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Сопоставление микробных профилей мокроты и бронхиальных смывов 
пациентов с туберкулезом легких по данным ПЦР-исследования

Умпелева Т.В., Цвиренко А.С., Кильдюшева Е.И., Премыслева Г.Е., Скорняков С.Н., Вахрушева Д.В.
Уральский НИИ фтизиопульмонологии – филиал ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр фтизиопульмонологии и 
инфекционных заболеваний» Минздрава России, Екатеринбург, Россия

Цель. Сопоставить профили микробиоты мокроты и бронхиальных смывов у пациентов с туберкуле-
зом легких, полученные с использованием метода ПЦР, и дать оценку клинической значимости по-
лученных микробных профилей.
Материалы и методы. Проведено сопоставление результатов исследования мокроты и бронхиаль-
ных смывов с использованием ПЦР тест-систем «Бакскрин УПМ» и «Фемофлор 16» (ООО «ДНК-
Технология», Россия) у 51 пациента с туберкулезом легких.
Результаты. Проведенные исследования показали, что как в мокроте, так и в бронхиальных смывах 
у большинства пациентов выявлялись следующие доминирующие таксоны микроорганизмов: пред-
ставители родов Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Haemophilus. В большинстве случаев наличие 
микроорганизмов в образцах бронхиальных смывов соответствовало их наличию и количеству в мо-
кроте. Наличие условно-патогенных микроорганизмов в образцах бронхиальных смывов в количе-
стве, превышающем таковое в мокроте, может свидетельствовать об их размножении в легких и, 
как следствие, клинической значимости. При локализации туберкулезного процесса в нижних долях 
легких профили микробиоты мокроты и бронхиальных смывов не совпадают чаще, чем при верхне-
долевой локализации процесса. Уменьшение доли «доминирующих» таксонов в бронхиальных смы-
вах ассоциировано с большей продолжительностью лечения туберкулеза. 
Выводы. Образцы бронхиальных смывов являются предпочтительным видом клинического матери-
ала для поиска взаимосвязи между особенностями микробиоты и вариантами клинического тече-
ния туберкулеза.

Comparison of microbial profiles of sputum and bronchial washes 
in patients with pulmonary tuberculosis using PCR data

Umpeleva T.V., Tsvirenko A.S., Kildyusheva E.I., Premysleva G.E., Skornyakov S.N., Vakhrusheva D.V.
Ural Research Institute of Phthisiopulmonology, Yekaterinburg, Russia

Objective. To compare microbiota profiles of sputum and bronchial washes in patients with pulmonary 
tuberculosis obtained using PCR and to assess clinical significance of obtained microbial profiles.
Materials and methods. We compared the results of sputum and bronchial washes using PCR-based test 
systems «Backscreen UPM» and «Femoflor 16» (DNA-Technology, Russia) in 51 patients with pulmonary 
tuberculosis.
Results. The analysis revealed that the following dominant taxa of microorganisms were detected both 
in sputum and bronchial washes in the majority of patients: representatives of the genera Streptococcus, 
Veillonella, Prevotella, and Haemophilus. In most cases, the presence or absence of microorganisms 
in bronchial flush samples corresponded to their presence and abundance in sputum. The presence of 
opportunistic microorganisms in bronchial washes at levels exceeding those in sputum may indicate their 
proliferation in the lungs, highlighting their clinical significance. Cluster analysis revealed that in the case 
of localization of the tuberculosis process in the lower lobes of the lungs, the profiles of sputum and 
bronchial washes do not coincide more often than in the case of upper lobe localization of the process. 
A lower proportion of “dominant” taxa in bronchial washes was associated with a longer duration of 
tuberculosis treatment.
Conclusions. Bronchial washes are the preferred type of clinical material for searching the relationship 
between microbiota characteristics and variants of the clinical course of tuberculosis.
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Введение

Современные исследования респираторной микро-
биоты позволили установить, что в разных отделах ре-
спираторного тракта создается особая, специфическая 
комбинация физиологических параметров (температуры, 
pH, давления газов), которые определяют структуру ми-
кробного сообщества каждого отдела. У большинства 
здоровых людей микробиота нижних отделов респира-
торного тракта имеет сходство по структуре с микро-
биотой ротоглотки, хотя и содержит меньше резидент-
ных микроорганизмов (бактерий, грибов, вирусов) [1–3]. 
Состав микробного сообщества нижних отделов опреде-
ляется темпами иммиграции, размножения и элиминации 
представителей микробиоты. В бактериальной составля-
ющей наиболее распространенными родами являются: 
Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Haemophilus [4, 5]. 
Микробиота легких обеспечивает устойчивость к коло-
низации респираторными патогенами и участвует в соз-
дании и поддержании гомеостаза иммунной системы в 
легких [2]. Заболевания легких приводят к изменению 
баланса физиологических параметров и, как следствие, к 
изменению структуры легочного микробного сообщества 
(изменение состава, увеличение численности отдельных 
таксонов), которое может приобретать существенные 
отличия от микробиома ротоглотки [6–8]. Изменения ми-
кробиоты дыхательных путей, выявленные у пациентов с 
туберкулезом легких, позволяют предположить, что она 
может играть значительную роль в различных патофизи-
ологических процессах, происходящих при туберкулезе 
[2]. Этот факт позволяет считать микробиоту легких по-
тенциальной мишенью для изменения тактики и улучше-
ния результатов лечения пациентов с различной патоло-
гией легких, в том числе с туберкулезом [9–12]. 

