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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования и степень её разработанности. Воспаление 
представляет собой типичный патологический процесс с двуединой природой: с одной 
стороны, оно выполняет саногенетическую роль, а с другой – может приводить к 
патологическим изменениям. Одной из форм хронического воспаления является 
гранулёматозное, при котором формируются гранулёмы – структуры, состоящие из 
макрофагов и других иммунных клеток, окружающих патогены или инородные тела, 
устойчивые к фагоцитозу. Гранулёматозное воспаление характерно для ряда заболеваний и 
является ключевым компонентом иммунного ответа при инфекции, вызываемой 

Mycobacterium tuberculosis (МБТ) [Ramakrishnan, 2012]. При туберкулёзе (ТБ) гранулёмы 
служат барьером, ограничивающим распространение МБТ [Cronan, 2022]. На сегодняшний 
день накоплено значительное количество клинических и экспериментальных данных, 
указывающих на двойственную природу гранулём, которые могут не только ограничивать 
инфекцию, но и приводить к негативным последствиям, влияя на течение заболевания и его 
исход [Orme et al., 2014; Orme et al., 2015; Brighenti et al., 2018]. Эти данные стали основой 
для пересмотра роли гранулёматозного воспаления в патогенезе ТБ, акцентируя внимание на 
его патологических аспектах [Orme, 2014; Hunter, 2016]. Однако несмотря на более чем 150-

летнюю историю изучения ТБ, остаются пробелы в понимании причин формирования 
неадекватного иммунного ответа и патогенетических процессов, приводящих к некрозу и 
разжижению казеозных масс в гранулёмах. 

С середины XX века внедрение антибиотикотерапии привело к значительным успехам 
в лечении ТБ и практически вытеснило хирургические методы лечения во многих западных 
странах. Однако с точки зрения фундаментальной фтизиатрии это затруднило изучение 
поздних стадий туберкулёзной инфекции. Исследования на животных моделях имеют ряд 
ограничений, так как их результаты не всегда можно адекватно экстраполировать на 
человека из-за морфологических и видоспецифических различий [Cronan, 2022]. Поэтому 
вопрос о механизмах разжижения некротического содержимого гранулём, способствующего 
развитию открытой формы ТБ и передаче инфекции, остаётся нерешённым с середины XX 
века. Именно тогда Жорж Канетти выдвинул ряд гипотез, пытаясь объяснить данный 
процесс, однако до сих пор эти предположения не получили окончательного подтверждения 
[Canetti, 1955]. Признано, что в этом патологическом процессе важную роль играет 
взаимодействие клеток иммунной системы с микобактериями, но остаётся неясной роль 
других микроорганизмов, населяющих лёгкие. 

Современные метагеномные исследования опровергли прежние представление о 
стерильности лёгких и позволили детально изучить микробные сообщества нижних 
дыхательных путей [Dickson et al., 2016; Man et al., 2017]. Лёгочная микробиота значительно 
отличается от микробных сообществ кишечника и верхних дыхательных путей низкой 
биомассой и представляет собой сателлитную микробиоту – спутниковые, неспецифические, 
транзиторные микроорганизмы, которые временно присутствуют в данном органе [Rogers et 

al., 2013; Natalini et al., 2022]. При патологических состояниях количество и состав 
сателлитной микробиоты могут изменяться, что способно приводить к устойчивой 
колонизации лёгких бактериями. Нарушение взаимодействия между микробиотой и 
организмом может оказывать влияние на патогенез различных заболеваний, и в настоящее 
время сателлитная микробиота рассматривается как важный фактор в развитии патологий 
лёгких [Morse et al., 2004; Koh et al., 2007; Cvejic et al., 2011; Man et al., 2017].  

Хотя за последние два десятилетия в области исследований лёгочной микробиоты 
достигнут значительный прогресс, её изучение при ТБ является новым и приоритетным 
направлением как на международном, так и на отечественном уровне. Микробный состав 
лёгких у больных ТБ отличается от состава здоровых лёгких, что может влиять на течение 
заболевания и эффективность проводимой терапии [Zhang et al., 2014; Segal et al., 2017; Sala 

et al., 2020; Kateete et al., 2021; Ueckermann et al., 2022; Xiao et al., 2022a]. Ряд исследований 
показал, что сателлитная микробиота лёгких может участвовать в процессах гранулёмогенеза 
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[Zhou et al., 2015; Balcells et al., 2019], однако на данный момент достоверных данных о её 
роли в формировании гранулём и разжижении некротического содержимого предоставлено 
не было.  

В отечественной науке исследование лёгочной микробиоты при ТБ находится на 
начальном этапе. Опубликованы лишь единичные работы, которые в основном носят 
описательный характер [Николаян и др., 2018; Дружинин и др., 2023; Каюкова и др., 2023]. В 
свете роста числа лекарственно-устойчивых форм ТБ и ограниченной эффективности 
существующих терапевтических подходов, изучение сателлитной микробиоты 
туберкулёзных очагов может открыть новые перспективы для патогенетического 
обоснования профилактики и лечения ТБ.  

Цель исследования – установить закономерности влияния сателлитной микробиоты 
туберкулёзного очага на иммунные реакции и патогенез гранулёматозного воспаления у 
больных туберкулёзом лёгких для поиска продуцентов новых иммуномодуляторов при 
иммунопрофилактике туберкулёза лёгких. 

Задачи исследования: 

1. Установить особенности состава и структуры сателлитной микробиоты 
туберкулёзных очагов у пациентов с туберкулёзом лёгких.  

2. Оценить метаболические способности представителей микробиоты туберкулёзного 
очага и влияние их клеточных компонентов на иммунные реакции в популяции 
больных туберкулёзом лёгких.  

3. Выявить влияние сателлитной микробиоты туберкулёзного очага на рост 
микобактерий и формирование гранулём в in vitro моделях. 

4. Определить взаимосвязь клинических показателей у больных туберкулёзом лёгких с 
типом бактериального сообщества туберкулёзного очага.  

5. Провести поиск потенциальных продуцентов биологически активных веществ с 
иммуномодулирующими свойствами из факультативных анаэробов казеозного 
некроза для патогенетически обоснованной иммунопрофилактики хронического, 
прогрессирующего туберкулёза. 
Научная новизна. Впервые при проведении анализа бактериальных сообществ 

казеозного некроза туберкулёзных очагов на основе биопсийного материала лёгких 
установлено, что доля МБТ в составе бактериального сообщества казеозного некроза 
туберкулёзных очагов варьирует от 5% до 99,9%. Для туберкулёзных очагов с высокой 
концентрацией МБТ спрогнозировано усиление биосинтеза углеводов, компонентов 
клеточной стенки, вторичных метаболитов, разнообразных энергетических реакций, а также 
метаболизма серы и холестерина, которые являются признанными факторами патогенности 
МБТ. 

Приоритетными являются данные о том, что в значительном числе случаев очагового 
ТБ казеозный некроз колонизируется сателлитными микроорганизмами, состав которых 
значимо отличается от интактной микробиоты лёгкого и характеризуется увеличением доли 
факультативно-анаэробных бактерий. Обнаружены ранее неизвестные олигобактериальные 
туберкулёзные очаги, в микробиоме которых доминирующие представители рода 
Staphylococcus ассоциированы с нейтрофильной инфильтрацией гранулёмы. Важным 
достижением исследования стало установление значимой патофизиологической ассоциации 

сателлитной микробиоты в казеозном некрозе туберкулёзных очагов с лейкоцитозом и 
тромбоцитозом периферической крови пациентов с ТБ.  

