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Оптимизация состава питательной среды и изучение стадий 
роста изолята «Калуга 2020» Mycoplasma bovis

РЕЗЮМЕ
Mycoplasma bovis является одним из возбудителей микоплазмозов крупного рогатого скота, вызывающим респираторные болезни, мастит, артрит 
и кератоконъюнктивит. В статье представлены результаты исследования по оптимизации компонентного состава питательной среды для культиви-
рования изолята «Калуга 2020» Mycoplasma bovis, а также изучения стадий роста возбудителя. Для определения активности микоплазм использовали 
метод измерения цветоизменяющих единиц и культуральный метод с подсчетом колониеобразующих единиц. Установлено, что при культивировании 
в оптимизированной питательной среде на основе модифицированного бульона Хейфлика микроорганизм вступает в фазу логарифмического роста по 
истечении первых 24 ч роста, через 72 ч культура микоплазм переходит в стабильный период, а через 84 ч регистрируется фаза спада. Влияние про-
центного содержания глюкозы, свежего дрожжевого экстракта и сыворотки крови лошади в питательной среде на накопление изолята «Калуга 2020» 
Mycoplasma bovis оценивали с использованием метода «один фактор за раз». Было установлено, что наибольшее влияние на накопление микоплазм 
оказывало содержание в питательной среде таких факторов роста, как свежий дрожжевой экстракт и сыворотка крови лошади (p < 0,05), в то время 
как изменение количества глюкозы не стимулировало рост Mycoplasma bovis. В результате проведенных исследований определен подходящий состав 
и подобрано оптимальное содержание факторов роста в среде для культивирования изолята «Калуга 2020» Mycoplasma bovis: 12,5% свежего дрожжевого 
экстракта и 25% сыворотки крови лошади. Применение оптимизированной питательной среды на основе модифицированного бульона Хейфлика по-
зволило увеличить накопление биомассы микоплазм в 5 раз (3,98 × 109 КОЕ/мл) по сравнению со стандартной средой (0,79 × 109 КОЕ/мл).

Ключевые слова: Mycoplasma bovis, крупный рогатый скот, изолят «Калуга 2020», оптимизация, питательные среды, колониеобразующие едини-
цы (КОЕ), цветоизменяющая единица (ЦИЕ), биологическая активность
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определением клеточных концентраций аденозинтри­
фосфата (АТФ) с помощью люминометрии люциферин­
люциферазы и др. [15].

Целью исследования явилось изучение динамики 
роста M.  bovis при культивировании in vitro и  опти­
мизация компонентного состава питательной среды 
Хейфлика.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изолят. В работе использовали изолят «Калуга 2020» 

M. bovis, выделенный в 2020 г. из проб биологического 
материала, отобранных от телят с клиническими при­
знаками респираторной патологии. Идентификацию 
изолята M.  bovis проводили методом полимеразной 
цепной реакции в реальном времени.

Питательные среды. В качестве стандартной жид­
кой питательной среды использовали модифициро­
ванный бульон Хейфлика [16]. Для его приготовления 
применяли BBLTM Mycoplasma Broth Base  (BD, США). 
Основу бульона BBLTM Mycoplasma в количестве 20 г 
растворяли в 1 л дистиллированной воды, тщательно 
перемешивали и стерилизовали автоклавированием 
при температуре (121 ± 0,5) °С в течение 15 мин, по­
сле чего охлаждали до (50 ± 2) °С. На 100 мл среды до­
бавляли 20 мл ненагретой сыворотки крови лошади, 
0,5 мл 40%­го раствора глюкозы, 10 мл свежего 25%­го 
раствора дрожжевого экстракта, 1,5 мл 0,5%­го раство­
ра фенолового красного, 1 мл раствора пенициллина 
(200 000 ЕД/мл) и 0,04 мл 10%­го раствора ацетата тал­
лия. Параметр pH готового бульона доводили до 7,8 ед. 
с помощью 1,0 M раствора NaOH.