При туберкулезе легких клиническая значимость 
других микроорганизмов (помимо Mycobacterium 
tuberculosis) изучена недостаточно, и их вклад в пато-
генез заболевания не учитывается. Оценка качествен-
ного и количественного состава микробиоты легких 
при туберкулезе основана преимущественно на резуль-
татах анализа мокроты как наиболее доступного вида 
биоматериала [13–16]. Однако мокрота легко конта-
минируется микроорганизмами, обитающими в верхних 
дыхательных путях, что приводит к невозможности до-
стоверно оценить по мокроте микробный состав очага 
инфекции, расположенного в нижних дыхательных путях 
[17]. С этой точки зрения материал, полученный непо-
средственно из нижних отделов респираторного тракта 
при проведении бронхоскопии, может являться наибо-
лее репрезентативным для изучения микробиоты легких 
при туберкулезе [12, 18–21]. Вместе с тем, в процессе 
бронхоскопии также существует риск контаминации об-
разцов микроорганизмами из ротоглотки и контамина-
ции ДНК микроорганизмов с поверхности бронхоскопа 
(в случае использования молекулярно-генетических ме-
тодов детекции) [22]. 

Еще одним важным фактором, влияющим на резуль-
таты исследования микробиоты, является выбор метода 

исследования. Современная тенденция – использование 
молекулярно-генетических методов, результат которых 
в меньшей степени зависит от культуральных особенно-
стей микроорганизмов [23, 24].

Цель исследования – сопоставить профили микро-
биоты мокроты и бронхиальных смывов у пациентов с 
туберкулезом легких, полученные с использованием ме-
тода ПЦР и дать оценку клинической значимости ми-
кробных профилей.

Материалы и методы

В выборку был включен диагностический материал, 
полученный от пациентов с установленным диагнозом 
туберкулез легких, госпитализированных в УНИИФ – 
филиал ФГБУ «НМИЦ ФПИ» Минздрава России для про-
хождения обследования и лечения, подписавших до-
бровольное информированное согласие на участие в 
исследовании, имеющих показания для проведения пла-
новой бронхоскопии, выделяющих мокроту.

Сбор образцов клинического материала
Утреннюю порцию мокроты собирали в стерильные 

пробирки на 50 мл и сразу доставляли в лабораторию 
при комнатной температуре. Материал для исследо-
вания (250 мкл) отбирали непосредственно после до-
ставки образца в лабораторию и до момента исследова-
ния хранили при -80°С. 

Отбор бронхиальных смывов производили в ходе 
плановой бронхоскопии методикой мини-лаважа. Через 
канал видеобронхоскопа Pentax-1970K (Pentax, Япония) 
в просвет интересующего бронха (зона поражения) вво-
дили подогретый до 37°С физиологический раствор в 
объеме 60 мл. Затем производили отбор бронхиального 
содержимого через аспирационный канал с помощью 
эндоскопической вакуумной помпы Unimat 30 (Karl Storz, 
Германия) в стерильную накопительную емкость для тра-
хеобронхиальной санации (40 мл). У 40 пациентов об-
разцы были взяты из сегментарных бронхов верхних до-
лей, у 11 пациентов – из сегментарных бронхов нижних 
долей. Доставка образцов в лабораторию осуществля-
лась при комнатной температуре сразу после взятия, и 
в течение часа производили отбор материала (1 мл) для 
исследования методом ПЦР, до момента исследования 
образцы хранили при -80°С. 

