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П риведены  характеристики  наиболее актуальны х м етодов морфологической  диагностики туберкулеза с учетом  объективны х трудностей, 
встречаю щ ихся практикую щ им  патологам, в том числе нередкого сочетания с В И Ч -инф екцией , учащ ением  нетуберкулезны х м икобакте
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обнаруж ение внеклеточно располож енны х возбудителей, а  такж е их  потенциальная способность к ф орм ированию  биопленок.
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Несмотря на высокую эффективность микробио
логических и иммунологических методов диагно
стики туберкулеза, которые определены приказом 
М З РФ  № 951 от 29.12.2014 г. в качестве основных, 
и постепенное распространение молекулярно-гене
тических методов, актуальность морфологической 
диагностики туберкулеза в клинической практике 
не вызывает сомнений.

Наибольшее распространение получило выявле
ние кислотоустойчивых бактерий по методу Циля -  
Нильсена, используемому в разных модификациях 
в большинстве патолого-анатомических лаборато
рий. Суть данного метода состоит в том, что толстая 
клеточная стенка микобактерий, имеющая в своем 
составе гетерогенную смесь высокомолекулярных 
липополисахаридов и обеспечивающая возбуди
телю непревзойденную устойчивость по отноше
нию к разнообразным неблагоприятным факторам 
окружающей среды, будучи окрашенной, сохраняет 
краситель после обработки кислотами, благодаря 
чему микобактерии хорошо визуализируются на 
обесцвеченном фоне и тем самым отличаются от не 
обладающих кислотоустойчивостью микроорганиз
мов, из которых краситель вымывается.

Данный принцип был первоначально предложен 
немцем Паулем Эрлихом, затем его соотечествен
ник Франц Циль (Franz Ziehl, 1857-1926) в 1882 г. 
предложил использовать карболовую кислоту для 
облегчения проникновения красителя через кле
точную стенку микобактерии, и, наконец, в 1884 г. 
уроженец Дании Ф ридрих Нильсен (F riedrich

Neelsen, 1854-1898) улучшил методику за счет за
мены метилового фиолетового основным фуксином. 
В итоговом виде классическая пропись карболового 
фуксина по Цилю -  Нильсену выглядела следую
щим образом: 1 г основного фуксина, 5 г фенола 
(карболовой кислоты), 10 мл 96%-ного этилового 
спирта.

Впоследствии множество авторов предлагали 
свои изменения данного состава в стремлении уси
лить окрашивающую способность раствора или, на
оборот, сделать окраску более избирательной [19, 
22, 25]. В частности, количество основного фуксина 
варьирует от 0,5 г (Goodpasture) до 10 г (Davalos), 
а фенола -  от 3,75 г (H untoon) до 25 г (Verhoeff). 
Встречаются варианты с увеличенным количеством 
спирта (Albrecht, Muller, Pottenger), а также включа
ющие в состав глицерин. Отдельно следует отметить 
методы, использующие для окраски исключительно 
новый фуксин (New fuchsin C. I. 42520) вместо клас
сического основного фуксина (C. I. 42510), пред
ставляющего собой смесь нового фуксина с менее 
метилированными розанилином, парарозанилином 
и маджентой II. Таким образом производится окра
ска по Файту (Fite), которая также характеризуется 
использованием вместо этанола метанола.

В некоторых источниках упоминается окраска 
по Брауну -  Хоппсу (Brown -  Hopps) [13], пред
ставляющая собой модификацию окраски по Граму, 
где на заключительных этапах в протокол включен 
пикроацетон -  раствор пикриновой кислоты в аце
тоне, обеспечивающий дополнительную дифферен-
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цировку и контрокрашивание фона микропрепарата 
в желтый цвет, а также в зависимости от конкретно
го источника иногда фигурирует дифференцирую
щий раствор Галлего, включающий формальдегид и 
уксусную кислоту. Данный метод окрашивания не 
демонстрирует более высокой чувствительности по 
сравнению с классической окраской по Граму, осо
бенно если учесть технические сложности при вы
полнении данного протокола, связанные с высокой 
способностью ацетона к быстрому обесцвечиванию 
микропрепарата даже при минимальном превыше
нии времени экспозиции. Специфичность метода, с 
учетом слабых грамположительных свойств тубер
кулезных микобактерий, также далека от идеала.