Для приготовления твердой питательной среды 
к модифицированному бульону Хейфлика добавляли 
6,7  г агара BactoTM Agar (BD, США). После автоклави­
рования полуфабрикат охлаждали до  температуры 

ВВЕДЕНИЕ
Возбудитель микоплазмозов крупного рогатого 

скота – Mycoplasma bovis (M. bovis) – широко распро­
странен во всем мире, в том числе в Российской Феде­
рации [1, 2]. Данный патоген является одним из этио­
логических агентов респираторных болезней крупного 
рогатого скота, он также вызывает такие заболевания, 
как мастит, артрит и кератоконъюнктивит [3, 4]. 

Впервые M.  bovis была выделена в  США в  1961  г. 
от крупного рогатого скота с тяжелой формой масти­
та [5, 6]. Считается, что на долю M. bovis приходится от 
четверти до трети всех экономических потерь от респи­
раторных заболеваний в животноводстве [7].

Лабораторная диагностика микоплазмозов крупно­
го рогатого скота включает культуральные, серологиче­
ские и молекулярные методы исследования [8, 9]. При 
этом выделение возбудителя путем культивирования 
на питательных средах – один из самых надежных мето­
дов диагностики заболевания. В настоящее время для 
культивирования M. bovis широко используют различ­
ные виды питательных сред, в том числе Хейфлика [10], 
модифицированный PPLO [11], Eaton’s [12] и другие.

Оптимизация состава питательной среды является 
одним из важнейших аспектов для усовершенствова­
ния технологии культивирования микоплазм, в  том 
числе и  при проведении диагностических исследо­
ваний методом выделения [13]. При этом сложность 
компонентного состава питательных сред и длитель­
ный период роста микоплазм обусловливает необхо­
димость проведения многоэтапных исследований [14].

Определение скорости роста и  активности мико­
плазм проводят несколькими методами: измерением 
цветоизменяющих единиц (ЦИЕ), подсчетом колоние­
образующих единиц  (КОЕ), измерением мутности, 
восстановлением солей тетразолия до формазана, 

SUMMARY
Mycoplasma bovis is considered one of bovine mycoplasmosis pathogens responsible for respiratory diseases, mastitis, arthritis and keratoconjunctivitis. The paper 
presents results of the study on optimizing the component composition of the culture medium for Mycoplasma bovis “Kaluga 2020” isolate, as well as the study of 
this pathogen’s growth stages. The color-changing units assay and the culture method combined with colony-forming unit quantification were used for determi-
nation of Mycoplasma activity. It was found that when cultured in an optimized nutrient medium based on modified Hayflick broth, the microorganism enters a 
logarithmic growth phase after first 24 hours of growth, in 72 hours the Mycoplasma culture enters a stability phase, and a decline phase is recorded in 84 hours. 
The effect of percentage content of glucose, fresh yeast extract and horse serum in the nutrient medium on accumulation of Mycoplasma bovis “Kaluga 2020” isolate 
was evaluated using the one-factor-at-a-time approach. It was found that the greatest effect on Mycoplasma accumulation was exerted by such growth factors 
as fresh yeast extract and horse serum in the nutrient medium (p < 0.05), while changes in the amount of glucose did not stimulate Mycoplasma bovis growth. 
Based on results of the conducted studies, the appropriate composition was determined and the optimal content of growth factors in the medium for culturing 
Mycoplasma bovis “Kaluga 2020” isolate was selected: 12.5% of fresh yeast extract and 25% of horse serum. The use of the optimized nutrient medium based on 
modified Hayflick broth allowed 5-fold increase in accumulation of Mycoplasma biomass (3.98 × 109 CFU/ml) compared to the standard medium (0.79 × 109 CFU/ml).
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(50 ± 2) °С, после чего вносили дополнительные компо­
ненты среды согласно описанной выше прописи. Под­
готовленную питательную среду разливали по чашкам 
Петри, охлаждали до полного затвердевания и хранили 
при температуре (4 ± 2) °С.

