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ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУНИТЕТ К C. KEFIRRESIDENTII 
И S. EPIDERMIDIS – КОМПОНЕНТАМ ПАТОБИОТЫ 
ТУБЕРКУЛЕЗНЫХ ОЧАГОВ
Орлова Е.А., Огарков О.Б., Колесникова Л.И.
ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека», г. Иркутск, Россия

Резюме. Роль микробиоты легких при туберкулезе привлекает все больше внимания, особенно в 
контексте взаимодействия с иммунной системой и поддержания системного хронического воспале-
ния. Микроорганизмы, входящие в состав локальной микробной среды туберкулезных очагов, могут 
не только формировать специфические иммунные сигналы, но и участвовать в иммунопатогенезе 
инфекции за счет перекрестных взаимодействий с иммунной системой хозяина. В рамках ранее про-
веденного масштабного микробиологического скрининга факультативно-анаэробной микробиоты 
туберкулезных очагов нами были выделены два бактериальных штамма – Corynebacterium kefirresidentii 
и Staphylococcus epidermidis, обнаруженные в казеозном содержимом туберкулем. С учетом их микро-
биологических и биохимических характеристик, а также выявленной устойчивости к ряду противо-
туберкулезных препаратов, эти микроорганизмы рассматриваются как элементы патобиоты, способ-
ные участвовать в поддержании локального воспалительного процесса при туберкулезе. Клеточные 
лизаты данных микроорганизмов применялись в качестве источников потенциальных антигенов для 
оценки иммунного ответа. В настоящем исследовании был разработан и апробирован лабораторный 
подход для сравнительной оценки гуморального иммунного ответа к компонентам неспецифической 
микробиоты туберкулезного очага. Анализ проводился методом полуколичественного иммунофер-
ментного анализа с использованием образцов сыворотки крови пациентов с ТБ легких (n  =  90) и 
здоровых доноров (n = 90). Серопревалентность и уровень специфических IgG к C. kefirresidentii ока-
зались достоверно выше у пациентов с туберкулезом по сравнению с контрольной группой (p < 0,05), 
что может свидетельствовать о вовлеченности данного микроорганизма в иммунопатогенез заболе-
вания. Напротив, для S. epidermidis статистически значимых различий между группами не выявлено, 
что, вероятно, связано с его широкой популяционной распространенностью как кожного комменса-
ла. При этом значение иммунного ответа к S. epidermidis в контексте туберкулеза ранее практически 
не рассматривалось, хотя существуют данные о роли отдельных штаммов данного вида в патогенезе 
распространенных дерматологических заболеваний. Обнаруженная положительная корреляция меж-
ду уровнями антител к обоим микроорганизмам, характерная только для пациентов с туберкулезом 
(p  =  0,001), может свидетельствовать о патологическом характере иммунного взаимодействия при 



774

Orlova E.A. et al.
Орлова Е.А. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

туберкулезе легких. Полученные результаты подчеркивают значимость изучения гуморального ответа 
к микробиотным компонентам в контексте туберкулеза и расширяют представления об иммунных 
механизмах, сопровождающих инфекционный процесс.

Ключевые слова: гуморальный иммунитет, туберкулез, микробиота легких, Corynebacterium kefirresidentii, Staphylococcus 
epidermidis

