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Лекция № 6 Патогенные микобактерии. Туберкулез. 

Общая характеристика микобактерий.

История изучения микобактерий началась в конце XIX века. В 1874 г. Герхард Хансен открыл Mycobacterium leprae, а в 1882 г. Роберт Кох – Mycobacterium tuberculosis. Они известны как возбудители древнейших болезней человека: лепры и туберкулеза. В 1896 г. было предложено ввести в систематику бактерий новый род Mycobacterium с включением в него двух этих видов. Вскоре стали появляться сообщения об открытии других представителей этого рода, как патогенных, так и сапрофитных.
Микобактерии – микроорганизмы, относящиеся к семейству Mycobacteriaceae и роду Mycobacterium. Они широко распространены в природе (обитают в воде, почве, пищевых продуктах, в выделениях и на коже животных, человека и т.д.). Некоторые из них вызывают заболевания у животных и человека. 
  
В названии префикс «myco-» можно перевести с латинского и как гриб и как воск, что отражает с одной стороны способность некоторых микобактерий образовывать ветвящиеся структуры наподобие мицелия грибов (которые легко распадаются на палочки или кокки), а с другой стороны подчеркивает, что все микобактерии содержат в клеточной стенке большое количество липидов – воскоподобного вещества. 

Благодаря таким особенностям клеточной стенки микобактерии плохо воспринимают анилиновые красители. Они не прокрашивается кристаллвиолетом (нужно сутки красить). Но все-таки в связи с отсутствием у них внешней клеточной мембраны они классифицируются, как кислотоустойчивые грамположительные бактерии. 

В роду Mycobacterium более 160 видов. 


При старой системе классификации микобактерий учитывали:

· патогенность вида для человека, 
· скорость роста, 
· способность к пигментообразованию, 
· способность синтезировать никотиновую кислоту (ниацин). 
По патогенности: 
1. Истинные патогены, которые вызывают у человека нозологические формы инфекционных заболеваний: М.tuberculosis, M.bovis – туберкулез, M.leprae – лепру;

2. Условнопатогеннные (атипичные, нетуберкулезные микобактерии), которые представляют угрозу для здоровья людей, иммунитет которых ослаблен (ВИЧ-инфицированные и т.д.), вызывают микобактериозы (туберкулезоподобные заболевания), сопровождающиеся поражением легких, лимфоузлов, кожи;
3. Сапрофитические микобактерии. 


По скорости роста: 
1. Быстрорастущие (дают видимый рост на 4-7-е сутки), 
2. Медленнорастущие (рост наблюдают через 7-10 и более дней),

3. Не растущие на искусственных средах (М.leprae) 
По способности образовывать пигменты:

1. Фотохромогенные (образуют пигмент на свету), 
2. Скотохромогенные (образуют пигмент в темноте), 
3. Нефотохромогенные (не образуют пигмента). 

Ниациновый тест – важный метод дифференцировки патогенных микобактерий, поскольку атипичные микобактерии ниацин не продуцируют. 

Для постановки к культуре микобактерий в жидкой среде или к смыву с плотной среды добавляют 1 мл 10% водного р-ра цианида калия и 1 мл 5% р-ра хлорамина. При наличии ниацина через несколько минут появляется ярко-желтое окрашивание. Вместо цианида калия можно взять цианид брома, а вместо хлорамина - 4% р-р анилина. В последнее время тест ставят с индикаторными бумажками. На полоски фильтровальной бумаги 100x8 мм последовательно с отмеченного карандашом конца наносят по капле свежеприготовленных р-ров: 20% ПАСК (отмеченный край), 60% роданида калия (середина) и 50% хлорамина Б (неотмеченный край). Между смоченными участками должны оставаться свободные поля. Полоски высушивают и хранят на холоде. Берут водный экстракт иссл. к-ры микобактерий, к-рый получают добавлением в пробирки с ее ростом 1 - 1,5 мл дистил. воды и выдерживанием их в наклонном положении в термостате 2 - 3 ч. В пробирки, содержащие 0,6 мл экстракта, опускают отмеченным концом вниз индикаторную бумажку, пробирку закрывают резиновой пробкой и покачивают до тех пор, пока вся полоска не пропитается экстрактом. В положительном случае (в присутствии ниацина) через 15 - 20 мин экстракт окрашивается в ярко-желтый цвет


В современной системе классификации выделяют медленнорастущие, среднерастущие и быстрорастущие микобактерии.

К медленнорастущим относятся: 

· микобактерии туберкулёзного комплекса – MTBC (Mycobacterium tuberculosis и Mycobacterium bovis - патогенные для человека микобактерии, которые вызывают туберкулез);

· микобактерии avium-комплекса – MAC (условнопатогенные для человека и животных виды, вызывающие микобактериозы); 

· несколько ветвей (групп) микобактерий, не патогенных для человека.

