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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Исследование микробиома нижних дыхательных путей 
активно развивается последние несколько лет за счёт применения методов 
полногеномного секвенирования (WGS, whole genome sequencing). Благодаря 
этому стало понятно, что природа микробиоты лёгких сильно отлича-
ется от других микробных сообществ, населяющих тело человека. Одним 
из важных направлений исследования патологических биоценозов в лёгких 
является изучение роли сателлитной микробиоты туберкулёзного очага.
Цель работы. Выделение и характеристика толерантных к кислороду 
анаэробов из некротического содержимого туберкулом.
Материалы и методы. Биопсийный материал от 5 больных туберкулёзом 
лёгких был получен в процессе плановой операции по иссечению туберкулом. 
Из одного образца при анаэробном культивировании была выделена чистая 
культура. Липазную активность штамма определяли посевом на сердечно-
мозговой агар (HIMEDIA, Индия) с добавлением 0,1 % Tween-80 и 10 мМ CaCl2. 
Чувствительность к антибиотикам определялась в RAPMYCO и SLOWMYCO 
TREK Diagnostic Systems (Thermo Fisher Scientific, США). ДНК из осадка бульон-
ной культуры выделяли CTAB-хлороформным методом. Полногеномное 
секвенирование осуществлено на NGS-секвенаторе DNBSeq-G400 компанией 
«Геномед» (Россия).
Результаты. По результатам WGS и по данным филогенетического анали-
за штамм был идентифицирован как Corynebacterium kefirresidentii. Штамм 
характеризовался высокой липазной активностью и устойчивостью 
только к изониазиду, этионамиду и триметоприму/сульфаметоксазолу.
Заключение. Выделение из туберкулёзного очага липофильного анаэроб-
ного представителя видового комплекса Corynebacterium tuberculostearicum 
свидетельствует о возможной роли нетуберкулёзной микробиоты 
в  процессах разжижения казеозного некроза. Нами выдвигается гипотеза 
о том, что внутри туберкулёзного очага в некоторых случаях создаются 
благоприятные условия для развития вторичной анаэробной липофильной 
микробиоты.

Ключевые слова: микробиом туберкулёзного очага, туберкулома, WGS, 
Corynebacterium kefirresidentii
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ABSTRACT

Background. The study of the lower respiratory tract microbiome has been actively 
developed in recent years with the help of whole genome sequencing (WGS) methods. 
Due to this, it became clear that the nature of the lungs microbiota is very different 
from other microbial communities inhabiting the human body. One of the import-
ant directions in the study of pathological lungs biocenosis is the study of the role 
of the satellite microbiota of the tuberculosis focus.
The aim of the work. To isolate and characterize oxygen-tolerant anaerobes 
from the necrotic contents of tuberculomas.
Materials and methods. Biopsy material from 5 patients with pulmonary tuber-
culosis was obtained during a planned surgical treatment of tuberculoma. A pure 
culture was isolated from one sample during anaerobic cultivation. Lipase activity 
of strain was determined by plating on brain heart infusion agar (HIMEDIA, India) 
supplemented with 0.1 % Tween-80 and 10 mM of CaCl2. Antibiotic susceptibility 
was determined by RAPMYCO и SLOWMYCO of TREK Diagnostic Systems (Thermo 
Fisher Scientific, USA). DNA from the sediment of the broth culture was isolated 
by the CTAB chloroform method. Whole genome sequencing was performed 
on a DNBSeq-G400 NGS sequencer by Genomed (Russia).
Results. Based on WGS results and phylogenetic analysis, the strain was identified 
as Corynebacterium kefirresidentii. The strain was characterized by high lipase activity 
and resistance only to Isoniazid, Ethionamide and Trimethoprim/Sulfamethoxazolin.
Conclusion. The isolation of a lipophilic anaerobic representative of the Corynebac-
terium tuberculostearicum species complex from a tuberculous focus indicates 
a  possible role of the non-tuberculous microbiota in the liquefaction of caseous 
necrosis. We assumed that in some cases, favorable conditions are created inside 
the tuberculous focus for the development of satellite anaerobic lipophilic microbiota.