HUMORAL IMMUNE RESPONSE TO C. KEFIRRESIDENTII 
AND S. EPIDERMIDIS AS PATHOBIOTIC COMPONENTS 
OF TUBERCULOSIS FOCI
Orlova E.A., Ogarkov O.B., Kolesnikova L.I.
Scientific Center for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. The role of lung microbiota in tuberculosis has attracted increasing attention, particularly in the 
context of its interaction with the immune system and its contribution to systemic chronic inflammation. 
Microorganisms constituting the local microbial environment of tuberculosis lesions may not only generate 
specific immune signals but also participate in the immunopathogenesis of infection through cross-interactions 
with the host immune system. In a previously conducted large-scale microbiological screening of facultative 
anaerobic microbiota in tuberculosis lesions, we isolated two bacterial strains – Corynebacterium kefirresidentii 
and Staphylococcus epidermidis – from the caseous material of tuberculomas. Based on their microbiological 
and biochemical characteristics, as well as identified resistance to several first-line antituberculosis drugs, these 
microorganisms are considered elements of the pathobiota that may contribute to the maintenance of local 
inflammation in tuberculosis. Cell lysates of these microorganisms were used as sources of potential antigens to 
assess immune responses. In the present study, a laboratory approach was developed and tested to comparatively 
evaluate the humoral immune response to components of nonspecific microbiota associated with tuberculosis 
lesions. The analysis was carried out using a semi-quantitative ELISA with blood serum samples obtained 
from patients with pulmonary tuberculosis (n = 90) and healthy donors (n = 90). Seroprevalence and levels of 
specific IgG against C. kefirresidentii were significantly higher in tuberculosis patients compared to the control 
group (p < 0.05), suggesting a possible involvement of this microorganism in the immunopathogenesis of the 
disease. In contrast, no statistically significant differences were observed between groups for S. epidermidis, 
which is likely related to its high prevalence in the general population as a common skin commensal. Although 
the role of immune responses to S. epidermidis in tuberculosis has not been previously considered, some studies 
indicate the involvement of certain strains in the pathogenesis of common dermatological disorders. A positive 
correlation between antibody levels to both microorganisms, observed only in tuberculosis patients (p = 0.001), 
may indicate a pathological nature of immune interactions in pulmonary tuberculosis. These findings highlight 
the importance of evaluating humoral responses to microbiota components in the context of tuberculosis and 
expand our understanding of immune mechanisms accompanying this infectious process.

Keywords: humoral immunity, tuberculosis, lung microbiota, Corynebacterium kefirresidentii, Staphylococcus epidermidis

Работа выполнена в рамках фундаментально-
го научного исследования ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ 
№ 121022500179-0.

Введение
Гуморальный иммунитет при туберкулезе (ТБ) 

длительное время считался малозначимым, по-
скольку Mycobacterium tuberculosis является обли-
гатным внутриклеточным патогеном. Однако бо-

лее поздние исследования продемонстрировали 
участие антител в защите от инфекции [7, 9]. Им-
мунный ответ может также модифицироваться 
под влиянием неспецифических микроорганиз-
мов, способных вызывать и поддерживать хрони-
ческое воспаление в легочной ткани [8]. На этом 
фоне сателлитная микробиота казеозных очагов 
в пораженных легких рассматривается как потен-
циально значимый, но недостаточно изученный 
фактор, влияющий на патогенез и иммунологи-
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ческие особенности ТБ [3]. Известно, что микро-
биота кишечника модулирует гуморальный им-
мунный ответ при системных воспалительных 
заболеваниях [5, 11], однако данные о гумораль-
ной иммуногенности легочной микробиоты при 
ТБ отсутствуют. 

Ранее в рамках масштабного микробиологи-
ческого скрининга факультативно-анаэробной 
микробиоты туберкулем нами были выделены 
два бактериальных штамма  – Corynebacterium 
kefirresidentii и Staphylococcus epidermidis [2, 4]. 
С учетом их микробиологических и биохимиче-
ских характеристик, а также устойчивости к не-
которым противотуберкулезным препаратам, 
данные микроорганизмы рассматриваются как 
элементы патобиоты, ассоциированной с ло-
кальным воспалением при ТБ. 

Целью настоящего исследования стал анализ 
гуморального иммунного ответа у пациентов с 
ТБ и здоровых доноров к бактериальным анти-
генам  – клеточным лизатам C.  kefirresidentii и 
S. epidermidis. 

Материалы и методы
Исследование одобрено локальным этиче-

ским комитетом ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ (протокол 
№ 4 от 16.11.2020). Все участники подписали ин-
формированное согласие.