Из казеозного содержимого туберкулёзных очагов впервые выделены и 
охарактеризованы восемь штаммов факультативно-анаэробных микроорганизмов, 
принадлежащих к родам Corynebacterium и Staphylococcus. Отмечена их способность к 
увеличению pH очага воспаления, утилизации липидов некроза и разрушению стромы 
лёгкого, а также антибиотикорезистентность и высокая устойчивость к химическим и 
физическим факторам воздействия. Доказано, что данные микроорганизмы могут быть 
отнесены к патогенетически значимой микробиоте лёгких при ТБ. 
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Получены важные результаты, отражающие наличие гуморального и клеточного 
иммунитета к Corynebacterium kefirresidentii у пациентов с ТБ. Отмечены повышенная 
реактивность гуморального компонента иммунитета у 20% больных ТБ и активация Th1- и 
Th2-ответов (IFN-γ, IL-4) у пациентов с активным клеточным иммунитетом на антигены C. 

kefirresidentii. Выявлено усиление Т-регуляторного иммунного ответа (IL-10) и увеличенное 
содержание эозинофилов в крови у больных ТБ с активным клеточным иммунитетом на 
Staphylococcus epidermidis. В модели гранулёматозного воспаления in vitro, индуцированного 
МБТ, показано стимулирующее влияние клеточных лизатов C. kefirresidentii и S. epidermidis 

на образование гранулёмоподобных макрофагальных структур. Обосновано использование 
изученных бактерий в качестве продуцентов иммуномодуляторов при разработке новых 
противотуберкулёзных вакцин. Впервые в среде, моделирующей in vitro некротическое 
содержимое гранулёмы, установлено стимулирующее действие C. kefirresidentii на 
продукцию бактериальной биоплёнки Mycobacterium bovis var. BCG.  

Теоретическая и практическая значимость исследования. Проведённое 
исследование обобщает существующие литературные данные о роли микробиоты лёгких в 
патогенезе ТБ и, основываясь на анализе микробиома хирургически иссечённых 
туберкулёзных очагов, расширяет знания о её составе и структуре. Результаты анализа 
генетических и фенотипических характеристик, а также иммуногенности отдельных 
представителей сателлитной микробиоты туберкулёзных очагов позволяют утверждать, что 
выделенные штаммы обладают значительной иммуногенностью и метаболическим 
потенциалом, позволяющим им участвовать в патологическом процессе. При совместном 
культивировании M. bovis var. BCG и микроорганизма из казеозного некроза туберкулёзного 
очага обнаружен феномен стимуляции продукции корд-фактора микобактериями. 
Микроорганизмы родов Corynebacterium и Staphylococcus могут быть отнесены к 
патогенетически значимой микробиоте лёгких при ТБ. 

С теоретической точки зрения исследование расширяет понимание патогенеза 
гранулёматозного воспаления при развитии туберкулёмы лёгкого. В диссертационной работе 
впервые обоснована концепция патологического влияния микробного сообщества 
туберкулёзного очага на процессы разжижения некротического содержимого и активации 
иммунного ответа. Полученные результаты имеют важное значение и позволяют по-новому 
взглянуть на патогенез гранулёматозного воспаления при ТБ лёгких. 

В рамках исследования разработаны и внедрены в экспериментальную практику 
новые лабораторные подходы для оценки гуморального, Т-клеточного и врождённого 
иммунного ответа против неспецифической микробиоты туберкулёзного очага. Эти подходы 
создают базу для дальнейших исследований роли сателлитной микробиоты туберкулёзных 
очагов в процессах казеации некроза и иммунопатогенеза гранулёматозного воспаления. 
Полученные клеточные лизаты микроорганизмов из казеоза могут быть использованы в 
качестве потенциальных диагностических инструментов на основе иммуноферментного 
анализа (ИФА) и теста высвобождения интерферона-γ (IGRA), а выделенные иммуногенные 
соединения могут послужить основой для разработки иммуномодуляторов для новых вакцин 
против ТБ. 

Материалы диссертационной работы внедрены в учебный процесс кафедры 
патологической физиологии и клинической лабораторной диагностики ФГБОУ ВО «ИГМУ» 

Минздрава России, кафедры эпидемиологии и микробиологии ИГМАПО – филиал ФГБОУ 
ДПО РМАНПО МЗ РФ для врачей-эпидемиологов и врачей-бактериологов, а также в 
учебный процесс кафедры микробиологии ФГБОУ ВО «ИГУ». 

Методология и методы исследования. Исследование сочетает классические методы 
патологической физиологии с современными молекулярно-биологическими технологиями. 
Проект одобрен комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ (протокол № 4 от 
16.11.2020 г.) и соответствует нормам Хельсинкской декларации. Все участники 
исследования дали письменное информированное согласие на участие. Структура данного 
исследования состоит из трёх этапов:  
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1. Сбор биопсийных образцов (n = 72 пациента с ТБ, n = 4 пациента с раком лёгкого) и 
клинических данных пациентов (n = 19 пациентов с ТБ), сравнительный анализ 
микробиомов туберкулём (n = 30 образцов) и интактной ткани лёгкого (n = 4 образца), 
анализ связи клинических показателей с микробным сообществом;  

2. Выделение и характеристика микроорганизмов из казеума туберкулём (n = 73 

образца), оценка гуморального иммунитета (n = 90 пациентов с ТБ, n = 90 здоровых 
доноров), Т-клеточного иммунитета (n = 15 пациентов с ТБ, n = 16 здоровых доноров) 
и врождённого иммунитета (экспериментальная модель гранулёмогенеза in vitro) к 
выделенным микроорганизмам;  

3. In vitro моделирование влияния лизатов микробиоты казеума на рост МБТ и in vitro 

моделирование полимикробного сообщества. 
Эксперименты по изучению влияния лизатов микроорганизмов на рост МБТ и 

гранулёмообразование in vitro выполнялись на базе ФГБУ «Новосибирский научно-

исследовательский институт туберкулёза» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации (ФГБУ «ННИИТ» Минздрава России, г. Новосибирск) в лаборатории, 
проводящей работу с микроорганизмами III-IV групп патогенности. В экспериментах были 
использованы клеточные лизаты, полученные автором работы. Постановка экспериментов 
проводилась сотрудниками ФГБУ «ННИИТ» Минздрава России. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Патогенез гранулёматозного воспаления у больных туберкулёзом лёгких может быть 
модулирован микробиотой туберкулёзного очага, которая варьируется от 
преобладания Mycobacterium tuberculosis до формирования полимикробного 
сообщества с минимальным присутствием этиологического агента. 

2. Ключевым компонентом сателлитной микробиоты туберкулёзных очагов являются 
представители родов Corynebacterium и Staphylococcus, способные эффективно 
деградировать их казеозное содержимое.  

3. Важными патогенетическими факторами в формировании системного и локального 
клеточного иммунного ответа в гранулёме являются иммуногены сателлитной 
микробиоты туберкулёзного очага. 
Степень достоверности и апробация результатов. Достоверность результатов 

диссертационной работы обеспечивается достаточным объёмом клинического материала и 
экспериментальных данных, а также применением современных молекулярно-

биологических, биоинформационных, микробиологических и иммунологических методов. 
Все исследования проводились с использованием сертифицированного оборудования и 
реактивов. Обработка данных проводилась с использованием современных методов 
биомедицинской статистики, что подтверждает репрезентативность полученных результатов 
и обоснованность сделанных выводов. 

Результаты диссертационной работы обсуждены и представлены на всероссийских и 
международных конференциях: 3rd

 Asian African Congress of Mycobacteriology (2021 г., 
Тегеран, Иран), 4-й Российский Микробиологический Конгресс (2023 г., Томск), Юбилейная 
всероссийская научно-практическая конференция «Фтизиатрия в XXI веке: взгляд в 
будущее» (2023 г., Новосибирск), Всероссийская научно-практическая конференция с 
международным участием «Здоровье семьи – здоровье нации: фундаментальные и 
прикладные исследования» (2024 г., Иркутск), ХI Всероссийская научно-практическая 
конференция молодых учёных с международным участием «Развитие науки и перспективы 
фтизиатрии: прикладные и фундаментальные аспекты» (2024 г., Новосибирск), 1st

 

International congress on Biomedical and Biotechnology (2024 г., Тегеран, Иран), III 
Всероссийская конференция с международным участием «Механизмы адаптации 
микроорганизмов к различным условиям среды обитания» (2024 г., Байкальск), IX 
Молодёжная школа-конференция по молекулярной и клеточной биологии Института 
цитологии РАН (2024 г., Санкт-Петербург), VI Международная конференция 
ПОСТГЕНОМ’2024 (2024 г., Москва). 
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Личный вклад автора. Личный вклад автора заключается в разработке дизайна 
исследования, сборе и первичной обработке биологического материала и медицинской 
документации. Автор самостоятельно проводил лабораторные и экспериментальные 
исследования, модифицировал и оптимизировал протоколы для достижения поставленных 
задач, а также выполнял анализ, статистическую обработку и интерпретацию полученных 
данных. Автор лично проводил поиск и анализ источников литературы, обобщение 
результатов, активно участвовал в обсуждении выводов, подготовке публикаций и докладов, 
в написании и оформлении рукописи диссертации, а также формулировании научных 
положений и выводов. Все ключевые результаты исследования получены лично автором и 
неоднократно представлены на конференциях различного уровня. 