Определение активности изолята «Калуга  2020» 
M. bovis. Для определения активности микоплазм ис­
пользовали методы измерения ЦИЕ и культуральный 
с подсчетом КОЕ. В солевом растворе Хенкса готови­
ли ряд десятикратных последовательных разведений 
суспензии, содержащей изолят «Калуга 2020» M. bovis 
(10­1–10­5). По 10 мкл микробной суспензии из каждого 
разведения высевали на поверхность твердой пита­
тельной среды в  трех повторностях. Посевы культи­
вировали в термостате при температуре (37 ± 0,5) °С 
в присутствии 5% CO2 в течение 9 сут. Учет результатов 
титрования проводили путем подсчета количества оди­
ночных колоний, высчитывая среднее количество КОЕ 
в 10 мкл наибольшего разведения суспензии, в кото­
ром наблюдался рост колоний M. bovis. Полученный ре­
зультат использовали для вычисления количества КОЕ 
в 1 мл исходной суспензии испытуемого материала.

Оценку активности изолята «Калуга 2020» M. bovis 
с  использованием метода измерения цветоизменя­

ющих единиц [17, 18] проводили в 96­луночных куль­
туральных планшетах. В первых лунках планшета сме­
шивали 20 мкл исходной суспензии M. bovis со 180 мкл 
модифицированного бульона Хейфлика с феноловым 
красным, далее приготовили серии десятикратных раз­
ведений исследуемой суспензии (10­1–10­10). В качестве 
контроля питательной среды использовали лунки без 
добавления M. bovis. Планшеты инкубировали при тем­
пературе (37 ± 0,5) °С в присутствии 5% CO2 в течение 
14  сут. Накопление продуктов метаболизма M.  bovis 
приводит к смещению pH в кислую сторону, что вызы­
вает изменение цвета индикатора с красного на жел­
тый. Учет изменения цвета питательной среды и опре­
деление активности M. bovis в культуральной суспензии 
проводили каждые 24 ч.

Концентрацию в ЦИЕ/мл (титр) определяли как мак­
симальное разведение содержащей M. bovis суспензии, 
в котором наблюдалось изменение цвета [19].

Контроль pH среды проводили с помощью рН­метра 
согласно инструкции по эксплуатации прибора.

Статистический анализ. Для анализа эксперимен­
тальных данных использовали программу Minitab/Sta­
tistics (версия 19.1, США). Полученные результаты были 
определены как достоверные (p < 0,05).
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Рис. 1. 3-суточная культура M. bovis на твердой 
питательной среде (увеличение 20×)

Fig. 1. 3-day-old M. bovis culture grown in solid nutrient 
medium (magnification 20×)

Рис. 2. 4-суточная культура M. bovis на твердой 
питательной среде (увеличение 40×)

Fig. 2. 4-day-old M. bovis culture grown in solid nutrient 
medium (magnification 40×)

Рис. 3. Фазы роста и накопление изолята «Калуга 2020» M. bovis при 
культивировании в модифицированном бульоне Хейфлика

Fig. 3. Growth phases and accumulation of M. bovis “Kaluga 2020” isolate 
when cultivated in modified Hayflick broth

Таблица 1
Корреляция биологической активности M. bovis и значения ЦИЕ
Table 1
Correlation between M. bovis biological activity and CCU value

Время
культивиро-

вания, ч

Изменение цвета 
среды

Биологическая 
активность микоплазм pH
lg КОЕ/мл lg ЦИЕ/мл

24 с красного на красно-
оранжевый 7,0 5,0 7,4

72 с красно-оранжевого 
на оранжевый 8,9 10,0 7,2

96 с оранжевого 
на оранжево-желтый 8,0 9,0 7,1

168 с оранжево-желтого  
на желтый 6,4 4,0 6,8

градиент изменения цвета питательной среды
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
При культивировании M. bovis на твердой модифи­

цированной среде Хейфлика наблюдали формиро­
вание колоний с неровными краями и приподнятой 
в виде соска серединой, что придает им вид «яичницы­ 
глазуньи» (рис. 1, 2).