Молекулярно-генетические исследования
Непосредственно перед этапом выделения ДНК для 

проведения ПЦР-исследования образцы разморажи-
вали при комнатной температуре. Далее проводили об-
работку материала реагентом «Амплитуб-Преп» (НПК 
«Синтол», Россия) согласно инструкции производителя. 
Выделение ДНК проводили наборами «Проба-НК плюс» 
(ООО «ДНК-технология», Россия) согласно инструк-
ции производителя. Проведение ПЦР в режиме реаль-
ного времени (ПЦР-РВ) для идентификации микобакте-
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рий туберкулезного комплекса производили набором 
«Амплитуб-РВ» (НПК «Синтол», Россия) согласно ин-
струкции производителя, с использованием амплифи-
катора CFX96 (Bio-Rad, США). Выявление ДНК других 
микроорганизмов производили с использованием набо-
ров на основе ПЦР-РВ: «Бакскрин УПМ» (ООО «ДНК-
технология», Россия), который предназначен для ко-
личественного выявления ДНК условно-патогенных 
бактерий, вызывающих нозокомиальные и внеболь-
ничные инфекции, и «Фемофлор 16» (ООО «ДНК-
технология», Россия), который предназначен для иссле-
дования биоценоза урогенитального тракта у женщин. 
Амплификация ДНК проводилась на приборах DTprime 
5 (ООО «ДНК-технология», Россия). Выбор данных 
тест-систем был обусловлен тем, что перечень детек-
тируемых ими видов микроорганизмов сходен с тако-
вым в респираторном тракте в норме и при развитии 
патологии, описанным в литературе. Поскольку предна-
значение тест-системы «Фемофлор 16» не соответство-
вало его применению в исследовании, при интерпрета-
ции результатов учитывали только данные о количестве 
выявленных микроорганизмов и не учитывали раздел 
«Заключение», в котором приводится интерпретация 
результатов. Проведенное ранее сопоставление резуль-
татов исследования бронхиальных смывов методами 
ПЦР («Фемофлор 16» и «Бакскрин УПМ») и 16S рРНК 
секвенирования [25] позволило скорректировать пере-
чень таксонов, детектируемых в респираторных образ-
цах. Так, при интерпретации результатов ПЦР из группы 
Gardnerella vaginalis + Prevotella bivia + Porphyromonas 
spp. была исключена Gardnerella vaginalis, вид Prevotella 
bivia заменен на род Prevotella spp., который являлся 
доминантным в этой группе. Из группы Sneathia spp. 
+ Leptotrichia spp. + Fusobacterium spp. исключена 
Sneathia spp. Исследования с использованием наборов 
«Фемофлор 16» и «Бакскрин УПМ» проводились только 
в научных целях и не выдавались лечащим врачам.

Степень контаминации бронхоскопов ДНК микро-
организмов или человека была оценена путем ПЦР-
исследования контрольных образцов смывов с канала 
бронхоскопа (через канал бронхоскопа пропускали сте-
рильный физиологический раствор в объеме 40 мл и со-
бирали в стерильные пробирки объемом 50 мл). Всего 
были отобраны смывы с трех бронхоскопов, исследова-
ние проводили по той же методике, что и для образцов 
клинического материала.

Бактериологические методы выявления M. tubercu­
losis

Люминесцентную микроскопию для выявления кисло-
тоустойчивых микроорганизмов проводили с использо-
ванием биологического микроскопа PRIMO STAR (Carl 
Zeiss, Германия). Посев клинического материала осу-
ществляли на плотные (среда Левенштейна – Йенсена) и 
жидкие (среда Миддлбрука 7Н9) среды. Для инкубации 
пробирок с жидкой питательной средой была исполь-
зована автоматизированная система Bactec MGIT 960 
(Becton Dickinson, США).

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку полученных данных про-

водили с использованием программы BioStat Pro v.7.6.5. 
Для сравнения двух групп использовали значение ме-
дианы [интерквартильный размах]. Различия между 
группами оценивали путем расчета критерия Манна – 
Уитни и критерия χ2, различия считали значимыми при 
p < 0,05. Для сопоставления бактериальных профилей 
использовали кластерный анализ. Для определения оп-
тимального количества кластеров проводили иерархи-
ческую кластеризацию, далее проводили К-мерную кла-
стеризацию.

Результаты

В ходе исследования были отобраны и проанализи-
рованы образцы мокроты и бронхиальных смывов 51 
пациента (у каждого пациента брали оба вида биома-
териала). Пациенты различались по продолжитель-
ности лечения туберкулеза: 5 (9,8%) пациентов были 
вновь выявленными (нелеченые или леченые менее 1 
мес.), 24 (47,1%) пациента получали противотуберку-
лезную терапию от 1 до 12 мес., остальные 22 (43,1%) 
пациента – более 12 мес. Количество пациентов, по-
лучавших лечение по режимам лекарственно-чувстви-
тельного туберкулеза, туберкулеза, вызванного возбу-
дителем с множественной лекарственной устойчивостью 
(МЛУ) и пре-широкой лекарственной устойчивостью 
(пре-ШЛУ) в соответствии с клиническими рекоменда-
циями «Туберкулез у взрослых» (2024 г.), составляло 
7 (13,7%), 12 (23,5%) и 32 (62,7%) соответственно.