Публикации по теме диссертации. По теме диссертационной работы опубликовано 
14 научных работ, из которых 3 в научных изданиях ВАК при Минобрнауки России для 
опубликования основных результатов диссертационных работ на соискание учёной степени 
кандидата наук, 8 статей в ведущих рецензируемых отечественных и зарубежных журналах, 
индексируемых в базах RSCI, Web of Science и Scopus. 

Структура и объём диссертации. Диссертация изложена на 173 страницах, состоит 
из введения, 3 глав, заключения, выводов, списка сокращений и условных обозначений, 
списка цитируемой литературы и 4 приложений. Список литературы включает 260 
источников, из которых 30 представлены на русском языке и 230 – на иностранных языках. 
Текст диссертации иллюстрирован 18 таблицами и 19 рисунками. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

Этапы исследования представлены на схеме (Рисунок 1).  

Первый этап включает клиническую, молекулярно-биологическую и 
биоинформатическую части. Основная группа включала 72 пациента, находившихся на 
плановом оперативном лечении в ОГБУЗ «Иркутская областная клиническая туберкулёзная 
больница» (ОГБУЗ ИОКТБ), от которых были получены хирургические образцы туберкулём 
(n = 73). Критерии включения в исследование: возраст 18-65 лет; клинически 

подтверждённые диагнозы «туберкулёма лёгких», «инфильтративный ТБ» (фаза распада или 
обсеменения) или «очаговый ТБ»; добровольное согласие пациента на участие в 
исследовании. Критерии исключения: возраст младше 18 лет; отказ от участия в 
исследовании или трудности в понимании информированного согласия. Два образца 
получены от одного пациента, которому дважды проводили операции с интервалом в 6 
месяцев. Средний возраст пациентов составил 35,2±9 лет, среди них 41% женщин и 59% 
мужчин. Все пациенты проходили антибиотикотерапию противотуберкулёзными 

препаратами перед хирургической операцией по иссечению туберкулём. Клинические 
данные (рентгенологическое описание, патогистологическое заключение исследования 
туберкулёзных очагов, исследование биоматериала на МБТ, результаты общего и 
биохимического анализов крови) получены для 19 пациентов с ТБ из медицинской 
документации ОГБУЗ ИОКТБ (выписной эпикриз) с информированного согласия пациентов.  

Группа сравнения состояла из 4 пациентов ГБУЗ «Иркутский областной 
онкологический диспансер», от которых в рамках резекции по поводу рака лёгкого были 
получены 4 образца гистологически нормальной непоражённой раком ткани лёгкого. 
Критерии включения в исследование: возраст 18-65 лет; добровольное согласие пациента на 
участие в исследовании. Критерии исключения: возраст младше 18 лет; наличие в анамнезе 
диагноза ТБ; антибиотикотерапия в предоперационном периоде; отказ от участия в 
исследовании или трудности в понимании информированного согласия. Средний возраст 
пациентов составил 65,5 лет, среди них 25% женщин и 75% мужчин. 

Первый этап исследования основан на данных комплексного клинико-лабораторного 
обследования пациентов с ТБ, патогистологического исследования туберкулёзных очагов, 
предоставленных из медицинской документации ОГБУЗ ИОКТБ, анализе микробиома 
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образцов туберкулём (n = 30) и интактной ткани лёгких (n = 4). Для этого проведена серия 
молекулярно-биологических исследований биопсийных образцов, в том числе с 
применением технологии высокопроизводительного секвенирования нового поколения 

(NGS): для 12 туберкулём – количественная ПЦР в режиме реального времени, в том числе 
для 5 образцов – амплификация вариабельных участков V4–V5 гена 16S рРНК, 
молекулярное клонирование ампликонов и их секвенирование по Сэнгеру, а также для двух 
образцов – метасеквенирование ампликонных библиотек вариабельных участков V3–V4 гена 
16S рРНК; для четырёх туберкулём и четырёх образцов интактной ткани лёгкого – 

метасеквенирование ампликонных библиотек вариабельных участков V1–V2 гена 16S рРНК; 

для 14 туберкулём (включая парные образцы) – метагеномное секвенирование «методом 
дробовика». Для анализа метагеномных данных проводилась таксономическая 
классификация нуклеотидных прочтений, оценка альфа- (индексы Шеннона, Симпсона, 
Chao1) и бета- (индекс несходства Брея-Кёртиса) разнообразия бактериальных сообществ, 
прогноз функциональных профилей микробных сообществ с помощью программного пакета 
PICRUSt2. 

 
Рисунок 1 – Дизайн исследования. 
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Второй этап охватывает ретроспективный микробиологический поиск 
факультативно-анаэробных бактерий среди образцов казеума туберкулём (n = 73). 

Максимальное количество некротического материала казеума стерильно помещали в 
жидкую питательную среду и выращивали в анаэробных условиях. Придонный осадок 

пересевали на агаризованную среду и выращивали в анаэробных условиях до появления 
видимых бактериальных колоний. Изолированные микроорганизмы подвергали 

генетической идентификации (секвенирование генов 16S рРНК и rpoB методом Сэнгера, 
NGS), отдельных представителей – биохимической, микробиологической характеристике и 
оценке иммуногенности их клеточных компонентов.  

Для изучения иммунного ответа были набраны две скрининговые группы, в которые 
вошли пациенты с ТБ и здоровые добровольцы. Образцы крови больных ТБ получены от 90 
пациентов ОГБУЗ ИОКТБ. Критерии включения в исследование: возраст 18-65 лет, 
клинически подтверждённый диагноз ТБ, добровольное согласие пациента на участие в 
исследовании. Критерии исключения: возраст младше 18 лет, отказ от участия в 
исследовании или трудности в понимании информированного согласия. Пациенты 
проходили антибиотикотерапию противотуберкулёзными препаратами по основному 
диагнозу. Клинические данные (результаты микроскопического исследования мокроты и 
операционного материала на наличие МБТ, патогистологические заключения, данные 
общего и биохимического анализа крови) получены для 15 пациентов с ТБ из медицинской 
документации ОГБУЗ ИОКТБ (выписной эпикриз) с информированного согласия пациентов. 

Образцы контрольной группы получены от 90 здоровых доноров из числа 
обратившихся в ОГАУЗ «Иркутский областной клинический консультативно-

диагностический центр» и выбраны из популяционной выборки случайным образом. 
Критерии включения в исследование: возраст 18-65 лет; добровольное согласие пациента на 
участие в исследовании. Критерии исключения: возраст младше 18 лет; наличие в анамнезе 
диагноза ТБ; наличие острых и обострение хронических заболеваний; отказ от участия в 
исследовании или трудности в понимании информированного согласия. От участников были 
получены образцы сыворотки крови (n = 90 в обеих группах, в том числе 8 парных образцов, 

собранные с интервалом не менее 2 месяцев) и цельной крови (n = 15 в основной группе, n = 

16 в контрольной группе). Образцы сыворотки крови хранили при -80 ℃, образцы цельной 
крови использовали в эксперименте in vitro непосредственно в день забора крови. 