Определение фаз роста и времени максимального 
накопления изолята «Калуга  2020» M.  bovis при куль-
тивировании в модифицированном бульоне Хейфлика. 
Культивирование изолята «Калуга 2020» M. bovis про­
водили при температуре (37 ± 0,5) °С в течение 10 сут, 
при этом каждые 24 ч отбирали пробы культуральной 
суспензии и  изучали активность M.  bovis методами 
титрования с подсчетом КОЕ (культуральный способ) 
и определения цветоизменяющих единиц. Результаты 
исследования показали, что культура изолята «Калу­
га 2020» входила в логарифмическую фазу роста по­
сле 24  ч культивирования и  максимальный уровень 
накопления биомассы микоплазм регистрировали 
к 72 ч, после чего наступала фаза спада со снижением 
биологической активности культивируемого матери­
ала (рис. 3).

Корреляция значений биологической активности 
микоплазм, определенных методом выявления цве-
тоизменяющих единиц и  культуральным способом. 
Анализ полученных результатов показал, что макси­
мальное накопление изолята наблюдалось на 72­й ч 
культивирования (8,9 lg КОЕ/мл). Указанное значение 
концентрации микоплазм коррелировало с изменени­
ем цвета питательной среды (10 lg ЦИЕ/мл), что соответ­
ствовало показателю рH, равному 7,2. При более дли­
тельном культивировании регистрировали снижение 
биологической активности культурального материала 
до 6,4 lg КОЕ/мл, что было сопоставимо с концентраци­
ей микроорганизмов, равной 4 lg  ЦИЕ / мл (табл. 1).

Определение оптимального состава питательной 
среды для культивирования изолята «Калуга  2020» 
M. bovis. На первом этапе работы устанавливали наи­
более значимые для накопления изолята «Калуга 2020» 
M. bovis компоненты модифицированной среды Хейф­
лика. Исследования проводили путем изменения стан­
дартного состава среды по трем компонентам: глюкоза, 
свежий дрожжевой экстракт и сыворотка крови лоша­
ди. При этом в каждой серии опытов изменяли про­
центное содержание только одного из трех компонен­
тов при сохранении стандартных параметров других 
факторов роста. 

Для определения влияния глюкозы на рост M. bo-
vis использовали питательную среду с содержанием 
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Рис. 4. Влияние различных компонентов питательной среды на накопление изолята «Калуга 2020» M. bovis

Fig. 4. Effect of various components of nutrient medium on accumulation of M. bovis “Kaluga 2020” isolate

Таблица 2
Влияние состава питательных сред на накопление изолята 
«Калуга 2020» M. bovis
Table 2
Effect of nutrient medium composition on accumulation  
of M. bovis “Kaluga 2020” isolate

Номер 
эксперимента

Содержание исследуемых компонентов lg КОЕ/
млсвежий дрожжевой экстракт, % сыворотка крови лошади, %

1 5,0 10 7,80

2 7,5 10 7,90

3 10,0 10 8,00

4 12,5 10 8,20

5 15,0 10 7,90

6 5,0 15 7,70

7 7,5 15 7,90

8 10,0 15 8,00

9 12,5 15 8,20

10 15,0 15 7,80

11 5,0 20 7,70

12 7,5 20 7,90

13 10,0 20 8,10

14 12,5 20 8,00

15 15,0 20 7,80

16 5,0 25 8,10

17 7,5 25 7,90

18 10,0 25 8,00

19 12,5 25 9,60

20 15,0 25 7,79

21 5,0 30 7,50

22 7,5 30 7,85

23 10,0 30 8,00

24 12,5 30 7,80

25 15,0 30 7,60
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 данного компонента в количестве 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 
1,25%, свежего дрожжевого экстракта – 5,0; 7,5; 10,0; 
12,5; 15,0%, сыворотки крови лошади – 10, 15, 20, 25, 
30%. Контроль изменения биологической активности 
микоплазм проводили путем подсчета КОЕ методом 
титрования.

Полученные результаты показали, что наибольшее 
значение для накопления M. bovis имеет содержание 
в  питательной среде двух факторов роста: свежего 
дрожжевого экстракта и сыворотки крови лошади, в то 
время как глюкоза не оказывает значительного влия­
ния (рис. 4).