Наличие бактериовыделения (выявление M. tuber­
culosis хотя бы один раз за всю историю лечения) было 
зафиксировано у 43 (84,3%) пациентов. Диагноз дис-
семинированного туберкулеза легких был поставлен 
4  (7,8%) пациентам, инфильтративного туберкулеза – 
33 (64,7%) пациентам, фиброзно-кавернозного и кавер-
нозного туберкулеза – 11 (21,6%) пациентам, очагового 
туберкулеза/туберкулемы – 2 (3,9%) пациентам, цирро-
тического туберкулеза – 1 (1,9%) пациенту.

Контроль качества взятия материала (КВМ), отража-
ющий количество клеток человека в образце, для мо-
кроты составил 1,9 × 106 [6,3 × 105; 3,1 × 106] клеток/
мл, для бронхиальных смывов – 1,4 × 105 [5,3  ×  104; 
3,9 × 105] клеток/мл. У одного пациента значение КВМ 
в образце бронхиального смыва составило 5,0 × 103 
клеток/мл. Согласно инструкции теста «Фемофлор 16», 
интерпретация результатов исследования производится 
при КВМ > 104, меньшее значение может интерпрети-
роваться как некачественный отбор материала – в этом 
случае необходимо было взять новый образец. Образцы 
от этого пациента были исключены из выборки, процент 
выбраковки составил 1,9%. 

Исследование трех образцов контрольных смывов, 
отобранных с бронхоскопов после процедуры дезин-
фекции высокого уровня, выявило показатель общего 
числа бактериальных клеток только в двух образцах в 
количестве 3,1 × 102 и 3,9 × 102 клеток/мл. ДНК чело-
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века выявлено не было; микроорганизмы, входящие в 
перечень детектируемых таксонов, выявлены не были.

Общее число бактериальных клеток в образцах 
бронхиальных смывов составило 4,0 × 105 [9,5 × 104; 
1,5 × 106] клеток/мл, а в мокроте – 4,0 × 108 [1,5 × 108; 
6,4 × 108] клеток/мл. Можно выделить четыре группы 
микроорганизмов, которые выявлялись практически у 
всех пациентов как в мокроте, так и в бронхиальном 
смыве: Streptococcus spp., Prevotella spp. + Porphyromonas 
spp., Megasphaera spp. + Veillonella spp. + Dialister spp., 
Haemophilus spp. (Таблица 1). При этом их содержание в 
бронхиальном смыве было на 3–4 порядка меньше, чем 
в мокроте.

Девять групп микроорганизмов были выявлены в мо-
кроте более, чем у половины пациентов. Отмечено, что 
при наличии их ДНК в мокроте, она могла отсутство-
вать в бронхиальном смыве, но при отсутствии в мо-
кроте ДНК этих микроорганизмов так же не выявлялась 
и в бронхиальном смыве (за исключением одного паци-
ента, в бронхиальном смыве которого была выявлена 
ДНК Eubacterium spp. в количестве 2,0 × 103 клеток/мл 
при ее отсутствии в мокроте) (Таблица 2).

Для микроорганизмов группы, включающей Lepto­
trichia spp. + Fusobacterium spp., группы Lachnobacte­
rium spp. + Clostridium spp., Peptostreptococcus  spp. и 
Lactobacillus spp. отмечено, что при их высоком содер-

Таблица 1.	Доминирующие таксоны микроорганизмов в образцах мокроты и бронхиальных смывов у пациентов с туберкулезом легких 
по данным ПЦР-исследования

Микроорганизмы 
Мокрота Бронхиальный смыв

Количество 
пациентов 

Количество клеток/мл  
(медиана [ИКР]) 

Количество 
пациентов 

Количество клеток/мл  
(медиана [ИКР]) 

Streptococcus spp. 50 1,7 × 108

[3,8 × 107; 3,5 × 108]
49 5,3 × 104

[1,6 × 104; 3,9 × 105]

Prevotella spp. + Porphyromonas spp. 50 3,5 × 107

[3,9 × 106; 1,9 × 108]
48 5,7 × 104

[1,0 × 104; 3,9 × 105]

Megasphaera spp. + Veillonella spp. + 
Dialister spp.