Более чувствительным методом по сравнению с 
классическими, использующим феномен кислото- 
устойчивости микобактерий, является флюорес
центное окрашивание с использованием в соотно
шении 2 : 1 Аурамина О (C. I. 41000), относящегося 
к классу диарилметанов, и Родамина В (С. I. 45170) 
из класса родаминов [16, 17], благодаря высокой 
контрастности позволяет выявлять не только клас
сические палочки Коха с полностью сохраненной 
клеточной стенкой, но и атипичные формы ми
кобактерий, потерявших часть компонентов кле
точной стенки и демонстрирующих очень слабую 
кислотоустойчивость при окраске по Цилю -  Ниль
сену. Для улучшения проникновения красителя 
внутрь микобактерий используется тот же ком
плекс мер, что и при окраске карболовым фукси
ном, а именно: нагревание и включение в состав 
красящего раствора карболовой кислоты. С уче
том способности некоторых компонентов клеток 
(каротиноиды, коллаген, эластин и пр.) к аутофлю
оресценции производится обесцвечивание фона с 
использованием перманганата калия. Естественно, 
для проведения исследования необходим флюорес
центный микроскоп.

Большие надежды связываются с иммуногисто- 
химической диагностикой туберкулеза, однако на 
данный момент широкого распространения эта ме
тодика не имеет [11, 26]. Антитела к туберкулезным 
микобактериям представлены на рынке в ограни
ченном количестве и не всегда демонстрируют вы
сокую чувствительность. Еще одной серьезной про
блемой является перекрестная чувствительность 
ряда антител как к микобактериям туберкулезного 
комплекса (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, 
M. africanum, M. microti), так и к нетуберкулезным 
микобактериям, что, с учетом распространенности 
последних, вызывает большие трудности в диагно
стике. Кроме того, нельзя не учитывать, что ни одна 
из имеющихся в настоящее время на рынке иммуно- 
гистохимических систем официально не допущена 
к использованию с диагностическими целями.

В использовании для диагностики туберкулеза 
такого чувствительного метода, как ПЦР, наблюда
ется два направления: первое связано с получением 
экстракта ДН К из выбранных для исследования

участков парафинового блока/среза посредством 
удаления парафина ксилолом с дальнейшим центри
фугированием, извлечением из ткани ДН К и прида
ния ей пригодного для исследования физического 
и химического состояния [2]; второе -  с исполь
зованием в диагностике туберкулеза ПЦР in situ, 
предполагающего в качестве объекта исследования 
непосредственно гистологические срезы с парафи
новых блоков, прошедших спиртовую проводку и 
фиксацию формалином. Данный метод способен 
демонстрировать значительную эффективность за 
счет высокой специфичности, но сопряжен с целым 
рядом технологических нюансов, так как при взаи
модействии с формалином происходит необратимая 
потеря нуклеиновых кислот (свыше 90% РН К  и не 
менее 75% ДНК), что сопровождается разрывом их 
цепей, ограничивающим размер пригодных к ис
следованию последовательностей, и появлением 
артефициальных мутаций, при этом отмечается 
большая склонность к повреждению краевых после
довательностей, чем центральной части молекулы. 
Данный процесс в той или иной мере выражен и 
после заливки в парафин, вследствие чего блоки, 
находившиеся в архиве больше года, хуже подда
ются исследованию, чем свежие. Пригодными для 
исследования считаются фрагменты нуклеиновых 
кислот, насчитывающие не менее 100 пар нуклео
тидов. В целях увеличения размера амплифициру- 
емых фрагментов нуклеиновых кислот используют 
различные приемы, такие как инкубация с taq-по
лимеразами и К-протеиназами, замена формалина 
жидкостью Карнуа, использование щадящих по от
ношению к ткани протоколов проводки и депарафи- 
низации и т. д. При этом, например, К-протеиназу 
после примерно получасовой обработки необходимо 
в обязательном порядке инактивировать, как и эн
догенную щелочную фосфатазу. Используемые для 
выявления туберкулезных микобактерий праймеры 
IS6110 имеют последовательности (5’-CCT GCG 
AGC GTA GGC GTC GG-3’) и (5’-CTC GTC CAG 
CGC CGC TTC GG-3’). После осуществляемых ап
паратно в амплификаторе денатурации, отжига и 
элонгации в течение примерно 35 циклов продукты 
ПЦР выявляются посредством овечьих антител к 
антидигоксигенину, сопряженных с щелочной фос- 
фатазой в разведении 1/500. В качестве хромогена 
используется 5-бромо-4-хлоро-3-3-индолилфосфат 
толуидиновой соли тетразолиевого нитроголубого, 
а в качестве контркрасителя -  ядерный прочный 
красный. Правильно проведенная П Ц Р зачастую 
демонстрирует весьма интересные результаты, не 
только вы являя микобактерии в малом количе
стве там, где иные методы оказывались бессильны 
(например, в случаях, трактовавшихся как болезнь 
Крона), но и демонстрируя локализацию возбуди
теля внеклеточно за пределами гранулемы [24].