Выявив наиболее значимые факторы роста пита­
тельной среды, необходимо было определить их опти­
мальное соотношение. Для этого провели испытания 
25 экспериментальных питательных сред с различным 
количеством указанных компонентов. Накопление 
M. bovis определяли методом титрования и выражали 
в lg КОЕ/мл.

Согласно данным таблицы  2, максимальная ак­
тивность M.  bovis (9,60  lg  КОЕ/мл) наблюдается при 
культивировании в питательной среде, содержащей 
12,5% свежего дрожжевого экстракта и 25% сыворот­
ки крови лошади.

Полученные результаты подтверждаются данными 
изменения биологической активности изолята «Калу­
га 2020» M. bovis при культивировании в стандартной 
и  оптимизированной питательной среде Хейфли­
ка (рис. 5).

Биологическая активность M. bovis при культивиро­
вании в оптимизированной среде в среднем составля­
ла 3,98 × 109 КОЕ/мл, что в 5 раз больше, чем при культи­
вировании в стандартной питательной среде Хейфлика 
(0,79 × 109 КОЕ/мл).

ОБС У ЖДЕНИЕ
На основании результатов проведенных исследова­

ний можно заключить, что существует связь между фа­
зой роста, накоплением микоплазм, показателем КОЕ 
и цветом питательной среды (ЦИЕ). 

Переход от красного к оранжевому соответствовал 
фазе экспоненциального роста микоплазм, а при дости­
жении ростового пика наблюдалось изменение цвета 
среды с красно­оранжевого на оранжевый. При даль­
нейшем культивировании цвет среды последователь­
но изменялся до оранжево­желтого и желтого, что со­
ответствовало фазе спада в результате лизиса клеток 
и истощения внутриклеточного запаса АТФ. Подобные 
результаты подтверждаются данными, опубликованны­
ми зарубежными коллегами [15, 20].

Известно, что культивирование микоплазм – про­
цесс трудоемкий [18] и поиск оптимальных сред для 
получения качественного биологического материала 
данных микроорганизмов имеет актуальное значение, 
в том числе и для производства средств специфиче­
ской иммунопрофилактики микоплазмозов [21].

Установлено незначительное влияние глюкозы 
на рост и накопление M. bovis, что согласуется с лите­
ратурными данными [22, 23].

Применение оптимизированной питательной сре­
ды на основе модифицированного бульона Хейфлика, 
содержащей 12,5% свежего дрожжевого экстракта 
и 25% сыворотки крови лошади, позволило увеличить 
накопление изолята «Калуга  2020» M.  bovis в  5  раз 
(3,98 × 109 КОЕ/мл) по сравнению со стандартной сре­
дой (0,79 × 109 КОЕ/мл). Результаты, полученные при 
проведении аналогичных исследований по оптимиза­
ции состава питательной среды для культивирования 
M. hyopneumoniae, свидетельствуют только о трехкрат­
ном увеличении накопления микоплазм по сравнению 
со стандартной средой [13, 24].

Изучение роста M. bovis, а также определение пери­
ода лог­фазы может сыграть важную роль в будущих ис­
следованиях по выделению микоплазм данного вида, 
культивированию и разработке вакцин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследований показали, что по исте­

чении первых 24 ч культивирования в жидкой среде 
изолят «Калуга 2020» M. bovis переходил в фазу лога­
рифмического роста и через 72 ч достигал максималь­
ного уровня накопления. При более длительном куль­
тивировании начиная с 84­го ч наступала фаза спада, 
а биологическая активность получаемого материала 
снижалась.

Установлено, что наибольшее влияние на накопле­
ние изолята «Калуга 2020» M. bovis при культивирова­
нии в питательной среде Хейфлика оказывали факторы 
роста – свежий дрожжевой экстракт и сыворотка крови 
лошади. Подобрано оптимальное содержание данных 
компонентов в среде культивирования – 12,5 и 25% 
соответственно. Оптимизированная питательная сре­
да на основе модифицированного бульона Хейфлика 
может быть использована для получения бактериаль­
ного материала с целью разработки диагностических 
препаратов и средств специфической профилактики 
заболеваний, вызванных M. bovis.
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