Key words: microbiome of tuberculosis focus, tuberculoma, WGS, Corynebacterium 
kefirresidentii
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Природа микробиоты глубоких отделов лёгких силь-
но отличается от других микробных сообществ челове-
ческого тела, например, кишечной микробиоты и даже 
микробиоты верхних дыхательных путей (ВДП), кото-
рые значительно более колонизированы бактериями 
по сравнению с нижними дыхательными путями (НДП). 
В целом микробиота здоровых лёгких характеризуется 
низкой биомассой и динамическим разнообразием [1]. 
В дыхательных путях для микроорганизмов создаются 
олиготрофные условия обитания по  сравнению с  бо-
гатой средой желудочно-кишечного тракта. ВДП коло-
низированы бактериальными, вирусными и грибковы-
ми сообществами, являющимися основным источником 
микробиоты для нижних отделов лёгких. У здоровых лю-
дей микробиота лёгких, по-видимому, в основном со-
стоит из транзиторных микроорганизмов, и её состав 
определяется балансом между микробной иммиграци-
ей и элиминацией [2]. Несмотря на транзиторность ми-
кробиоты ВДП, не исключено, что её состав оказывает 
протективное воздействие на патогены, предотвращая 
их проникновение в нижние отделы лёгких [2]. Целесо-
образность поддержания низкого бактериального обсе-
менения в глубоких отделах лёгких определяется необ-
ходимостью обеспечить эффективный газообмен в аль-
веолах [1]. Поэтому глубокие отделы лёгких имеют в сот-
ни и тысячи раз более низкую бактериальную нагрузку, 
чем ВДП. Микробная биомасса составляет всего 103–
105 колониеобразующих единиц на 1 г лёгочной ткани 
(КОЕ/г) млекопитающих [3] или примерно 2,2 × 103 бак-
териальных генома на 1 см2 поверхности лёгких чело-
века [4]. Для сравнения: нижние отделы желудочно-ки-
шечного тракта человека населены 1011–1012 КОЕ/г тка-
ни [5]. В микробиоте ВДП взрослого человека преобла-
дают разнообразные представители родов Prevotella, 
Veillonella, Streptococcus, Leptotrichia, Rothia, Neisseria, 
Haemophilus, Moraxella, Staphylococcus, Corynebacterium, 
Fusobacterium и др. [6]. Ранее проведённые нами иссле-
дования [7] свидетельствуют о том, что микробиота ту-
беркулёзного очага делится как минимум на 2 типа со-
обществ: 1) микобактериальная казеома (туберкулома), 
в которой более 70 % геномов относятся к микобакте-
риям туберкулёза; 2) полибактериальное сообщество, 
в котором концентрация микобактерий туберкулёза ва-
рьирует от 0 до 30 %. По нашим данным, клинические 

штаммы Mycobacterium tuberculosis в большинстве сво-
ём не  способны образовывать биоплёнки [8], в то же 
время в эксперименте in  vitro возбудитель туберкулё-
за значимо увеличивал свою численность в составе по-
лимикробного биофильма [9]. Другими словами, иссле-
дование полимикробных сообществ казеозного содер-
жимого может пролить свет на микробную составляю-
щую патологических процессов, протекающих в центре 
туберкулёзного очага.