Для анализа Т-клеточного иммунитета на антигены микроорганизмов из казеозного 
некроза (штаммы 2204, 2206/1 и 2206/2) с помощью модифицированного квантиферонового 
IGRA-теста проведена оценка цитокинового профиля (IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-10) среди 
пациентов с ТБ (n = 15) и здоровых доноров (n = 16). Для этого цельную кровь пациентов 
инкубировали с одним из антигенов (коммерческий митоген и антигены МБТ или клеточные 
лизаты микроорганизмов в концентрации 100 мкг/мл по тотальному клеточному белку) при 
37 ℃ в течение 16-24 ч с использованием набора STANDART E TB-Feron IGRA (SB 

BIOSENSOR, Республика Корея). Плазму анализировали на содержание цитокинов с 
помощью ИФА по протоколам наборов STANDART E TB-Feron IGRA, гамма-Интерферон-

ИФА-БЕСТ, альфа-ФНО-ИФА-БЕСТ, Интерлейкин-4-ИФА-БЕСТ и Интерлейкин-10-ИФА-

БЕСТ (Вектор-Бест, Россия). Для анализа гуморального иммунитета на штаммы 2204 и 
2206/2 проводили скрининговое популяционное исследование уровня сывороточного IgG 

среди пациентов с ТБ (n = 90) и здоровых добровольцев (n = 90) с помощью ИФА. В качестве 
антигена сорбировали в лунки полистирольного планшета 100 мкл клеточных лизатов 

штаммов 2204 или 2206/2 в концентрации 150-300 нг/лунка. Определение IgG проводили 
полуколичественно по оптической плотности (ОП). Для изучения процессов 
гранулёмогенеза исследовали влияние клеточных лизатов штаммов 2204, 2206/1 и 2206/2 в 
концентрации 10 и 100 мкг/мл на организацию макрофагов и спленоцитов мышей линии 

C57BL/6 в гранулёмоподобные структуры в in vitro модели гранулёматозного воспаления, 
индуцированного МБТ (генотип Beijing B0/W148), разработанную в ФГБУ «ННИИТ» 
Минздрава России [Белогородцев и др., 2019]. 
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Третий этап представляет собой экспериментальное in vitro исследование влияния 
клеточных лизатов штаммов 2204, 2206/1 и 2206/2 в концентрации 10 и 100 мкг/мл на рост 
МБТ (генотип Beijing B0/W148). Пролиферацию бактерий фиксировали при помощи 
световой микроскопии и спектрофотометрии. Для оценки влияния живых клеток штамма 
2204 (C. kefirresidentii) на рост вакцинного штамма M. bovis var. BCG проводили их 
совместное культивирование в течение 48 дней в среде Школьниковой с добавлением 0,1% 
Tween-80 и 2% фетальной сыворотки телят. Пролиферацию бактерий оценивали 
спектрофотометрически в единицах МакФарланда (McF Units). Мазки совместной культуры 
микроорганизмов окрашивали по Цилю-Нильсену и красителем азур I на 14 день роста. 

Все исходные данные были систематизированы и обработаны в электронных 
таблицах. Статистический анализ данных проводили с использованием свободной 
программной среды вычислений R (в том числе программных пакетов Beast, dada2) и 

программы Past3 Version 3.26 [Hammer et al., 2001]. Таксономическую классификацию 
коротких прочтений выполняли с использованием программ Kraken2 [Wood et al., 2019], 

VSEARCH [Rognes et al., 2016], алгоритмов платформы QIIME2 v2021.4 [Bolyen et al., 2019] 

и референсной базы SILVA v138.1 (релиз 27.08.2020). Функциональные профили 
предсказывали с помощью программного пакета PICRUSt2 v2.5.1 [Douglas et al., 2020]. Для 
визуализации результатов использована программа SCImago Graphica Beta 1.0.46. 

Для статистической обработки данных использовали методы параметрического и 
непараметрического анализа. Проверка нормальности распределения осуществлялась с 
помощью W-критерия Шапиро-Уилка. Нормально распределённые данные описывали как 
М±SD, различия между группами оценивали t-критерием Стьюдента. При распределении, 

отличном от нормального, или малых выборках (до 20 измерений) применяли медиану (Me) 
с квартилями [Q1; Q3] и U-критерий Манна-Уитни, для множественных сравнений 
использовали поправку Бонферрони. Непараметрический дисперсионный анализ включал 
one-way PERMANOVA с индексом Брэя-Кёртиса или тест Краскела-Уоллиса. Корреляцию 
определяли коэффициентом Спирмена (rs), значимость оценивали t-критерием, а 
интерпретация проводилась по шкале Чеддока. Номинальные данные анализировали с 
использованием критерия χ² Пирсона (с поправкой Йейтса при малых выборках). Различия 
считали значимыми при p < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Сравнительный анализ микробиоты туберкулёзных очагов и интактной ткани лёгкого 

Предпосылкой данного исследования послужил ретроспективный анализ клинических 
ПЦР-исследований хирургического материала, выполненных в клинико-диагностической 
лаборатории ОГБУЗ ИОКТБ. В период с 2018 по 2019 годы было проанализировано 388 
образцов иссечённых туберкулём на наличие генетического материала МБТ, в результате в 
35 случаях (9%) ДНК МБТ не была выявлена. Этот факт позволил предположить, что в ряде 
случаев патологический процесс гранулёматозного воспаления в туберкулёзных очагах 
после инициации этиологическим агентом – МБТ – может продолжаться под воздействием 
патогенетически значимой микробиоты, способствующей усилению хронического 
воспаления и неспецифической деградации гранулём, что и послужило гипотезой данного 
исследования.  

Количественная оценка ДНК микобактерий в некротическом содержимом 12 

туберкулём относительно общего количества эубактериальной ДНК показала, что 
микробиота более половины исследованных на данном этапе образцов на 90% и более 
состояла из микроорганизмов, отличных от МБТ. Секвенирование вариабельных участков 
V4–V5 гена 16S рРНК на основе ДНК, выделенной из пяти образцов, позволило выявить 
только одну «истинную» микобактериальную туберкулёму, в то время как в остальных 
образцах преобладали грамотрицательные палочки и грамположительные кокки, особенно 
представители родов Brevundimonas, Streptococcus, Pseudomonas и Pelomonas.  
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Применение технологии NGS для глубокого анализа 30 микробиомов туберкулёзных 
очагов и 4 микробиомов интактной ткани лёгкого сопровождалось рядом технических 
трудностей, связанных с особенностями объекта исследования и ограничениями методов. 
Основные сложности включали низкую бактериальную нагрузку и доминирование 
человеческой ДНК в образцах, устойчивость клеточных стенок некоторых микроорганизмов 
к химическому разрушению, а также высокое содержание липидов в некротизированном 
материале туберкулём, которые ингибируют процесс ПЦР. Несмотря на это, удалось 
провести детальную таксономическую характеристику микробиоты до уровня семейства, а 
при использовании данных метасеквенирования ампликоновых библиотек вариабельных 
участков гена 16S рРНК – до уровня вида.  

В каждом образце туберкулём были обнаружены МБТ, однако их доля в микробном 
сообществе варьировала от 5% до 99,9% (Рисунок 2). Патогенетически значимую 

микробиоту туберкулёзных гранулём можно было разделить на два основных типа: 
1. Классическая микобактериальная микробиота (LDMM – low α-diversity mycobacterial 

microbiota), где доминируют МБТ. 
2. Полимикробное сообщество, характеризующееся увеличением доли бактерий, не 

относящихся к роду Mycobacterium (HDBM – high α-diversity bystander microbiota).  

 
Рисунок 2 – Таксономическая характеристика на уровне семейства основных 

идентифицированных бактерий в микробиомах туберкулём и интактных лёгких (образцы 
№ L-32–L-35). Образцы № 1647 и 1891 получены с интервалом в 6 месяцев от одного 

пациента с ТБ. 
Основные немикобактериальные семейства включали представителей 

Staphylococcaceae (до 71%), Pasteurellaceae (до 50%), Acetobacteraceae (до 38%), 
Eggerthellaceae (до 24%) и Pseudomonadaceae (до 22%). В казеуме микобактериальных 

туберкулём (образцы № 2202–2208) до 1% составляли пропионовокислые бактерии 
Cutibacterium acnes и нефотосинтезирующие цианобактерии из группы 
Cyanobacteriota/Melainabacteria. Важной находкой стал третий тип олигобактериальных 
туберкулём, в которых доминируют немикобактериальные виды (LDBM – low α-diversity 

bystander microbiota), такие как пастереллы (образец № 1800) и стафилококки (образцы № 
1828 и 1903). В интактной ткани лёгкого преобладали Propionibacteriaceae, 

Corynebacteriaceae, Staphylococcaceae, Prevotellaceae, Comamonadaceae и 
Cyanobacteriota/Melainabacteria. Основные виды были представлены кожными комменсалами 

Cutibacterium acnes (43%), Staphylococcus hominis (9%) и Corynebacterium tuberculostearicum 

(5%), а также комменсалом ЖКТ Prevotella copri (18%) и бактериями рода Delftia (4%).  
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Анализ альфа-разнообразия выявил значимые различия микробиомов 

микобактериальных туберкулём как от интактной ткани лёгких (p = 0,005), так и от 
туберкулём с доминированием сателлитной микробиоты (p < 0,002) (Таблица 1). Между 
последними различий по альфа-разнообразию не выявлено (p > 0,05), однако более высокие 
значения индексов Шеннона (H), Симпсона (1–D) и Chao1 указывают на бо  льшее 
таксономическое разнообразие и богатство микробиоты интактной ткани. Высокие 
показатели бета-разнообразия (BC = 0,99 для полимикробных туберкулём, BC = 0,91 для 
интактной ткани) отражают значительное различие бактериального состава образцов, тогда 
как LDMM-туберкулёмы показали более высокую степень сходства (BC = 0,67). 

