BL/6 в модели экспе-
риментального туберкулеза имеется последователь-
ное изменение микробиоты легких. До аэрозольного 
заражения M. tuberculosis легочный микробиоценоз 
характеризуется скудным количеством и одно- 
образием бактериальной флоры. Однако через 7, 30 

Таблица 2. Динамика изменения легочной микробиоты 
у мышей C57BL/6 до и после аэрозольного заражения 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (КОЕ/мл)
Table 2. Changes in the lung microbiota in C57BL/6 mice before and after 
aerosol infection with Mycobacterium tuberculosis H37Rv (CFU/ml)

Дата  
исследования

Номер  
животного

Вид выделенного  
микроорганизма КОЕ/мл

До заражения

1 Роста микроорганизмов 
не получено –

2 Lactobacillus murinus, 
Lactobacillus apodemi

4,0 х 106

4,0 х 106

3 Lactobacillus murinus 4,0 х 106

4 Lactobacillus murinus, 
Enterococcus faecalis

4,0 х 102

2,0 х 102

5 Bacillus oceanisediminis 4,0 х 106

Через 7 дней 

6
Lactobacillus murinus, 

Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus thoraltensis

4,0 х 106

4,0 х 102

4,0 х 104

7 Arthrobacter crystallopoietes 1,2 х 104

8
Streptococcus thoraltensis

Streptococcus acidominiminus
Lactobacillus garvicae

8,0 х 104

8,0 х 105

4,0 х 102

9 Redenbacher pneumotropicus 4,0 х 102

10
Lactobacillus murinus,

 Lactobacillus aposemi, 
Streptococcus mitis

4,0 х 102

4,0 х 104

1,0 х 102

Через 30 дней

11 Lactobacillus murinus 4,0 х 102

12 Lactobacillus murinus
Microccocus luteus

4,0 х 102

8,0 х 102

13 Lactobacillus murinus 4,0 х 102

14 Lactobacillus murinus, 4,0 х 102

15 Arthrobacter crystallopoietes 8,0 х 102

Через 60 дней

16
Lactobacillus murinus, 

Streptococcus agalactiae, 
Penibacillus phoenicis

4,0 х 102

1,0 х 102 
2,0 х 102

17 Lactobacillus murinus, 
Staphylococcus epidermidis

2,0 х 101

2,0 х 102

18 Lactobacillus murinus, 
Lactobacillus aposemi

101

1,0 х 102

19

Staphylococcus hominis, 
Lactobacillus murinus, 
Lactobacillus aposemi, 

Streptococcus thoraltensis, 
Micrococcus luteus

4,0 х 102

101 
101 
101 

2,0 х 102 

20 Streptococcus mitis 3,0 х 102 

Фото 4. Микроскопическая картина ткани  
легкого через 30 дней после аэрозольного 
инфицирования. Увеличение x2,5.  
Окраска гематоксилином и эозином 
Photo 4. Microscopic appearance of the lung tissue 30 days  
after aerosol infection. Magnification x2,5.  
Stained by hematoxylin and eosin

Фото 5. Микроскопическая картина ткани  
легкого через 60 дней после заражения мышей.  
Увеличение x40. Окраска гематоксилином  
и эозином 
Photo 5. Microscopic appearance of the lung tissue 60 days  
after infection in mice. Magnification x40.  
Stained by hematoxylin and eosin
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и 60 дней после инфицирования Mtb регистриро-
вали последовательные изменения в виде увели-
чения количества и разнообразия бактериального 
сообщества. Наиболее показательными маркерами 
регистрируемого дисбаланса были: Streptococcus 
thoraltensis, Streptococcus acidominiminus, Arthrobacter 
crystallopoietes, Staphylococcus hominis, Micrococcus 
luteus (табл. 2).

Заключение

Туберкулезная инфекция является значимым 
фактором, воздействующим на состояние микро- 
биоты легких. С увеличением длительности инфи-
цирования Mtb в легких мышей C57BL/6 форми-
руется дисбаланс бактериальной флоры, сопрово-
ждающийся характерным тканевым воспалением 
и нарастанием микобактериальной нагрузки.
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