Перспективным также видится использование 
конфокальной лазерной сканирующей микроско
пии, когда оптическая система формирует светяще
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еся пятно на заданной глубине микрообъекта, что 
дает возможность путем сканирования получать по
слойное изображение препарата с контрастировани
ем внутренних структур. Программное обеспечение 
КЛСМ обеспечивает визуализацию изображения, 
трехмерную реконструкцию объекта, различные 
виды анализа внутриклеточных структур. В конфо
кальном микроскопе путем послойного просматри
вания препарата достигнута возможность исследо
вания фрагментов цитоскелета, изучения адгезии и 
межклеточных взаимодействий, возможность кон
центрационных измерений в компартментах клетки, 
измерений проницаемости цитоплазматических и 
митохондриальных мембран, внутриклеточного pH 
и потенциалов на клеточных мембранах, возмож
ность осуществления тонких процедур получения 
трехмерной реконструкции клетки [4].

Хотя большинство классических методов диагно
стики туберкулеза стали рутинными, практикую
щие специалисты в современных условиях регуляр
но сталкиваются с рядом сложностей, влияющих 
на достоверность и своевременность постановки 
диагноза. Одной из основных проблем является 
изменчивость морфологии туберкулеза. Источни
ком трудностей прежде всего является постоянно 
увеличивающееся число случаев сочетания тубер
кулеза и ВИЧ-инфекции, что не только приводит к 
увеличению тяжести и распространенности тубер
кулезного поражения, но и накладывает отпечаток 
на морфологическую картину заболевания [1].

Особенностями туберкулеза на фоне В И Ч -ин
фекции являются нестандартное строение тубер
кулезной гранулемы и угнетение гранулематозной 
реакции тканей на возбудителя с преобладанием 
альтеративно-экссудативных изменений. При этом 
наблюдаются большие объемы казеозных масс, сни
женное присутствие эпителиоидных клеток и лим
фоцитов, а гигантские клетки Лангханса могут не 
обнаруживаться вовсе или быть атипичными. Все 
перечисленное является закономерным результатом 
угнетения клеточного звена иммунитета [5, 6].

Тем не менее было бы несправедливым жестко 
увязы вать размытую морфологическую  карти
ну туберкулезного воспаления исключительно с 
иммуносупрессией. Накопленный опыт и совре
менные данные свидетельствуют о том, что и без 
сопутствующей патологии выраженные, достовер
ные признаки классической туберкулезной гра
нулемы встречаются далеко не всегда, ставя под 
вопрос сам термин «специфическое воспаление», 
а отчасти сходная с туберкулезом морфологиче
ская картина может определяться и при патологи
ческих процессах иной этиологии, что требует еще 
большей настороженности в случае обнаружения 
морфологических признаков гранулематозного 
поражения [7, 8].

Следующий аспект состоит в возможности одно
временного сочетания ВИЧ-инфекции не только с 
туберкулезом, но и с рядом других инфекций, спо

собных наслаиваться на морфологическую картину 
туберкулеза. Такими инфекциями являются аспер- 
гиллез, криптококкоз, пневмоцистоз и микоплазмоз. 
Помимо этого, возможно сочетание туберкулезных 
микобактерий с нетуберкулезными [9, 20].