Таблица 1 – Сравнение индексов альфа-разнообразия, рассчитанных для микробиомов 
туберкулём (МБТ-богатых и с преобладанием сателлитных таксонов) и интактной ткани 

лёгких 

Индекс 

МБТ-богатая 
микробиота 

(LDMM) 

(1) 

n = 11 

Сателлитная 

микробиота 
(HDBM+LDBM) 

(2) 

n = 9 

Интактная 
ткань 
лёгких 

(3) 

n = 4 

U; 

p1-2 

U; 

p1-3 

U; 

p2-3 

H 0,4±0,4 2,1±0,6 2,7±0,5 
U = 2 

p = 0,0004* 

U = 0 

p = 0,005* 

U = 5 

p = 0,05 

1-D 0,1 [0; 2] 0,8 [0,6; 0,9] 
0,8 [0,8; 0,9] U = 1 

p = 0,0003* 

U = 0 

p = 0,005* 

U = 18 

p = 0,9 

Chao1 18,2 [6; 37,6] 57 [41,8; 78,5] 
103,5 [83,8; 

124,8] 

U = 8,5 

p = 0,002* 

U = 0 

p = 0,005* 

U = 5 

p = 0,05 

Примечание: * – различия статистически значимы. 

Доля грамположительных и грамотрицательных, а также аэробных и факультативно-

анаэробных бактерий существенно варьирует в зависимости от типа микробного сообщества. 
Микробиота микобактериальных туберкулём представлена почти исключительно 
грамположительными и аэробными микобактериями. Полимикробные туберкулёмы и 
полимикробные сообщества интактной ткани лёгких включают грамположительные и 
грамотрицательные бактерии с широким спектром аэротолерантности с доминированием 

факультативно-анаэробных микроорганизмов (Таблица 2). 

Таблица 2 – Сравнение микробиоты казеума туберкулём и интактной ткани лёгких по типу 
клеточной стенки и аэротолерантности основных бактериальных семейств 

Показатель 

МБТ-богатая 
микробиота 

(LDMM) 

(1) 

n = 11 

Сателлитная 

микробиота 
(HDBM+LDBM) 

(2) 

n = 9 

Интактная 
ткань 
лёгких 

(3) 

n = 4 

U; 

p1-2 

U; 

p1-3 

U; 

p2-3 

Грам(+), % 98 [94; 99] 60 [34; 75] 55 [49; 72] 
U = 2 

p = 0,0008* 

U = 0 

p = 0,005* 

U = 15 

p = 0,9 

Грам(-), % 2 [1; 6] 41 [25; 66] 45 [25; 48] 
U = 2 

p = 0,0008* 

U = 0 

p = 0,005* 

U = 15 

p = 0,9 

Аэробы,% 95 [86; 99] 33 [16; 47] 24 [10; 40] 
U = 0 

p = 0,0002* 

U = 0 

p = 0,005* 

U = 12 

p = 0,4 

Факульта-
тивные 
анаэробы, % 

0 [0; 0,3] 44 [24; 55] 38 [32; 59] 
U = 1 

p = 0,001* 

U = 0 

p = 0,008* 

U = 18 

p = 0,9 

Анаэробы, % 0 [0; 9,5] 3 [0; 7] 0,4 [0; 23] 
U = 20 

p = 0,6 

U = 8 

p = 0,4 

U = 14 

p = 0,8 

Примечание: * – различия статистически значимы. 
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Прогнозирование in silico с помощью программы PICRUSt2 функциональных 
профилей микробных сообществ на основе данных метасеквенирования библиотек 
вариабельных фрагментов гена 16S рРНК было выполнено для образцов LDMM-туберкулём 
№ 2202–2208, а также образцов интактной ткани лёгкого № L-32–L-35. Были установлены 
значимые различия в общем количестве прогнозируемых ортологов и в большинстве 
метаболических путей (F = 88,3, p = 0,03) (Рисунок 3). В целом, бактериальные сообщества 
интактного лёгкого характеризовались бо льшим разнообразием метаболических путей, что 
связано с относительно высоким таксономическим богатством их состава. Для микробиомов 
микобактериальных туберкулём было спрогнозировано значительное усиление процессов 
биосинтеза углеводов, нуклеотидов, клеточных структур (преимущественно компонентов 
клеточной стенки) и вторичных метаболитов. Многие различия касались катаболических 
процессов: несмотря на то, что бактериальное сообщество туберкулём в целом 
демонстрировало сниженные способности к деградации различных органических 
соединений, было обнаружено значительное увеличение количества ортологов 
холестеролоксидазы и эноил-КоА гидратазы, которые участвуют в катаболизме холестерина. 
Также был предсказан усиленный метаболизм неорганических соединений, главным образом 
за счёт увеличения ассимиляционного метаболизма серы, что согласуется с известными 
механизмами патогенеза ТБ лёгких, когда в очагах инфекции, в центре казеозного некроза, 
наблюдается гипоксия, резкое ограничение доступности микроэлементов на фоне 
обогащения его липидами. 

 
Рисунок 3 – Различия в относительной представленности спрогнозированных 

метаболических путей микробиомов туберкулём и интактных лёгких. Данные представлены 
в виде медиан с 95 % доверительным интервалом, вычисленным по медианным значениям. 
Уровень значимости U-критерия Манна-Уитни для всех сравниваемых групп p < 0,05. 

Сравнительный анализ клинических данных 19 пациентов с ТБ и результатов 
метагеномного секвенирования показал значимую взаимосвязь между микробиомом и 
воспалительным процессом. Выраженная нейтрофильная инфильтрация в казеуме 
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туберкулёмы и прилегающих тканях была характерна только для очага с доминированием 
стафилококков (χ² = 4,2, p = 0,04). Помимо этого, у пациентов с преобладанием сателлитной 
микробиоты в туберкулёзном очаге наблюдалось увеличение количества лейкоцитов до 
9,4±2,9 ×109/л (U = 7, p = 0,046) и тромбоцитов до 355 [320; 475] ×109/л  (U = 7, p = 0,045) 

периферической крови. По-видимому, такая реакция является частью комплексного 
иммунного ответа на хроническое воспаление и повреждение тканей, связанное с 
патогенетически значимой микробиотой туберкулёзного очага. 

Фенотипическая характеристика и иммуногенность микробиоты казеума туберкулём 

Определив значимость факультативно-анаэробных микроорганизмов для микробиоты 
туберкулём, задачами второго этапа исследования стали ретроспективный скрининг 
образцов казеума на наличие этих бактерий, а также оценка их способности вызывать 
иммунный ответ, усиливать гранулёматозное воспаление и способствовать разжижению 
казеума. При анализе 73 образцов стабильный и воспроизводимый рост был зафиксирован 
для 8 штаммов факультативно-анаэробных микроорганизмов. По совокупности полученных 
генетических данных они были идентифицированы как Corynebacterium kefirresidentii 

(штамм 2204), Corynebacterium ureicelerivorans (штамм 2336), Staphylococcus epidermidis 

(штаммы 2206/1, 2206/2 (выделены из одного образца) и 2414) и Staphylococcus hominis 

(штаммы 2404, 2409 и 2411). Полученные последовательности были депонированы в базу 
данных NCBI: OP550281, OP893659 и SRX23556596 (штамм 2206/1, гены 16S рРНК, rpoB и 
NGS соответственно); OP550282, OP893660 и SRX23556597 (штамм 2206/2, гены 16S рРНК, 
rpoB и NGS соответственно); PRJNA971334 (штамм 2204, NGS), SAMN44033508 и 
SAMN44033509 (штамм 2336, NGS), SAMN44033510 (штамм 2404, NGS), SAMN44033511 

(штамм 2409, NGS), SAMN44033512 (штамм 2411, NGS), SAMN44033513 (штамм 2414, 
NGS). Для дальнейшего изучения были выбраны штаммы 2204, 2206/1 и 2206/2, 
продемонстрировавшие исключительную стабильность к физическим и химическим 
воздействиям, а также высокий метаболический потенциал для утилизации липидов казеума 
и разрушения коллагена стромы лёгкого. 