50 1,9 × 107

[3,4 × 106; 6,3 × 107]
47 2,5 × 104

[4,5 × 103; 2,2 × 105]

Haemophilus spp. 48 1,0 × 107

[1,7 × 106; 2, × 107]
44 5,7 × 103

[1,1 × 103; 2,8 × 104

Таблица 2.	Таксоны микроорганизмов в образцах мокроты и бронхиальных смывов, выявленные более, чем у половины пациентов 
с туберкулезом легких, по данным ПЦР- исследования

Микроорганизмы

ДНК микроорганизма выявляется 
только в мокроте

ДНК микроорганизма выявляется 
и в мокроте, и в бронхиальном смыве

p
Количество 
пациентов 

Количество клеток/мл 
в мокроте  

(медиана [ИКР])

Количество 
пациентов 

Количество клеток/мл 
в мокроте  

(медиана [ИКР]) 

Candida spp. 39 5,0 × 104

[1,8 × 104; 5,1 × 105]
11 2,5 × 105

[1,4 × 105; 5,1 × 105]
0,15

Enterobacterales 20 1,0 × 106  

[9,9 × 104; 1,2 × 106]
29 1,0 × 106  

[2,6 × 105; 4,6 × 106]
0,25

Staphylococcus spp. 31 2,5 × 103  
[6,2 × 102; 7,3  × 103]

16 4,7 × 103  
[2,1 × 103; 2,3 × 104]

0,17

Leptotrichia spp. + Fusobacterium spp. 13 3,2 × 105  

[6,3 × 104; 6,3 × 105]
35 1,9 × 107

[2,4  × 106; 4,5 × 107]
0,002

Lachnobacterium spp. + Clostridium spp. 16 7,5 × 105  

[2,7 × 104; 2,8 × 106]
32 5,7 × 106

[9,5 × 105; 2,6 × 107]
0,01

Lactobacillus spp. 36 3,6 × 104

[1,2 × 104; 3,9 × 105]
12 2,5 × 106

[1,2 × 106; 6,9 × 106]
< 0,01

Eubacterium spp. 33 3,5 × 104

[1,3 × 104; 1,9 × 105]
14 1,8 × 105

[3,9 × 104; 2,5 × 105]
0,12

Mobiluncus spp. + Corynebacterium spp. 32 3,9 × 104

[1,1 × 104; 3,2 × 105]
15 1,2 × 105

[6,3 × 104; 8,2 × 105]
0,03

Peptostreptococcus spp. 24 1,9 × 104

[1,2  × 103; 1,3 × 105]
19 3,2 × 106

[1,9 × 105; 1,4 × 107]
< 0,01
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жании в мокроте (106–107 клеток/мл) они так же выяв-
лялись и в бронхиальном смыве, а при более низком их 
количестве в мокроте (104–105 клеток/мл) эти бактерии 
в бронхиальном смыве отсутствовали (p < 0,01). Для 
группы, включающей Mobiluncus spp. + Corynebacterium 
spp. прослеживалась та же закономерность (p = 0,03).

Для бактерий Staphylococcus spp., Enterobacterales, 
Eubacterium spp. и грибов рода Candida такой зависимо-
сти не отмечено (p > 0,12). Их количество в мокроте не 
коррелировало с наличием и количеством в бронхиаль-
ном смыве, при этом следует отметить их более низкое 
содержание в образцах мокроты (103–106 клеток/мл) по 
сравнению с вышеперечисленными микроорганизмами.

ДНК M. tuberculosis complex была выявлена и в мо-
кроте, и в бронхиальном смыве у 20 (40%) пациентов, 
только в бронхиальном смыве – у 16 (32%) пациентов. 
При этом отмечено, что подтверждение результатов 
ПЦР-исследования бронхиальных смывов бактериологи-
ческими методами (посев и/или микроскопия) коррели-
рует с количеством детектированной ДНК M. tuberculosis 
complex: при значении более 1,0 × 103 [3,1 × 102; 
3,3 × 103] клеток/мл наблюдаются положительные ре-
зультаты бактериологических методов (p = 0,02).

Остальные микроорганизмы были выявлены менее, 
чем у половины пациентов, как в образцах мокроты, так 
и в образцах бронхиальных смывов (Рисунок 1). Только у 
трех пациентов в образцах бронхиальных смывов была 
детектирована ДНК условно-патогенных микроорганиз-
мов в количестве, превышающем 105 клеток/мл.

У первого пациента выявлена ДНК Stenotrophomonas 
maltophilia в количестве 1,5 × 105 клеток/мл в образце 
бронхиального смыва при содержании ДНК этой бакте- 
рии в мокроте, соответствующем 1,0 × 103  клеток/мл. 
Данный пациент находился на лечении с диагнозом 
«инфильтративный туберкулез легких», отбор матери-
ала был произведен на 29-м месяце противотуберку-
лезной терапии по режиму лекарственно-чувствитель-
ного туберкулеза (выделена культура M. tuberculosis с 
лекарственной чувствительностью). За время химио-
терапии пациенту была проведена резекция С1-2 ле-
вого легкого, проведено лечение методами коллапсо
терапии.