Еще одно явление, опять же наблюдаемое как 
в сочетании с ВИЧ, так и у иммунокомпетентных 
пациентов, представлено атипичными морфоло
гическими и тинкториальными свойствами м и
кобактерий. Феномен, при котором микобакте
рии не окрашиваются по Цилю -  Нильсену либо 
окрашиваются крайне слабо, известен многим, но 
по-прежнему не имеет достоверного объяснения. 
Предполагается, что в таких случаях может иметь 
место полная или частичная утрата микобактерия
ми своей клеточной стенки либо ее компонентов с 
образованием L-форм в ответ на неблагоприятные 
для возбудителя условия, создаваемые иммунной 
системой или вследствие химиотерапии (L-транс- 
формирующее действие было обнаружено у боль
шинства используемых в клинике противотубер
кулезных препаратов). Принципиально важной 
особенностью L-форм является их способность 
к реверсии в исходные бактериальные формы с 
полным восстановлением вирулентности. Также 
необходимо отметить сохраняющуюся у них спо
собность к размножению. Иными словами, несмо
тря на клинически благоприятную динамику, в 
случае ослабления устойчивости макроорганизма 
или на фоне прекращения химиотерапии имеется 
риск мощной эндогенной реинфекции за счет пер- 
систировавших L-форм [3].

Отдельного упоминания требует вопрос лока
лизации микобактерий в ткани. В большинстве 
источников таковой «по умолчанию» считается 
внутриклеточная, этот феномен лежит в основе 
доминирующих взглядов на патогенез туберку
леза. Однако его полной характеристики in vivo с 
выявлением частоты при использовании различ
ных методов в доступной литературе обнаружить 
не удалось. Практика показывает большую значи
мость внеклеточного расположения возбудителя, 
что позволяет вывести на новый уровень дискуссию 
о морфологии туберкулеза, так как в данном слу
чае может иметь место образование возбудителем 
биопленок, особенно актуальное в связи с форми
рованием лекарственной устойчивости. Микробные 
биопленки при туберкулезе затрагиваются вскользь 
лишь в единичных публикациях [21].

Большой интерес представляет присутствие в ту
беркулезном очаге атипичных форм микобактерий. 
Наряду с классическими палочками Коха, могут 
встречаться кокковидные (от 20 до 90% всех мико
бактерий), ветвящиеся (от 1 до 10%) и различные 
другие формы (удлиненные, булавовидные и пр.), 
на которые также может приходиться до 10% ми
кобактерий, обнаруживаемых с помощью ИГХ, 
флюоресцентных методов или окраски по Цилю -  
Нильсену.
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Существует несколько вариантов происхождения 
атипичных микобактерий [10, 12, 15]:

1) попадание в организм извне сапрофитов, род
ственных туберкулезным микобактериям, имею
щих с ними схожие тинкториальные и антигенные 
свойства;

2) атипичные формы микобактерий могут быть 
переходными этапами между обычными микобак
териями и их L-формами;

3) при активном размножении микобактерий, 
особенно почкованием, молодые микроорганизмы 
первоначально приобретают именно атипичную 
форму: почки образуются чаще на конце клетки 
или на боковой поверхности, сначала появляется 
маленький бугорок, который увеличивается, окру
гляется, затем отделяется или, оставаясь соединен
ным с материнской клеткой, развивается дальше. 
Почки, часто вытягиваясь в длину, превращаются в 
палочковидные ветки. Трудно в таких случаях уста
новить, что считать почкой, а что -  веткой, так как и 
почкование, и ветвление представляют в сущности 
один и тот же процесс. Различие заключается лишь 
в том, что при настоящем ветвлении ветки не отде
ляются и не могут существовать самостоятельно. 
В дальнейшем бугорок увеличивается в размерах и 
отпочковывается от материнской клетки в виде об
разования кокковидной формы. Весь цикл размно
жения и воспроизводства продолжается примерно 
7-9 сут. Вновь появившиеся молодые палочки до 
окончательного формирования могут приобретать 
ветвящуюся форму, напоминающую мицелий плес
невых грибков;

4) возможен обратный процесс: превращение 
обычных форм в кокковидные в конце жизненного 
цикла, когда клетки укорачиваются и принимают 
кокковидную форму. Кокковидные клетки имеют 
такой же диаметр, как и палочки, или несколько 
больший; одиночные, или соединены в пары, или 
короткие кривые цепочки, или механически сце
плены в пучки. Кокковидные клетки некоторое вре
мя продолжают размножаться, а затем переходят 
в состояние покоя. Таким образом, микобактерии 
в своем развитии проходят цикл превращений из 
палочковидных форм в кокковидные.

Хотя феномен образования L-форм (L -  от на
звания Листеровского института в Великобрита
нии, где данное явление на примере Streptobacillus 
moniliformis было впервые описано в 1935 г.) ха
рактерен для многих прокариот, применительно к 
микобактериям это свойство имеет особый интерес, 
так как именно пространственная структура и хи
мический состав клеточной стенки обеспечивают их 
уникальные свойства: начиная от тинкториальных 
и заканчивая иммуносупрессивными.