Штамм 2204 был выделен из творожистого некроза гранулёмы пациентки с 
туберкулёмой нижней доли правого лёгкого в фазе обсеменения, ранее перенёсшей ТБ (в 
детстве) и проходившей химиотерапию по III режиму (изониазид, рифампицин, 
пиразинамид, этамбутол). Пациентка также имела сопутствующие хронические 
воспалительные заболевания, включая сальпингит и периодонтит. Штаммы 2206/1 и 2206/2 
были выделены из гранулёмы пациентки с инфильтративным ТБ верхней доли левого 
лёгкого в фазе распада и сопутствующих ВИЧ-инфекции, хронического вирусного гепатита 
С, периодонтита и цервицита. Пациентка принимала изониазид, рифампицин и этамбутол. 

В норме представители Corynebacterium и Staphylococcus составляют значительную 
часть микробиоты кожи и слизистых оболочек человека. Для роста S. epidermidis и C. 

kefirresidentii необходимы экзогенные липиды, которые на коже присутствуют в составе 
себума. В то же время, казеум туберкулём также является богатой липидами средой, 
способной поддерживать рост липофильных микроорганизмов. Согласно 
проанализированным биохимическим свойствам, липазная активность была подтверждена у 
штамма C. kefirresidentii, тогда как штаммы S. epidermidis 2206/1 и 2206/2 проявили 
желатиназную и уреазную активности. Желатиназа ответственна за расщепление желатина – 

частично гидролизованного коллагена (составляет основу соединительной ткани стромы 
лёгкого), а уреаза позволяет изменять pH очага некроза в щёлочную сторону, что характерно 
для зрелых казеозных очагов. 

Выделенные штаммы демонстрировали ограниченный спектр устойчивости к 
противотуберкулёзным и противомикобактериальным препаратам первого ряда. Штамм C. 

kefirresidentii оказался устойчив к изониазиду, триметоприму/сульфаметоксазолу и 
этионамиду. Штаммы S. epidermidis 2206/1 и 2206/2 различались по спектру лекарственной 
устойчивости: 2206/1 был устойчив к изониазиду и этамбутолу, тогда как 2206/2 проявлял 
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дополнительную устойчивость к кларитромицину и триметоприму/сульфаметоксазолу. 
Таким образом, выделенные штаммы характеризовались устойчивостью к антибиотикам 
(изониазид, этамбутол), применяемым в терапии пациентов, из чьих гранулём они были 
изолированы. 

Для оценки иммуногенности микроорганизмов был оптимизирован процесс их 
культивирования и экстракции клеточных компонентов. В качестве предпочтительного 
метода выбрано механическое разрушение клеток инертными частицами размером 0,1 и 0,5 
мм, позволяющее сохранить антигенные структуры. Для изучения Т-клеточного иммунитета 
был проведён модифицированный квантифероновый IGRA-тест среди пациентов с ТБ (n = 

15) и здоровых доноров (n = 16). Использовались коммерческий митоген, антигены МБТ и 
полученные в работе клеточные лизаты C. kefirresidentii, S. epidermidis 2206/1 и 2206/2 

(Рисунок 4). В ответ на обработку клеток крови антигенами МБТ выброс IFN-γ, как и 
ожидалось, был значительно выше в группе больных ТБ (Me = 41,1 пг/мл [13,6; 168,9]) по 
сравнению со здоровыми донорами (Me = 1,1 пг/мл [0,2; 2,6]), различие статистически 
значимо (U = 6, p = 0,00002). Три здоровых донора с положительным результатом на МБТ 
были исключены из дальнейшего анализа.  

 
Рисунок 4 – Концентрации IFN-γ в ответ на обработку клеток крови митогеном, антигенами 
МБТ, C. kefirresidentii, S. epidermidis (штаммы 2206/1 и 2206/2) в группах здоровых доноров 

и пациентов с ТБ; p – уровень значимости U-критерия: * – p < 0,05; *** – p < 0,001.  

Клеточный лизат C. kefirresidentii вызывал значительное увеличение уровня IFN-γ у 
больных ТБ (Me = 117,6 пг/мл [75,6; 307,5]). Было обнаружено статистически значимое 
отличие (U = 51, p = 0,03) от группы здоровых доноров, где средний уровень IFN-γ составил 
55,8 пг/мл [45,9; 92,0]. Лизаты S. epidermidis 2206/1 и 2206/2 вызывали значительное 
увеличение концентрации IFN-γ в обеих исследуемых группах, но различия между ними 
оказались статистически незначимыми (U = 97, p = 0,9; U = 79, p = 0,4 для штаммов 2206/1 и 
2206/2 соответственно). У пациентов с ТБ реакция на антигены МБТ и сателлитной 
микробиоты значительно варьировала: некоторые пациенты демонстрировали более сильный 
интерфероновый ответ на лизаты C. kefirresidentii и/или S. epidermidis, чем на антигены МБТ.  

Корреляционный анализ выявил положительную связь интерферонового ответа на 
антигены S. epidermidis с уровнем общего белка крови (rs = 0,5, p = 0,04), что может быть 
связано с хроническими воспалительными процессами в организме, в т.ч. за счёт усиленной 
продукции антител и белков острой фазы воспаления. Также отмечена тенденция к 
положительной взаимосвязи IFN-γ на митоген с количеством сегментоядерных нейтрофилов 
(rs = 0,5, p = 0,0503). 

Анализ цитокинового профиля в ответ на антигены C. kefirresidentii, S. epidermidis 

2206/1 и 2206/2 показал выраженные изменения уровней TNF-α, IL-4 и IL-10 (Рисунок 5). 

После инкубации цельной крови пациентов с антигенами исследуемых микроорганизмов 
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происходила сверхэкспрессия провоспалительного цитокина TNF-α, концентрация которого 

увеличивалась на три порядка в ответ на все три изучаемых лизата. Однако различий между 
группами по уровню TNF-α выявлено не было (p > 0,05). Уровень IL-4, маркера активации 
Th2-ответа и иммуносупрессии, значительно увеличивался у пациентов с ТБ по сравнению 
со здоровыми донорами после стимуляции антигенами всех трёх штаммов. Наиболее 
высокий уровень наблюдался в ответ на C. kefirresidentii, что статистически значимо 
отличалось от реакции на S. epidermidis 2206/1 (U = 40,5, p = 0,015). Концентрация IL-10, 

иммунорегуляторного цитокина, подавляющего воспаление и способствующего развитию 
толерантности, оказалась значительно выше у больных ТБ после стимуляции антигенами 
обоих штаммов S. epidermidis. Хотя для C. kefirresidentii отмечалась тенденция к повышению 
уровня IL-10 у больных ТБ, разница со здоровыми донорами оказалась статистически 
незначимой (p = 0,13). 

 
Рисунок 5 – Концентрации TNF-α (А), IL-4 (Б) и IL-10 (В) в ответ на обработку клеток крови 
антигенами C. kefirresidentii, S. epidermidis (штаммы 2206/1 и 2206/2) в группах здоровых 
доноров и пациентов с ТБ; p – уровень значимости U-критерия: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; 

*** – p < 0,001. 

Анализ взаимосвязи между изученными цитокинами и клиническими данными 
пациентов показал значительные положительные корреляции концентрации IL-4 с уровнями 

IFN-γ (rs > 0,6, p < 0,02) и количеством лейкоцитов крови (rs = 0,6, p = 0,03) при стимуляции 
S. epidermidis (оба штамма). Для пациентов с выраженным ответом IL-4 (> 11,3 пг/мл) на 
антигены S. epidermidis 2206/2 оказалась характерна эозинофилия лёгкой степени (7-8% 

эозинофилов от общего числа лейкоцитов) (U = 7,5, p = 0,03). В то же время, при стимуляции 
C. kefirresidentii, уровень IL-4 отрицательно коррелировал с числом лимфоцитов (rs = -0,6, p 

= 0,03), что может свидетельствовать об иммуносупрессивных эффектах IL-4 на 
определённые популяции клеток. Полученные данные подтверждают наличие сложных 
взаимодействий между провоспалительными и регуляторными цитокинами в ответ на 
антигены исследуемых штаммов у пациентов с ТБ. Результаты отражают дисбаланс 
иммунной системы, характерный для хронической инфекции, с одновременной активацией 
Th1- и Th2-ответов и усилением регуляторной активности IL-10.  