У второго пациента выявлена ДНК Streptococcus 
pneumoniae в количестве 1,0 × 105 клеток/мл в об-
разце бронхиального смыва при содержании в мокроте 
6,4 × 104 клеток/мл. Пациент с диагнозом «фиброз-
но-кавернозный туберкулез легких», с чувствитель-
ной культурой M. tuberculosis, длительность лечения 
по режиму лекарственно-чувствительного туберкулеза 
13  мес. с включением в схему левофлоксацина через 
9 мес. после начала противотуберкулезной терапии. 

У третьего пациента выявлена Klebsiella oxytoca в ко-
личестве 2,5 × 105 клеток/мл в образце бронхиального 
смыва при содержании в мокроте 2,5 × 106 клеток/мл. 
Пациент с диагнозом «фиброзно-кавернозный туберку-
лез легких», с МЛУ возбудителя, длительность лечения 
(химиотерапия + коллапсотерапия) на момент отбора 
материала – 34 мес. 

Рисунок 1.	Количество пациентов с туберкулезом легких с положительными результатами ПЦР исследования на наличие  
патогенных/условно-патогенных бактерий в образцах мокроты и бронхиальных смывах
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Для микроорганизмов, детектированных только в об-
разцах мокроты, отмечено, что их количество не превы-
шало 4,3 × 105 клеток/мл.

Только в бронхиальных смывах (при отрицательном 
результате в мокроте, взятой в тот же день), были вы-
явлены 7 таксонов микроорганизмов в количестве до 
1,9 × 103 клеток/мл.

Для сопоставления бактериальных профилей мо-
кроты и бронхиальных смывов, построенных на основе 
результатов исследования тест-системами «Бакскрин 
УПМ» и «Фемофлор 16» (включали только доли доми-
нантных групп микроорганизмов, которые были выяв-
лены более, чем у половины пациентов, относительно 
общего количества бактериальных клеток), был прове-

ден кластерный анализ, который позволил выделить че-
тыре кластера.

Характеристика первого кластера: около 40% бак-
терий остались неидентифицированными, присутство-
вали равные доли Streptococcus spp. и Prevotella spp. 
+ Porphyromonas spp. Второй кластер: около 25% бак-
терий остались неидентифицированными, кластер ха-
рактеризовался более высокой долей Haemophilus 
spp. Третий кластер: доминирование Streptococcus spp. 
Четвертый кластер: доминирование облигатно ана
эробных бактерий (Prevotella spp. + Porphyromonas spp.). 
В четвертом кластере суммарная доля бактерий превы-
сила 100%, что может быть связано с особенностями 
выполнения исследования: выделенный образец ДНК 

Таблица 3. Распределение пациентов с туберкулезом легких по принадлежности образцов мокроты и бронхиальных смывов к четырем 
бактериальным кластерам

Бронхиальный смыв 

Кластер 1 Кластер 2 Кластер 3 Кластер 4 Сумма 

Мокрота Кластер 1 3 1 0 2 6

Кластер 2 1 4 2 0 7

Кластер 3 8 0 13 8 29

Кластер 4 1 1 0 6 8

Сумма 13 6 15 16 50

Рисунок 2.	Характеристика четырех кластеров, построенных на результатах исследования тест-системами «Бакскрин УПМ» 
и «Фемофлор 16» образцов мокроты и бронхиальных смывов больных туберкулезом легких.  
В таблице указаны центры кластеризации (доля конкретного микроорганизма) в каждом из кластеров
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разносился по 32 пробиркам для проведения ПЦР, воз-
можны были флюктуации в количестве ДНК, попавшей в 
пробирку для определения общего бактериального ко-
личества, и в остальные пробирки (Рисунок 2).

В Таблице 3 проведено сопоставление кластеров, 
рассчитанных для бактериальных профилей образцов 
мокроты и бронхиальных смывов у одних и тех же паци-
ентов. Совпадения кластеров установлены для 26 (52%) 
пациентов. Большинство совпадений – 13 (26%) отно-
сится к кластеру 3 (и в мокроте, и в образцах бронхи-
альных смывов доминировали Streptococcus spp.). Также 
для кластера 3, доминирующего в образцах мокроты, 
можно отметить наибольший процент расхождений: по 
8 (16%) образцов бронхиальных смывов, взятых у этих 
же пациентов, были отнесены к кластерам 1 и 4.

Анализируя факторы, ассоциированные с принад-
лежностью бактериальных профилей мокроты и брон-
хиальных смывов к разным кластерам, мы отметили, что 
в случае совпадения профилей 24 (92,4%) бронхиаль-
ных смыва были отобраны из верхних долей легких, а в 
случае расхождения – только 15 (62,5%) (p = 0,02). Из 
11 пациентов, у которых смывы были получены из ниж-
недолевых бронхов, только у 2 (18,2%) было отмечено 
совпадение кластера мокроты и бронхиального смыва.