Гранулёма (туберкулома) была признана ведущей па-
тологией при туберкулёзе лёгких уже более 100 лет на-
зад [10]. Современное определение туберкуломы (казе-
омы) лёгкого – объёмное казеозно-некротическое обра-
зование, отграниченное от прилежащей ткани капсулой 
[11]. В рамках настоящего исследования нами постули-
руется гипотеза о том, что формирование микробиоты 
туберкулёзного очага происходит по причине неустой-
чивости, компартментализации и транзиторного харак-
тера микробных сообществ в лёгких. При этом следует 
учитывать, что условия, создаваемые иммунной систе-
мой больного в туберкулёзном очаге, образование кап-
сулы и творожистая некротизация содержимого с пре-
обладанием липидов [12] должны избирательно стиму-
лировать развитие анаэробных микроорганизмов, спо-
собных размножаться за счёт утилизации липидов. Воз-
будитель туберкулёза при этих условиях размножаться 
не способен и выживает в большинстве случаев в поко-
ящемся состоянии [10]. 

Исходя из вышесказанного, цель настоящего ис‑
следования заключалась в выделении и характеристи-
ке толерантных к кислороду анаэробов из некротиче-
ского содержимого туберкулом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование одобрено Этическим комитетом 
ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и ре-
продукции человека» (протокол № 4 от 16.11.2020).

Биопсийный материал от 5  больных туберкулё-
зом лёгких был получен в процессе плановой опера-
ции по иссечению туберкулом в ОГБУЗ «Иркутская об-
ластная клиническая туберкулёзная больница» (ИОКТБ) 
в 2022 г (табл. 1).

№ 
образца Пол Год  

рождения Диагноз КТ Доля, размер  
очага КТ (мм) Кальцинация

2201 Ж 1995 Туберкулома нижней доли левого лёгкого с распадом S6; до 18 Есть

2202 Ж 1979 Туберкулома верхней доли левого лёгкого в фазе обсеменения S1; до 21 Есть

2203 М 1993 Туберкулома верхней доли правого лёгкого в фазе обсеменения S1,2; до 30 Есть

2204 Ж 1986 Туберкулома нижней доли правого лёгкого в фазе обсеменения S6; до 19 Нет

2208 Ж 1984 Туберкулома нижней доли правого лёгкого в фазе обсеменения S6; до 43 Нет
Примечание. КТ – компьютерная томография.

Т А Б Л И Ц А   1
ХАРАКТЕРИСТИКА ИССЛЕДОВАННЫХ ОБРАЗЦОВ

T A B L E   1
CHARACTERISTICS OF THE EXAMINED SAMPLES
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Казеозное содержимое очагов вырезалось из опера-
ционного биоптата стерильным одноразовым скальпелем 
в условиях бактериологической лаборатории туберкулёз-
ного стационара и засевалось в 5 мл бульона LB под сте-
рильное вазелиновое масло в объёме 1–2 г на пробирку. 
Через 2 недели произведён рассев 0,1 мл LB-бульона на LB-
агар. Инкубацию чашек проводили в анаэростате с газоге-
нерирующими пакетами «Анаэрогаз» (INKO, Россия). Изо-
лированные колонии высевали в 5 мл бульона LB под сте-
рильное вазелиновое масло для накопления биомассы. 
Чувствительность к антибиотикам определялась с помо-
щью тест-систем TREK Diagnostic Systems (Thermo Fisher 
Scientific, США): RAPMYCO для быстрорастущих микобак-
терий и SLOWMYCO для медленнорастущих микобакте-
рий, – по протоколу производителя. Оценку устойчиво-
сти или чувствительности в зависимости от минимальных 
ингибирующих концентраций (МИК) проводили в соответ-
ствии с международными рекомендациями [13]. В качестве 
бульона для разведения культуры использовали сердеч-
но-мозговой бульон (HIMEDIA, Индия), инкубацию произ-
водили при 37 °С в течение трёх дней в анаэростате с га-
зогенерирующими пакетами «Анаэрогаз» (INKO, Россия).