Для исследования гуморального иммунитета анализировали сыворотки крови 
больных ТБ и здоровых доноров на наличие специфических IgG к клеточным лизатам 

штаммов C. kefirresidentii и S. epidermidis 2206/2. Анализ парных сывороток показал 
умеренную изменчивость с коэффициентом вариации 14,7±10,9%. Серологическое 
обследование выявило наличие антител к исследуемым антигенам у значительного числа 
пациентов с ТБ (Таблица 3). Серопревалентность к антигенам C. kefirresidentii среди 
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пациентов с ТБ составила 20%, что значительно выше по сравнению со здоровыми лицами (p 

= 0,001). Средний уровень ОП, отражающий концентрацию IgG, был значительно выше у 
больных ТБ как в общем анализе, так и при отдельном сравнении только серопозитивных 
сывороток. Ранее не сообщалось об оценке гуморального иммунитета к этому 
микроорганизму. Таким образом, антигены C. kefirresidentii могут вызывать системный 
иммунный ответ, и антитела к этому микроорганизму могут служить иммунологическим 
маркером инфекции с потенциальной диагностической ценностью. В то же время, высокие 
значения серопревалентности и средней ОП к антигенам S. epidermidis 2206/2 были 
зафиксированы как у пациентов с ТБ, так и у здоровых лиц, при этом различия не были 
статистически значимы. Антигены S. epidermidis вызывают гуморальный иммунный ответ у 
примерно 35% популяции, что, по-видимому, связано с широким распространением этого 
микроорганизма в качестве комменсала кожи и слизистых оболочек. 
Таблица 3 – Результаты серологического обследования на наличие специфических IgG к 

антигенам штаммов, выделенных из туберкулёзных очагов 

Показатель иммунитета / штамм 
Здоровые 

доноры 
Пациенты с ТБ χ²/U; p 

C. kefirresidentii 

Серонегативный, человек 75 61 χ2
 = 10,6  

p = 0,001* 
Серопозитивный, человек  3 18 

Серопревалентность,%  3,5±3,9 20±8,3 

Средняя ОП, о.е.  0,8 [0,5; 1,2] 1,0 [0,5; 1,9] 
U = 3290 

p = 0,029* 

Средняя ОП (только серопозитивные), о.е. 2,7±0,1 3,1±0,4 
U = 7 

p = 0,049* 

S. epidermidis 2206/2 

Серонегативный, человек 31 44 χ2
 = 2,2 

p = 0,14 
Серопозитивный, человек 35 28 

Серопревалентность,%  38,9±10,1 31,1±9,6 

Средняя ОП, о.е.  2,3 [1,2; 3,3] 1,8 [0,9; 3,2] 
U = 3497 

p = 0,1 

Средняя ОП (только серопозитивные), о.е. 3,4 [3,1; 3,6] 3,4 [3,2; 3,5] 
U = 487 

p = 0,97 

Примечание: * – различия статистически значимы. 
У больных ТБ выявлена слабая положительная корреляция между уровнями ОП к C. 

kefirresidentii и S. epidermidis 2206/2 (rs = 0,3, p = 0,001), в то время как у здоровых лиц такая 
связь отсутствует (rs = 0,2, p = 0,1). Эти данные, наряду с результатами серопревалентности, 
предполагают, что контакт с данными микроорганизмами у больных ТБ, в отличие от 
здоровых лиц, носит патологический характер. Следует отметить, что ограничением данного 
иммунологического исследования является использование неочищенных лизатов, 
представляющих собой смеси клеточных компонентов исследуемых микроорганизмов. Это 
может привести к кросс-реактивности антител и Т-клеточных рецепторов, вырабатываемых 
против других коринебактерий и стафилококков, которые могут частично распознавать 
антигены C. kefirresidentii и S. epidermidis из-за структурных сходств их белков или других 
патоген-ассоциированных молекулярных структур (PAMPs).  

Для изучения гранулёматозного воспаления была применена экспериментальная in 

vitro модель, основанная на фагоцитозе МБТ перитонеальными макрофагами и 
спленоцитами мыши, с формированием трёхмерных гранулёмоподобных структур. В 
экспериментах с лизатами C. kefirresidentii, S. epidermidis 2206/1 и 2206/2 наблюдалось 
значительное увеличение количества гранулёмоподобных клеточных скоплений (Рисунок 6). 

Через 7 дней культивирования в контрольных образцах наблюдались небольшие 
гранулёмоподобные скопления, состоящие из 10-20 клеток, а также редкие более крупные 
скопления, содержащие 20-40 клеток (см. Рисунок 6, А1). При добавлении клеточных лизатов 



18 

 

микроорганизмов наблюдалось более эффективное рекрутирование клеток, что приводило к 
образованию более крупных гранулёмоподобных структур и появлению очень крупных 
клеточных скоплений (более 50 клеток) (см. Рисунок 6, А2-А5). Гетерогенность размеров 
гранулёмоподобных структур отражала динамику миграции («сползания») клеток в область 
формирования скоплений. Различия в размерах между контрольной и всеми 
экспериментальными группами были статистически значимы (p < 0,05) (см. Рисунок 6, Б).  

 
Рисунок 6 – Формирование трёхмерных гранулёмоподобных структур в результате 
фагоцитоза МБТ (А1) и при добавлении клеточных лизатов: C. kefirresidentii (C.k.) в 
концентрациях 10 мкг/мл (А2) и 100 мкг/мл (А3), S. epidermidis 2206/1 (S.e./1) в 

концентрациях 10 мкг/мл (А4) и 100 мкг/мл (А5), увеличение в 20 раз. Б – гетерогенность 
размеров гранулёмоподобных структур, уровень значимости по критерию χ2

 Пирсона: * – 

различия по сравнению с контролем (* – p < 0,05, ** – p < 0,01), # – различия внутри группы, 
S.e./2 – S. epidermidis 2206/2. 

Эффект формирования гранулёмоподобных структур имел дозозависимый характер 
при сокультивировании с лизатами C. kefirresidentii и S. epidermidis 2206/2. Увеличение 
концентрации клеточных лизатов в 10 раз удваивало количество гранулёмоподобных 
структур, хотя гетерогенность их размеров слабо зависела от концентрации (p > 0,05). При 
добавлении лизата S. epidermidis 2206/1 количество гранулёмоподобных структур 
увеличивалось в 2 раза, независимо от концентрации, однако повышение концентрации, 
напротив, уменьшало долю очень крупных гранулёмоподобных структур на фоне 
увеличения доли крупных клеточных скоплений (χ2

 = 8,4, p = 0,02) (см. Рисунок 6, Б).  

Увеличение и вариабельность гранулёмоподобных структур при добавлении 
клеточных лизатов бактерий из туберкулёзных очагов свидетельствуют об усилении 
иммунного ответа и прогрессировании гранулёматозного воспаления. Растущее количество 
таких структур указывает на выраженную активацию макрофагов и других клеток иммунной 
системы, т.е. на формирование локального клеточного иммунного ответа в гранулёме. 
Разнообразие размеров скоплений может отражать гетерогенность реакции иммунных клеток 
на различные антигенные и PAMPs-содержащие компоненты клеточных лизатов. Таким 
образом, изученные микроорганизмы обладают значительными иммуногенными свойствами 
и являются потенциальными источниками соединений, которые могут быть использованы в 
качестве иммуномодуляторов при разработке новых противотуберкулёзных вакцин. 
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Влияние C. kefirresidentii и S. epidermidis из казеума туберкулём на рост микобактерий 

На третьем этапе исследования изучалось влияние C. kefirresidentii и S. epidermidis на 
рост микобактерий in vitro с целью определения их роли в отношении патологических 
свойств микобактерий. При культивировании клинического штамма МБТ генотипа Beijing 
B0/W148 (высокая степень патогенности) с лизатами C. kefirresidentii, S. epidermidis 2206/1 и 
2206/2 была обнаружена слабая антимикобактериальная активность клеточных лизатов. 

Максимальный эффект был зафиксирован при добавлении компонентов S. epidermidis 2206/1 

в концентрации 10 мкг/мл, что привело к снижению ОП культуры микобактерий в 1,2 раза. 

Наиболее интересные результаты получены при совместном культивировании 

вакцинного штамма M. bovis var. BCG, близкого родственника возбудителя ТБ, с живыми 
клетками C. kefirresidentii в среде, богатой липидами и моделирующей некротическое 
содержимое гранулёмы, которое привело к образованию быстро растущей поверхностной 

биоплёнки уже на 10-14 день (Рисунок 7, А). Окрашивание по Цилю-Нильсену показало, что 

биоплёнка состоит из клеток микобактерий, сформировавших типичный корд (см. Рисунок 7, 

Б), который классически признаётся достаточным фактором для формирования гранулём. 