Микробиологические штаммы C. kefirresidentii 
и S.  epidermidis получены ранее из образцов ка-
зеозного некроза от пациентов с ТБ и иден-
тифицированы полногеномным секвениро-
ванием [2, 4]. Оба штамма демонстрировали 
ограниченную устойчивость к антимикобакте-
риальным препаратам первого ряда и облада-
ли характерной ферментативной активностью 
(липазной  – C.  kefirresidentii, уреазной и жела-
тиназной – S. epidermidis). Для культивирования 
микроорганизмов использовали среды LB (Difco, 
США), BHI Broth (HiMedia, Индия) и Nutrient 
Broth (Merck, Германия), дополненные 0,1% 
Tween-80. К 100 мл питательной среды добавля-
ли 1 мл предварительно подготовленных культур 
и инкубировали при 37  °C в течение ночи с аэ-
рацией при 250 об/мин. Клетки дважды промы-
вали в PBS и подвергали лизису. Для получения 
клеточных лизатов из-за низкой эффективности 
стандартного протокола с лизоцимом, подтверж-
денного методом Брэдфорд и профилем белков 
при электрофорезе в ПААГ, применяли механи-
ческое разрушение клеток в PBS размольными 
шарами диаметром 0,1 и 0,5 мм из набора ZR 
BashingBead Lysis Tubes (ZymoResearch, США). 
Максимальный выход и разнообразие белкового 
профиля были достигнуты при культивировании 
C.  kefirresidentii на BHI Broth и S.  epidermidis на 
Nutrient Broth. Клеточные лизаты очищали цен-

трифугированием и фильтрацией через 0,22 мкм 
бактериальные фильтры, концентрацию белков 
определяли методом Брэдфорд и выравнивали 
до 1 мг/мл. Полученные лизаты применялись как 
смеси потенциальных антигенов.

Для оценки гуморального иммунитета в иссле-
дование были включены две скрининговые груп-
пы без ограничения по полу и возрасту: пациенты 
с ТБ (n = 90) и здоровые добровольцы (n = 90), не 
имевшие в анамнезе ТБ или других хронических 
инфекций. В каждой группе были собраны по 4 
парных образца с интервалом не менее 2 месяцев. 
Кровь центрифугировали, сыворотку отбирали и 
хранили при -80 °C до момента проведения лабо-
раторного анализа.

Для полуколичественной оценки продукции 
IgG в ответ на бактериальные антигены штам-
мов C. kefirresidentii и S. epidermidis использовали 
метод иммуноферментного анализа (ИФА). 100 
мкл клеточных лизатов наносили в лунки план-
шета в буфере NaHCO3 (0,1 М) и инкубировали 
при 4 °C на протяжении ночи для сорбции. Бло-
кировка проводилась 10% раствором БСА (37 °C, 
1 ч, 500 об/мин). ИФА проводили согласно про-
токолу тест-системы (Вектор-Бест, Россия). Для 
подбора оптимальных условий тестирования 
было проведено титрование антигенов (37,5-
2400 нг/ лунку) и сыворотки крови (разведение от 
1:12,5 до 1:800) с использованием пулированной 
сыворотки крови. 

Для определения пороговых значений опти-
ческой плотности (ОП) использовался алгоритм 
change-point анализа, основанный на методике, 
предложенной F. Lardeux и соавт. [6]. Этот метод 
позволяет объективно разделить распределение 
значений сигнала ОП на зоны, соответствующие 
отрицательной, пограничной и положительной 
реакции. В отличие от классических подходов, 
где порог задается эмпирически, change-point 
анализ использует статистические критерии для 
определения точек излома  – значимых измене-
ний в структуре распределения данных. Алгоритм 
предполагает ранжирование всех значений ОП 
по возрастанию, после чего оценивается вероят-
ность того, что данные можно разбить на сегмен-
ты с разной средней величиной. Оптимальное 
разбиение определяется на основании максими-
зации апостериорной вероятности модели. 