Липазную активность определяли посевом на сердеч-
но-мозговой агар (HIMEDIA, Индия) с добавлением 0,1 % 
Tween-80 и 10 мМ CaCl2 (конечные концентрации). После 
инкубации при 37 °С в течение трёх суток в анаэростате 
с газогенерирующими пакетами «Анаэрогаз» (INKO, Рос-
сия) чашки инкубировали в течение суток при 4 °С. О нали-
чии экзогенной липазной активности судили по образова-
нию «гало» нерастворимых кальциевых солей свободных 
жирных кислот в толще агара вокруг колоний. ДНК из осад-
ка бульонной культуры выделяли CTAB-хлороформным 
методом, как описано ранее [14]. Полногеномное секвени-
рование осуществлено на NGS-секвенаторе DNBSeq-G400 
компанией «Геномед» (Россия). Первичные последова-
тельности генома размещены в Национальном центре 
биотехнологической информации США (NCBI, National 
Center for Biotechnology Information), проект PRJNA971334.

Сборку геномных прочтений в скаффолды проводи-
ли с помощью программы Spades v. 3.11.1 [15]. Геномная 
аннотация и идентификация генов, кодирующих 16S рРНК 
и 23S рРНК исследуемого штамма 2204 в сборке, проводи-
лась с помощью программного пакета SqueezeMeta [16]. 
Поиск ближайших штаммов и видов бактерий с расшиф-
рованными полными геномами проводился с помощью 
Type (Strain) Genome Server1 по алгоритму «полногеном-
ной гибридизации» штаммов in silico [17]. Из полных ге-
номов идентифицированных близкородственных штам-
мов (Corynebacterium kefirresidentii SB, Corynebacterium 
tuberculostearicum DSM, Corynebacterium curieae c8Ua, 
Corynebacterium yonathiae c21Ua, Corynebacterium 
marquesiae c19Ua) по информации из аннотации NCBI вы-
делялись кассеты генов 16S рРНК и 23S рРНК. Последо-
вательности генов 16S рРНК и 23S рРНК выравнивались 
в программе MAFFT v. 7 [18] и использовались для рас-
чётов генетических дистанций и определения видовой 
принадлежности штамма 2204 филогенетическим мето-

1 https://tygs.dsmz.de

дом (ML-метод; программа IQTREE v. 2 [19] с оценкой под-
держек топологии древа методом «ultrafast bootstrap» – 
1000 реплик). Порогом видовой идентичности по полно-
му гену 16S рРНК считали 99 % [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Выделение и микробиологическая  
характеристика культуры

Поиск литературных источников, позволяющих по-
мочь в разработке методов культивирования сателлитной 
микробиоты туберкулёзного очага, как в русскоязычной, 
так и в англоязычной литературе не привёл к каким-либо 
существенным результатам. Например, нулевой резуль-
тат имел поиск по ключевым словам в PubMed «caseum 
+ tuberculosis + cultivation + microbiota». Поиск в вариан-
те «caseum + tuberculosis + cultivation» нашёл 20 публика-
ций, однако ни одна из них не относилась к данной теме. 
Исходя из этого было принято решение произвести ана-
эробное культивирование в максимально стандартизо-
ванных условиях – LB-бульон под вазелиновым маслом.

В результате инкубации в течение 2  недель, в од-
ной из пяти пробирок был обнаружен выраженный рост 
в жидкой LB-среде в виде помутнения всей толщи и осад-
ка на поверхности биоптата. Рассев 0,1 мл всех пяти бу-
льонных культур на LB-агар с последующей инкубацией 
в анаэростате только в одном случае дал видимый рост 
на чашках Петри.

РИС. 1.  
Липазная активность штамма 2204. Вокруг бактериального 
роста наблюдается ореол, свидетельствующий о высокой 
липазной активности выделенного штамма
FIG. 1.  
Lipase activity of strain 2204. A halo is observed around 
the bacterial growth, indicating a high lipase activity of the isolated 
strain
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Как видно из рисунка  1 и таблицы  2, выделенный 
штамм 2204 характеризовался высокой липазной актив-
ностью и относительно небольшим спектром устойчи-
вости к противотуберкулёзным и противомикобактери-
альным препаратам первого ряда.