Окрашивание красителем азуром I позволило визуализировать хорошо развитый 
слизеподобный внеклеточный матрикс, в который заключены клетки микобактерий (см. 
Рисунок 7, В). В контексте туберкулёзной гранулёмы подобный матрикс может защищать 
микобактерии от воздействия антибиотиков, усложняя лечение и способствуя хронизации 
инфекции. 

 
Рисунок 7 – Биоплёнка после 14 дней совместного культивирования M. bovis var. BCG и C. 

kefirresidentii: общий вид биоплёнки (А), окрашивание мазков биоплёнки по Цилю-Нильсену 
(Б) и азуром I (В). Виден хорошо развитый внеклеточный матрикс (масштабная линейка – 10 

мкм). 
Феномен образования биоплёнки M. bovis var. BCG наблюдался только в присутствии 

C. kefirresidentii и не был отмечен для контрольных монокультур. Усиленный рост 
микобактерий в такой системе может быть обусловлен кооперативным поведением бактерий, 
например, последовательной утилизацией питательных веществ. На роль промежуточного 
питательного соединения наиболее вероятно претендуют липиды, поскольку именно 
экзогенные липиды необходимы для роста выделенного штамма C. kefirresidentii, а также 
активно используются в метаболизме микобактерий и необходимы для образования кордов. 
Высокая липазная активность C. kefirresidentii может играть ключевую роль в первичной 
деградации сложных липидов в среде, повышая их биодоступность для микобактерий. 

Пролиферация монокультур бактерий и биоплёнки оценивалась по изменению ОП в 

течение 48 дней. За этот период биомасса изолированных микобактерий увеличилась всего в 
два раза, коринебактерии не демонстрировали видимого роста, в то время как биоплёнка 
имела экспоненциальный рост (Hc = 10,91, p = 0,004) и к 40-му дню культивирования 
перешла в стационарную фазу (Рисунок 8). За исследуемый период ОП биоплёнки 
увеличилась в 7,5 раз, что указывает на значительное накопление биомассы и активное 
метаболическое состояние клеток в биоплёнке. 
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Рисунок 8 – Динамика роста M. bovis var. BCG и C. kefirresidentii при изолированном и 

совместном (биоплёнка) культивировании. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Опираясь на данные литературы и материалы собственного исследования, 
предложена концептуальная схема участия патогенетически значимой микробиоты 
туберкулёзного очага в патологических процессах: разжижении казеозного содержимого и 
модуляции специфического противотуберкулёзного иммунного ответа. Все эти 
патологические процессы могут способствовать прогрессированию гранулёматозного 
воспаления при ТБ (Рисунок 9). Согласно предложенной схеме, изначальное микробное 
сообщество туберкулёзного очага формируется в результате изоляции иммунной системой 
вместе с МБТ других сателлитных микроорганизмов, попавших туда транзиторно. В 
процессе гранулёматозного воспаления и казеозного некроза в туберкулёме происходит 
последовательная смена микробного консорциума, аналогичная процессам сукцессии в 
природных микробных сообществах, что связано с изменениями условий некротической 
среды и конкуренцией между бактериями за доступные питательные вещества. В 
большинстве случаев эти микробные сообщества представлены неспецифическими 
таксонами и не оказывают патологического воздействия, без развития гранулёматозного 
воспаления. Однако в отдельных случаях в казеозном некрозе факультативно-анаэробные 
бактерии, такие как стафилококки и коринебактерии, получают преимущество и начинают 
доминировать, адаптируясь к специфическим условиям некротической среды гранулёмы. В 
конечном итоге, в совокупности с МБТ эти бактерии образуют патогенетически значимую 
микробиоту туберкулёзного очага, изменяя течение специфической иммунной реактивности 
поражённого организма больного ТБ. 

Взаимодействие патогенетически значимой микробиоты с микобактериями 
существенно повышает эффективность утилизации казеозного содержимого, что приводит к 
разжижению казеозных масс, снижению доступности патогена для механизмов иммунитета, 
лекарственной терапии и усиливает его патологические свойства. Это, в конечном итоге, 
способствует прогрессированию патологического процесса и приводит к неблагоприятному 
исходу ТБ лёгких. Результаты выполненного диссертационного исследования позволяют 
охарактеризовать патогенетически значимую микробиоту туберкулёзного очага как важного 
участника иммунопатогенеза при развитии гранулёматозного воспаления. Выявленные 
закономерности открывают новые перспективы для патогенетического обоснования 
иммунопрофилактики ТБ. 
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Рисунок 9 – Концептуальная схема участия патогенетически значимой сателлитной 
микробиоты туберкулёзного очага в патологических процессах гранулёматозного воспаления 

при ТБ лёгких. 
ВЫВОДЫ 

1. В половине случаев микробиота туберкулёзных очагов отличается высоким 
содержанием Mycobacterium tuberculosis, в остальных случаях она представляет собой 
полимикробное сообщество, которое характеризуется увеличением доли сателлитных 
таксономически различных факультативно-анаэробных бактерий, не относящихся к роду 
Mycobacterium. Согласно in silico прогнозам, патогенетически значимая микробиота чаще 
имеет гены метаболических путей, связанных с адаптацией к гипоксии, дефициту 
микроэлементов и высокому содержанию липидов в очагах некроза (p < 0,05). 

2. Нарушением гомеостаза лёгочной микробиоты является присутствие в некротическом 
содержимом туберкулёзных очагов устойчивых к неблагоприятным условиям среды 
представителей родов Corynebacterium и Staphylococcus, способных к деградации казеозного 
центра и повышению его рН до нейтральных значений благодаря липазной, коллагеназной и 
уреазной активностям.  
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3. У пациентов с туберкулёзом Corynebacterium kefirresidentii вызывает повышенную 
реактивность гуморального компонента иммунитета у 20% больных (p = 0,001), а также 
усиливает высвобождение Т-лимфоцитами γ-интерферона (p = 0,03) и IL-4 (p = 0,00005). 

Staphylococcus epidermidis способствуют усилению Т-регуляторного иммунного ответа у 
больных туберкулёзом с повышением уровня IL-10 (p = 0,02 и p = 0,009), а увеличение 
уровня IL-4 в ответ на Staphylococcus epidermidis коррелирует с сопутствующей 
эозинофилией крови (p = 0,03). 

4. В модели in vitro активные компоненты Corynebacterium kefirresidentii и 
Staphylococcus epidermidis способствуют двукратному увеличению количества 
гранулёмоподобных макрофагальных структур (p = 0,001) и появлению крупных клеточных 
скоплений (p = 0,02), при этом слабо влияя на рост микобактерий. Corynebacterium 

kefirresidentii стимулирует образование корд-фактора Mycobacterium bovis var. BCG, 

признанного фактора патогенности микобактерий (p = 0,004).  

5. Для больных туберкулёзом лёгких с полимикробным сообществом в инфекционном 
очаге характерно усиление воспалительного процесса в виде выраженной нейтрофильной 
инфильтрации гранулём (p = 0,04), а также лейкоцитоза (p = 0,046) и тромбоцитоза (p = 

0,045) периферической крови (9,4×109/л лейкоцитов и 355×109/л тромбоцитов).  
6. Значимыми для патогенетически обоснованной иммунопрофилактики хронического, 

прогрессирующего туберкулёза являются биологически активные вещества с 
иммуномодулирующими свойствами, продуцируемые факультативно-анаэробными 
микроорганизмами видов Corynebacterium kefirresidentii, Corynebacterium ureicelerivorans, 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis, выделенными из казеозного некроза 
туберкулёзных очагов. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

IFN-γ – интерферон-γ 
IGRA-тест – Interferon Gamma Release Assay, 

тест высвобождения интерферона-γ 
IL – интерлейкин 

NGS – Next-Generation Sequencing, 

высокопроизводительное секвенирование 
нового поколения  

PAMPs – Pathogen-Associated Molecular 

Patterns, патоген-ассоциированные 
молекулярные структуры 

TNF-α – Tumor Necrosis Factor-α, фактор 
некроза опухоли-α 

ИФА – иммуноферментный анализ  
МБТ – Mycobacterium tuberculosis 

ОП – оптическая плотность 

ТБ – туберкулёз 
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