Также установлено, что пациенты, образцы брон-
хиальных смывов от которых были сгруппированными 
в кластер 1, имели большую продолжительность лече-
ния – 24 [15; 35] мес., по сравнению с пациентами, об-
разцы бронхиальных смывов от которых были сгруппи-
рованными в кластер 3 – 4,2 [1,9; 7,7] мес. и кластер 
4 – 5,5 [2,7; 9,1] мес. (p = 0,01).

Обсуждение

Понимание роли респираторной микробиоты при ту-
беркулезе может открыть новые персонализированные 
подходы, которые позволят повысить эффективность 
лечения и сократить сроки химиотерапии. В данной ра-
боте мы провели сопоставление результатов исследо-
вания мокроты (как наиболее распространенного вида 
биоматериала) и бронхиальных смывов (как материала, 
наиболее приближенного к очагу поражения) с исполь-
зованием тест-систем на основе ПЦР-РВ.

Качество отбора образцов является важным факто-
ром, непосредственно влияющим на результат исследо-
вания. В своей работе мы использовали тест-систему 
«Фемофлор 16», в которой заложена возможность ко-
личественного определения ДНК человека как маркера 
контроля взятия материала. Несмотря на то что пред-
назначение набора «Фемофлор 16» не соответствовало 
его использованию в данном исследовании, мы пока-
зали, что количество этого маркера варьировало в об-
разцах бронхиальных смывов, полученных от разных па-
циентов и, следовательно, ДНК человека должна быть 
использована в качестве маркера качества отбора ре-
спираторных образцов. 

Согласно данным литературы, исследование ми-
кробиоты нижних отделов респираторного тракта ста-

вит ряд вопросов: сложно дифференцировать микроор-
ганизмы, которые могут присутствовать в легких из-за 
пассивного проникновения путем микроаспирации из 
верхних дыхательных путей, без размножения в легких и 
попавшие в образец при прохождении бронхоскопа че-
рез верхние дыхательные пути. Предполагается, что пе-
ренос микроорганизмов из верхних отделов в нижние 
приведет к пропорциональному увеличению их количе-
ства в образцах, полученных из легких. Напротив, ми-
кроорганизмы, которые размножаются в нижних дыха-
тельных путях, будут больше представлены в образцах 
бронхиальных смывов по сравнению с образцами, полу-
ченными из верхних отделов [22]. 

Наши результаты позволили установить, что, как 
в мокроте, так и в бронхиальных смывах у большин-
ства пациентов выявлялись следующие доминирую-
щие таксоны микроорганизмов: представители родов 
Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Haemophilus, что 
соответствует данным литературы [5, 6]. Также были 
выявлены таксоны микроорганизмов, включая услов-
но-патогенные виды, которые преимущественно детек-
тировались в образцах мокроты, но могли отсутствовать 
в образцах бронхиальных смывов. В большинстве слу-
чаев наличие или отсутствие микроорганизмов в образ-
цах бронхиальных смывов соответствовало их наличию 
и количеству в мокроте (зависимость не найдена для 
Staphylococcus spp., Enterobacterales, Eubacterium spp. и 
грибов рода Candida). Таким образом, можно предполо-
жить, что данные микроорганизмы преимущественно по-
падают в нижние отделы респираторного тракта путем 
аспирации и/или с поверхности бронхоскопа во время 
отбора образцов. В единичных случаях условно-пато-
генные микроорганизмы выявлялись только в образцах 
бронхиальных смывов, но не в мокроте, но их количе-
ство не превышало 1,9 × 103 клеток/мл, что может со-
ответствовать уровню контаминации бронхоскопа, и эти 
результаты требуют осторожной интерпретации. 

Напротив, ДНК M. tuberculosis чаще выявлялась в 
образцах бронхиальных смывов по сравнению с образ-
цами мокроты, однако низкая концентрация бактерий в 
образце могла являться следствием контаминации брон-
хоскопа. В данном случае один из предлагаемых подхо-
дов – предварительный отбор и исследование контроль-
ных смывов с бронхоскопов перед каждым взятием проб 
у пациента – может быть использован в сложных диагно-
стических случаях [22].

У трех пациентов в образцах бронхиальных смы-
вов была выявлена ДНК S. maltophilia, S. pneumoniae и 
K. oxytoca в количестве, превышающем/сопоставимом с 
таковым в мокроте. В данных случаях мы можем пред-
положить клиническое значение выявленных микроор-
ганизмов. Все пациенты принадлежали к кластеру 1, ас-
социированному с более продолжительными сроками 
лечения туберкулеза.