Таким образом, были сформированы три диа-
пазона: значения ниже первой точки излома (от-
рицательные реакции), значения между первой и 
второй точками (неопределенные реакции), зна-
чения выше второй точки излома (положитель-
ные реакции). Анализ проводился в среде R с ис-
пользованием пакета BEAST, как рекомендовано 
в оригинальной работе. Такой подход обеспечи-
вает статистически обоснованную и воспроиз-
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А (А) Б (B)

Разведение образца, раз (Log2)
Sample dilution, times (Log2)

С. kefirresidentii
S. epidermidis

С. kefirresidentii
S. epidermidis

Концентрация антигена, нг/лунка
Antigen concentration, ng/well

37,5 150 300 600 1200 24007512,5 25 50 100 200 400 800

ОП OD ОП OD

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0

водимую интерпретацию результатов ИФА при 
отсутствии эталонных контрольных значений. 
Статистический анализ проводили с использо-
ванием χ2-критерия и U-критерия Манна–Уит-
ни. Нормальность распределения оценивалась 
по критерию Шапиро–Уилка. Различия считали 
статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Для оптимизации условий проведения 

ИФА было проведено титрование антигенов 
C. kefirresidentii и S. epidermidis и сывороток с ис-
пользованием пулированной сыворотки крови 
больных ТБ. Концентрация антигенов варьиро-
валась от 37,5 до 2400 нг/лунку, разведение сы-
вороток – от 1:12,5 до 1:800. На основании ана-
лиза кривых «ОП – концентрация» (рис. 1) были 
выбраны оптимальные условия: концентрация 
антигенов 200 нг/лунку и разведение сыворот-
ки 1:50, обеспечивающие линейность сигнала и 
оптимальное соотношение «сигнал/шум». Полу-
ченные параметры были использованы при по-
следующем анализе индивидуальных образцов.

Для каждого исследуемого антигена (C. kefirre
sidentii и S. epidermidis) были определены следую-
щие показатели: доля серопозитивных пациентов 
(серопревалентность), среднее значение ОП для 
всех образцов и среднее ОП среди серопозитив-
ных образцов, а также статистические сравнения 
между группами здоровых доноров и больных ТБ 
(рис. 2).

В группе здоровых доноров при анализе реак-
ции на лизат C. kefirresidentii средняя ОП по всем 
образцам составила 0,8 (0,5-1,2) о. е., в группе 

больных – 1,0 (0,5-1,9) о. е. (U = 3290; p = 0,029). 
Применение change-point анализа позволило 
распределить образцы на серопозитивные, се-
ронегативные и неопределенные («серая зона»). 
В  группе здоровых доноров серопозитивными 
оказались 3 человека, серонегативными – 75 че-
ловек, серопревалентность составила 3,5±3,9%. 
Среди больных ТБ серопозитивны  – 18 чело-
век, серонегативны  – 68, серопревалентность  – 
20±8,3%, что значимо отличается от здоровых 
доноров (χ2  =  10,6; p  =  0,001). При отдельном 
анализе образцов, рассматриваемых как серо-
позитивные, средняя ОП была также выше у 
больных ТБ и составила 3,1±0,4 о. е. по сравне-
нию с 2,7±0,1 о. е. у здоровых доноров (U  =  7; 
p  =  0,049). Таким образом, результаты демон-
стрируют значимо более высокую частоту пози-
тивных IgG-реакций и уровень сигнала при ис-
следовании C.  kefirresidentii у пациентов с ТБ по 
сравнению со здоровыми донорами. До настоя-
щего времени данных о гуморальном иммунном 
ответе к данному виду микроорганизмов в лите-
ратуре представлено не было, что подчеркива-
ет новизну полученных результатов. Наличие у 
больных ТБ антител к C. kefirresidentii позволяет 
предположить участие этого микроорганизма в 
формировании системного иммунного ответа и, 
потенциально, его диагностическую значимость 
как маркера локальной бактериальной инфек-
ции. 