Полногеномное секвенирование и определение 
видовой принадлежности штамма 2204

Первичные короткие прочтения были реоргани-
зованы в 6 скаффолдов с общей длиной 2 428 638 пар 
нуклеотидов, среди которых было обнаружено 4  кас-
сеты генов рибосомального оперона 16S рРНК – ITS – 
23S рРНК. Анализ по алгоритму «полногеномной гибри-
дизации» штаммов in  silico для штамма  2204 выделил 
5 наиболее близких референсных геномов базы данных 
NCBI: Corynebacterium kefirresidentii SB; Corynebacterium 
tuberculostearicum DSM; Corynebacterium curieae c8Ua; 
Corynebacterium yonathiae c21Ua; Corynebacterium 

marquesiae c19Ua. Длина генома штамма 2204 соответ-
ствовала длинам геномов близкородственных штаммов 
(длины от 2 348 605 до 2 830 499 пар нуклеотидов). Пол-
нота расшифровки генома штамма 2204 по наличию всех 
необходимых однокопийных генов составила 99,49 %. 
Последовательности генов 16S  рРНК и 23S  рРНК всех 
вышеуказанных геномов были использованы для фило-
генетической идентификации штамма 2204. На рисун-
ке 2 приведено полученное филогенетическое древо 
с вышеуказанными нуклеотидными последовательно-
стями. Затенённый куст содержит тестируемую нуклео-
тидную последовательность штамма 2204. Расчёт коли-
чества нуклеотидных замен относительно ближайших 
таксонов показал более чем 99%-ю идентичность штам-
мов (0,004 % замен). В соответствии с наиболее строги-
ми на  сегодняшний день критериями, порогом видо-
вой идентичности по полному гену 16S  рРНК следует 
считать 99 % [20]. Таким образом, выделенный штамм 

Т А Б Л И Ц А   2
ТЕСТИРОВАНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 
ШТАММА 2204 К ПРОТИВОТУБЕРКУЛЁЗНЫМ 
И ПРОТИВОМИКОБАКТЕРИАЛЬНЫМ ПРЕПАРАТАМ 
С ОПРЕДЕЛЕНИЕМ МИК

T A B L E   2
TESTING OF THE SUSCEPTIBILITY OF STRAIN 2204 
TO ANTITUBERCULOSIS AND ANTIMYCOBACTERIAL 
DRUGS WITH DETERMINATION OF MINIMUM INHIBITORY 
CONCENTRATIONS 

№ Антибиотики МИК (мкг/мл) Результат

1 Clarithromycin 0,06 Susceptibility

2 Rifabutin 0,25 Susceptibility

3 Ethambutol 4,0 Susceptibility

4 Isoniazid > 8 Resistance

5 Moxyflixacin 0,12 Susceptibility

6 Rifampin 0,12 Susceptibility

7 Trimethoprim/Sulfamethoxazolin 4/76 Resistance

8 Amikacin 1,0 Susceptibility

9 Linezolid  1,0 Susceptibility

10 Ciprofloxacin 0,12 Susceptibility

11 Streptomycin 4 Susceptibility

12 Doxycicline 0,25 Susceptibility

13 Ethionamide > 20 Resistance

14 Cefoxitin 4,0 Susceptibility

15 Tigecyclin 0,25 Susceptibility*

16 Imipenem 2,0 Susceptibility

17 Cefepime 1,0 Susceptibility

18 Amoxicillin/Clavulanic acid 2,0/1,0 Susceptibility

19 Ceftriaxon 4,0 Susceptibility

20 Minociclin 1,0 Susceptibility

21 Tobramicin 1,0 Susceptibility
Примечание. * – ожидаемый результат (международные стандарты по необходимой и достаточной МИК отсутствуют).
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может быть однозначно идентифицирован как  вид 
Corynebacterium kefirresidentii.