Группы и ветви микобактерий со средним временем роста и быстрорастущие нас интересуют меньше, так как они не патогенны для человека.
Возбудитель туберкулеза
 

Туберкулез (от лат. tuberculum - бугорок) - первичнохроническое инфекционное заболевание человека и животных, вызываемое микобактериями туберкулёзного комплекса – MTBC и сопровождающееся поражением различных органов и систем (легких, лимфатических узлов, кишечника, костей и суставов, глаз, кожи, почек и мочевыводящих путей, половых органов, центральной нервной системы). 
Основу патологического процесса составляет образование специфических гранулем (от лат. granulum - зернышко), представляющих собой воспалительную реакцию тканей, имеющую вид узелка или бугорка.

Многочисленные исторические документы и материалы медицинских исследований свидетельствуют о повсеместном распространении туберкулёза в далеком прошлом. Описано туберкулёзное поражение грудных позвонков с образованием горба у скелета, который принадлежал человеку, жившему за 5000 лет до н.э. 

Самый древний письменный источник, упоминающий туберкулез, встречается в вавилонском законе (начало II-го тысячелетия до н. э.), который давал право на развод с женщиной, больной туберкулёзом. 

Бактериальная природа туберкулеза установлена в 1882 г. Р. Кохом. В 1905 г. он за это открытие был удостоен Нобелевской премии.
Данные ВОЗ по туберкулезу 

В мире было зарегистрировано около 30 млн больных активным туберкулезом. Каждый больной активной формой туберкулёза выделяет в сутки с мокротой от 15 млн до 7 млрд бацилл Коха. Такой источник инфекции за год может инфицировать 5-15 человек, с которыми он имеет тесные контакты. Без надлежащего лечения в среднем 45% ВИЧ-негативных людей с туберкулезом и почти все ВИЧ-позитивные люди с ТБ умирают.
Всего в мире носителей бактерий и больных не менее двух миллиардов человек, то есть треть населения мира. Из них 10% заболеют, из которых около 20% умрут. Туберкулез является одной из 10 ведущих причин смерти в мире и по-прежнему является основной причиной смертности среди взрослого населения по сравнению с другими бактериальными инфекциями. С ним может поспорить только СПИД, но в четверти случаев смертей от СПИДа причиной также является туберкулез.
Каждый год туберкулезом заболевает около 10 миллионов человек (в т.ч около 1 млн детей), и умирает около 1,5 миллиона человек (пятая часть из которых с ВИЧ), в том числе более 200 тыс детей.
Туберкулез с множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ-ТБ) по-прежнему представляет кризис в области общественного здравоохранения. 600 000 новых случаев туберкулеза вызвано возбудителем, устойчивым к рифампицину - самому эффективному препарату первой линии. Почти у 500 тыс. человек развился туберкулез с множественной лекарственной устойчивостью. 
Однако, приведенные показатели заболеваемости следует считать заниженными. Это связано с тем, что в большинстве странах мира туберкулез диагностируют в основном с помощью простой бактериоскопии мокроты. Истинная заболеваемость во многих странах мира, несомненно, выше.


Заболевание является социально зависимым, поэтому распространение туберкулёза неравномерно по всему миру (до 90 % населения в азиатских и африканских странах имеют положительный результат туберкулиновых проб, т.е. инфицированы). 64% общего числа случаев приходится на семь стран, среди которых первое место занимает Индия, а за ней следуют Индонезия, Китай, Нигерия, Пакистан, Филиппины и Южная Африка.

В развитых странах в течение XX столетия заболеваемость туберкулезом неуклонно снижалась, благодаря успехам здравоохранения, хорошему питанию и улучшению условий жизни населения. Однако с 1985 года во всем мире частота заболеваемость резко возросла. Это обусловлено распространением штаммов с множественной лекарственной устойчивостью, а также увеличением ВИЧ-инфицированных и больных СПИДом, у которых сильно ослаблена иммунная система, что делает этих людей беззащитными перед инфекцией. Сейчас в Европе туберкулез является второй по масштабам причиной смертности в регионе, уступая только COVID-19. Туберкулез распространен по региону весьма неравномерно. Более 80 процентов случаев сосредоточены в 18 странах, где заболеваемость в 5 раз выше среднего для Европейского региона ВОЗ показателя. 13 из этих стран находятся в Восточной Европе и Центральной Азии. Там же наиболее остро стоит проблема устойчивости к лекарствам от туберкулеза.
Пандемия COVID-19 уже сказывается на борьбе с туберкулезом. В странах, где его уровень весьма высок, уменьшается число зарегистрированных случаев, поскольку сокращаются масштабы тестирования и выявления заболевания. То есть существует определенное неучтенное число людей с туберкулезом, которые не получают необходимого лечения и могут инфицировать других.
Россия в постсоветский период входила в число лидеров по количеству больных полирезистентным туберкулёзом. Всего на диспансерном учете состоит более 300 тыс. человек, а каждый год выявляется до 10 тыс. вновь заболевших, примерно столько же умирает. Смертность в России от туберкулеза составляет 70% от всех смертей, вызванных инфекционными и паразитарными заболеваниями. За последние 20 лет заболеваемость туберкулезом в РФ снизилась практически в три раза, а показатель смертности снизился почти в пять раз.
При туберкулёзе существует так называемый «скрытый резервуар» — после первичного инфицирования микобактериями туберкулёза возбудитель сохраняется пожизненно в организме человека или животного. Удалить попавшие однажды в организм бациллы Коха практически невозможно, а это таит в себе риск эндогенной реактивации туберкулёзного процесса на любом этапе жизни человека при ухудшении социальных условий. 