При анализе реакции на лизат S.  epidermidis 
средняя ОП по всем образцам составила 2,3 
(1,2- 3,3) о. е. у здоровых и 1,8 (0,9-3,2) о. е. у боль-
ных ТБ (U = 3497; p = 0,1). Согласно change-point 

Рисунок 1. Оптимизация ИФА титрованием пулированной сыворотки крови больных туберкулезом (А) и лизатов 
C. kefirresidentii и S. epidermidis (Б) 
Figure 1. Optimization of ELISA by titration of pooled blood serum from tuberculosis patients (A) and lysates of C. kefirresidentii and 
S. epidermidis (B)
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Рисунок 2. Различие серостатусов к лизатам C. kefirresidentii and S. epidermidis: все проанализированные 
образцы (А), светло-серой зоной обозначен диапазон ОП, соответствующий положительным реакциям по 
результатам change-point анализа, и только серопозитивные образцы (В)
Figure 2. Differences in serostatus to C. kefirresidentii and S. epidermidis lysates: all analyzed samples (A), with the light gray area 
indicating the optical density (OD) range classified as positive according to change-point analysis, and seropositive samples only (B)

анализу в группе здоровых доноров серопозитив-
ными оказались 35 человек, серонегативными – 
31 человек, серопревалентность  – 38,9±10,1%. 
В группе больных ТБ серопозитивны – 28 чело-
век, серонегативны  – 44 человека, серопрева-
лентность – 31,1±9,6% (χ2 = 2,2; p = 0,14). Сре-
ди серопозитивных образцов среднее ОП было 
одинаковым в обеих группах: 3,4 (3,1-3,6) о. е. у 
доноров и 3,4 (3,2-3,5) о. е. у больных (U = 487; 
p = 0,97).

Помимо этого, у пациентов с ТБ, но не у здо-
ровых доноров, обнаружена слабая положитель-
ная корреляция между уровнями IgG к антигенам 
C. kefirresidentii и S. epidermidis (rs = 0,3, p = 0,001), 
которая может указывать на патологический ха-
рактер иммунного взаимодействия при ТБ лег-
ких.

Полученные данные свидетельствуют о на-
личии гуморального иммунного ответа на ком-
поненты C. kefirresidentii и S. epidermidis у значи-
тельной части больных ТБ. Особенно выражен 
ответ на C. kefirresidentii, что может быть связано 
с высокой антигенной нагрузкой или усилением 
воспаления в присутствии этого микроорганиз-
ма. Особенности клеточной стенки этих бакте-
рий, включая наличие миколовых кислот (кори-
немиколатов) и других липидных компонентов, 

возможно, способствуют их длительной перси-
стенции и устойчивости к иммунному контролю. 
Их участие в разжижении казеозного некроза и 
нарушении границ очага может способствовать 
прогрессированию инфекции.

Наличие ответа у части здоровых лиц на 
S.  epidermidis, вероятно, связано с постоянным 
контактом с коагулазонегативными стафилокок-
ками на коже и слизистых [1]. Несмотря на свою 
комменсальную природу, S.  epidermidis способен 
участвовать в патогенезе кожных заболеваний, 
включая атопический дерматит, благодаря спо-
собности к образованию биопленки и модуляции 
локального врожденного иммунного ответа [10].

Несмотря на полученные значимые результа-
ты, ограничением исследования может быть воз-
можная кросс-реактивность антител, поскольку 
применение клеточных лизатов может способ-
ствовать перекрестной реактивности с белками 
других представителей родов Corynebacterium и 
Staphylococcus, что необходимо учитывать при 
интерпретации полученных результатов.

Заключение
Проведенное исследование демонстрирует, 

что некоторые микроорганизмы, ассоцииро-
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ванные с туберкулезными очагами, в частности 
C.  kefirresidentii, способны вызывать специфиче-
ский гуморальный иммунный ответ у больных 

ТБ, что позволяет рассматривать антитела к ним 
как потенциальные иммуномаркеры патологиче-
ского микробного взаимодействия. 
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