ОБСУЖДЕНИЕ

Род Corynebacterium грамположительных палоч-
ковидных бактерий принадлежит к  большому семей-
ству Corynebacteriaceae, впервые был предложен 
Lehmann и Neumann в 1896 г. и в настоящее время на-
считывает 177  видов, некоторые из которых пред-
ставляют медицинский, ветеринарный или биотех-
нологический интерес [21]. Виды этого рода широ-
ко распространены и являются потенциально пато-
генными – в первую очередь C. diphtheria. Коринабак-
терии являются доминирующим членом микробиоты 
кожи человека. Бактерии рода Corynebacterium состав-
ляют 30  % от общего числа бактериальных обитате-
лей кожи человека [22]. Наиболее распространённые 
виды, обитающие на коже, представлены липофильны-
ми Corynebacterium tuberculostearicum, Corynebacterium 
kefirresidentii и  Corynebacterium aurimucosum тип  E, ко-
торые образуют узкий видовой комплекс [23]. Интерес-
но, что впервые C.  tuberculostearicum были выделены 
из  очаговых поражений кожи при лепре [23]. Важной 
особенностью этой группы видов является отсутствие 
способности к биосинтезу жирных кислот de novo [24], 
при этом наблюдается способность к продукции спец-

ифических миколовых кислот, отчасти сходных с тако-
выми, продуцируемыми микобактериями. Особенностя-
ми липидного обмена может объясняться лекарствен-
ная устойчивость к изониазиду и этионамиду (табл. 2), 
поскольку у этой группы коринебактерий отсутствует 
ген InhA [24, 25]. Другими словами, устойчивость к двум 
противотуберкулёзным препаратам – изониазиду и эти-
онамиду – у этой группы коринебактерий носит консти-
тутивный характер.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выделение из туберкулёзного очага липофильно-
го анаэробного представителя узкого видового ком-
плекса C. tuberculostearicum вместе с результатами ра-
нее проведённых нами исследований [7] свидетель-
ствует о возможной роли нетуберкулёзной микробио-
ты в  процессах разжижения казеозного некроза. Это 
имеет важное значение для понимания патологиче-
ских механизмов формирования туберкулёзных оча-
гов на поздних стадиях инфекции. Нами выдвигается 
гипотеза о том, что формирование микробиоты тубер-
кулёзного очага происходит по причине неустойчиво-
сти, компартментализации и транзиторного характера 
микробных сообществ в лёгких. Однако условия вну-
три туберкулёзного очага создают благоприятные усло-
вия для развития вторичной анаэробной липофильной 

NZ CP067012 2Corynebacterium kefirresidentii

NZ CP067012 3Corynebacterium kefirresidentii

Test DNA

JAKMUZ000000000.1 Corynebacterium yonathiae 1

Cp068156 1Corynebacterium tuberculostearicum

Cp068156 3Corynebacterium tuberculostearicum

1JAKMUY010000024.1 Corynebacterium marquesiae

Cp068156 4Corynebacterium tuberculostearicum

Cp068156 2Corynebacterium tuberculostearicum

1JAKMUU010000017.1 Corynebacterium curieae

NZ CP067012 1Corynebacterium kefirresidentii

NZ CP067012 4Corynebacterium kefirresidentii
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82
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88
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РИС. 2.  
Филогенетические взаимоотношения штамма 2204 с рефе-
ренсными видами. В основании узлов приведены bootstrap-
значения поддержки ветвления. Затенённый куст содержит 
тестируемую нуклеотидную последовательность штам-
ма 2204

Fig. 2.  
Phylogenetic relationships of strain 2204 with reference species. 
At the bottom of the nodes there are the bootstrap support values 
for branching. The shaded bush contains the tested nucleotide 
sequence of strain 2204
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микробиоты. По всей видимости, представители видо-
вого комплекса C. tuberculostearicum могут играть нега-
тивную роль в патологических процессах внутри анаэ-
робной туберкуломы, возможно, провоцируя процес-
сы в разжижении казеозных масс.
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