Использование инструментов кластерного анализа 
позволило разделить все образцы на 4 кластера, в за-
висимости как от общего количества детектирован-
ных бактериальных таксонов, так и от представленно-
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сти определенных таксонов в образцах. Для образцов 
мокроты был более характерен (58% образцов) кла-
стер, отличающийся высокой долей Streptococcus spp. 
(57,5%), что можно объяснить доминированием этого 
таксона в ротовой полости. Ранее было отмечено, что 
доля Streptococcus spp. в ротовой полости у пациентов с 
туберкулезом легких выше, чем в группе здоровых лиц 
[26]. В метаанализе, обобщающем данные молекуляр-
но-генетических исследований респираторных образ-
цов, также отмечена более высокая доля Streptococcus 
spp. в образцах, полученных от пациентов с туберкуле-
зом легких, по сравнению с группой здоровых лиц [27].

Для образцов бронхиальных смывов отмечено бо-
лее равномерное распределение по кластерам, кото-
рые, возможно, более адекватно отражают структуру 
микробного сообщества в очаге инфекции, нежели об-
разцы мокроты. Так, мы выявили, что при локализации 
туберкулезного процесса в нижних долях легких про-
фили мокроты и бронхиальных смывов не совпадают 
чаще, чем при верхнедолевой локализации.

Таким образом, если предположить наличие явле-
ний микроаспирации и/или контаминации образцов при 
прохождении бронхоскопа через верхние дыхательные 
пути, различие в бактериальных профилях мокроты и 
бронхиального смыва говорит о неравномерности этих 
процессов и, в ряде случаев, об уникальности микроб-
ного сообщества в разных отделах легких при туберку-
лезе, которое может определяться наличием и степенью 
поражения легочной ткани, и, как следствие, созданием 
уникальных условий для размножения определенных 
таксонов микроорганизмов.

Найденная зависимость более длительного лечения 
туберкулеза у пациентов с профилями бронхиальных 
смывов, отнесенных к кластеру 1 (около 40% микроор-
ганизмов которого не входят в перечень доминантных 
таксонов, идентифицированных использованными набо-
рами), ставит вопрос о необходимости расширения воз-
можностей тест-систем для выявления дополнительных 
таксонов микроорганизмов и определения их клиниче-
ской значимости. 

Более короткие сроки лечения были характерны для 
пациентов, у которых в образцах бронхиальных смы-
вов доминировали Streptococcus spp. и Prevotella spp. + 
Porphyromonas spp. (основываясь на данных литературы 
и собственных результатах, полученных с использова-

нием 16S рРНК секвенирования, можно утверждать, что 
в этой группе доминирующим компонентом должна яв-
ляться Prevotella spp.). Предполагается, что комменсаль-
ные стрептококки – бактерии с хорошим адаптационным 
потенциалом – могут создавать защиту от патогенных 
микроорганизмов [28]. Представителям рода Prevotella, 
с одной стороны, приписывают протективную функцию 
[29], но также обсуждается связь высоких количеств 
Prevotella spp. с воспалением [3, 30]. Таким образом, ми-
кробные профили с доминированием Streptococcus spp. 
и Prevotella spp., полученные от пациентов на ранних 
сроках химиотерапии туберкулеза, с одной стороны, мо-
гут трактоваться как свидетельствующие о положитель-
ном прогнозе лечения для данной категории пациентов, 
а с другой – как результат влияния длительных курсов 
химиотерапии на представленность отдельных таксонов 
микроорганизмов. Уточнение этих предположений тре-
бует проведения дополнительных исследований.

Заключение

В данной работе проведено сопоставление состава 
микробных сообществ мокроты и бронхиальных смы-
вов у пациентов с туберкулезом легких при исследова-
нии методом ПЦР. Результаты исследования позволили 
предположить, что использование образцов бронхиаль-
ных смывов как материала, приближенного к очагу ин-
фекции, позволяет получить более объективные данные 
о микробном профиле, особенно в случаях туберкулеза 
с локализацией в нижних отделах легких.

Предварительные данные указывают на возмож-
ную ассоциацию между определенными профилями ми-
кробиоты респираторного тракта, полученными при ис-
следовании бронхиальных смывов, и особенностями 
течения туберкулеза, однако чтобы уточнить эти зако-
номерности, необходимы дополнительные исследования 
с использованием большей выборки пациентов.

Полученные данные могут служить основой для раз-
работки молекулярно-генетических подходов, направ-
ленных на оценку состава респираторной микробиоты 
при туберкулезе и других заболеваниях легких. 

Исследование проводилось в рамках государствен­
ного задания на выполнение НИР (регистрационный 
№ 124020900009-9).
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