Повышенный интерес к образованию L-форм ту
беркулезными микобактериями наблюдался в сере
дине ХХ в., когда уже был накоплен значительный 
материал, касавшийся наблюдений фильтрующихся 
форм возбудителя, имеющих атипичную морфо

логию и нестабильные тинкториальные свойства, 
и именно открытие процесса утраты бактериями 
клеточной стенки помогло продвинуться в данном 
направлении. Однако ближе к 80-м годам внимание 
к этой проблеме пошло на спад несмотря на остаю
щиеся нерешенными вопросы. Принципиальным 
моментом в исследованиях L-форм микобактерий 
стало открытие и повсеместное внедрение химиоте
рапевтических методов лечения туберкулеза, озна
меновавшее новый этап в изучении микобактерий 
с атипичной морфологией, когда стало ясно, что 
L-трансформация вызвана непосредственно анти
бактериальными средствами [18, 23].

В зависимости от степени утраты клеточной стен
ки принято выделять протопласты и сферопласты. 
Протопласты полностью лишены клеточной стенки 
подобно микоплазмам. Сферопласты находятся в 
промежуточном положении ввиду неполной утраты 
клеточной стенки, следовательно, их физиологиче
ские и тинкториальные свойства также имеют чер
ты как обычных кислотоустойчивых микобактерий, 
так и настоящих L-форм.

Ведущим элементом процесса исчезновения бак
териальной клеточной стенки с дальнейшей утратой 
формы клетки (ввиду отсутствия жесткого карка
са) является потеря пептидогликанов, несущих 
опорную функцию, угнетение биосинтеза которых 
является одним из основных направлений L-транс- 
формирующего действия противотуберкулезных 
препаратов [12,14].

В различных источниках атипичные формы ми
кобактерий имеют различные названия: микококки, 
амебоподобные клетки, почкующиеся дрожжепо
добные структуры, элементарные тельца, нитчатые 
структуры, эндоспоры, овоидные клетки. Это в оче
редной раз подтверждает высокую степень поли
морфизма, вызванного различными сочетаниями 
таких процессов, как неравномерное деление, поч
кование, протрузия-экструзия элементарных телец 
и гранул, внутриклеточная фрагментация цитоплаз
мы и т. д. Описаны так называемые материнские 
клетки -  своеобразные симпласты, при распаде 
дающие множество гранулярных структур.

Непосредственные механизмы утраты клеточной 
стенки еще предстоит изучить. В частности, суще
ствует вариант, при котором синтез компонентов 
клеточной стенки не прекращается и они продол
жают через мембранные поры выходить на наруж
ную поверхность клетки, однако в дальнейшем не 
соединяются в единую структуру.

С образованием L-форм связывают и феномен 
дормантности -  перехода микобактерий в покояще
еся состояние в виде цистоподобных или споропо
добных форм (в том числе внутри макрофагов при 
незавершенном фагоцитозе), позволяющее избегать 
взаимодействия с иммунной системой макроорга
низма, но значительно снижающее потенциал к ро
сту и делению (либо полностью исключающее эту 
возможность). Одним из примеров длительного су
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ществования микобактерий в дормантном виде на 
фоне сниженного иммунного статуса является при
вивка БЦЖ  у пациентов с ВИЧ-инфекцией, у кото
рых даже через много лет после вакцинации находят 
персистирующие микобактерии именно того штамма, 
который использовался во введенном препарате [10].

В отсутствие мощной клеточной стенки, затруд
няющей обмен веществами с окружающей средой, 
L-формы микобактерий демонстрируют способ
ность к ускоренному, а по сравнению с обычным 
медленным метаболизмом микобактерий -  бук
вально бурному росту на любых стандартных сре
дах, особенно в виде кокковидных и вегетирующих 
форм. Об активном метаболизме L-форм также сви

детельствуют увеличенные в размерах митохондрии 
и эндоплазматическая сеть.

Исходя из вышесказанного ясно, что в прямой 
зависимости от состояния клеточной стенки ми
кобактерий находятся и их тинкториальные свой
ства, особенно на примере классической окраски 
по Цилю -  Нильсену. Приходится констатировать, 
что надежных методов выявления атипичных форм 
микобактерий туберкулеза в тканях морфологиче
скими методами в настоящее время не существует, 
что закреплено консенсусом круглого стола кон
гресса НАФ.
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