Этим же объясняется и невозможность ликвидации туберкулёза как распространённого заболевания в ближайшее время, так как инфицированность взрослого населения к 40 годам жизни достигает в странах СНГ, например, от 70 до 90 % и более. 

Таксономия. 
Туберкулез вызывают микобактерии туберкулёзного комплекса – MTBC. 
Наибольшее этиологическое значение для туберкулеза у людей имеет человеческий вид возбудителя M.tuberculosis – человеческий вид. Обнаруживается у 90— 95 % больных туберкулезом легких, и у 80—85 % больных с внелегочными формами туберкулеза.
M. bovis - бычий вид (выделяют у 10—15% людей, больных туберкулезом легких и у 15—20 % — туберкулезом кожи, костей и суставов); 
M. africanum - промежуточный вид (малопатогенный для человека, выделяется от больных туберкулезом людей в тропической Африке). 
Остальные виды, входящие в этот комплекс (M. canetti, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii), считаются непатогенными для человека, однако могут обнаруживаться при инфекциях у лиц с иммунодефицитами.
Морфология и тинкториальные свойства. 
Возбудители туберкулеза характеризуются выраженным полиморфизмом. 
Микобактерии туберкулеза — тонкие, прямые или незначительно изогнутые палочки длиной 1—10 (чаще 1—4) мкм, шириной 0,2—0,6 мкм, гомогенные или зернистые со слегка закругленными концами. Они неподвижны, не образуют спор и капсул.

В препаратах, окрашенных по Цилю-Нельсену, микобактерии обнаруживаются в виде ярко-красных кислотоустойчивых палочек, расположенных поодиночке или небольшими скоплениями из 2-3 клеток в виде римской цифры пять.
А для их окрашивания применяют метод интенсивного протравливания Циля-Нельсена.
1. Мазок окрашивают карболовым фуксином Циля (основной краситель) при нагревании 3-5 мин.

2. Обесцвечивают раствором серной кислоты (дифференцирующее вещество) в течение 1-2 мин.

3. Промывают водой.

4. Докрашивают 3-5 мин метиленовым синим (дополнительный краситель).

Клеточная стенка кислотоустойчивых бактерий с трудом окрашиваются, но затем удерживают основной краситель при обесцвечивании кислотой. Некислотоустойчивые бактерии легко окрашиваются, а затем легко обесцвечиваются кислотой и окрашиваются дополнительным красителем.

Кислотоустойчивые микроорганизмы окрашиваются в рубиново-красный цвет, некислотоустойчивые - в сине-голубой.

Туберкулезные бактерии отличаются полиморфизмом, встречаются формы ветвистые, нитевидные, зернистые, стрептококковидные и др.
Морфология и размеры бактериальных клеток значительно колеблются, что зависит от возраста клеток и особенно от условий существования и состава питательной среды.
Морфологическая пластичность микобактерий также проявляется в их способности к Л-трансформации, заключающейся в формировании бесклеточной формы бактерий при неблагоприятных воздействиях. Это может обеспечивать длительную персистенцию бактерии в макроорганизме и последующую реверсию (восстановление) полного комплекса морфологических и физиологических свойств возбудителя при ослаблении макроорганизма.
На строение клеточной стенки микобактерий следует остановиться поподробней, так как она устроена иначе, чем у остальных прокариот, а её компоненты определяют целый ряд отличительных свойств микобактерий, в том числе имеющих отношение к патогенности.

Первичным каркасом клеточной стенки служат перекрестно связанные пептидогликаны (муреин). Далее следует слой сложных полисахаридов (арабиногалактаны), который тесно связан с пептидогликаном и поверхностными структурами – миколовыми кислотами (миколатами). Миколовые кислоты присутствуют в виде свободных сульфолипидов и образуют корд-фактор.

Выше расположен слой внешних липидов.  Еще одним компонентом клеточной стенки микобактерий является еще один липополисахарид (LAM - липоарабиноманнан). Он связан с плазматической мембраной, пронизывает клеточную стенку и выходит на ее поверхность. В этом отношении он похож на тейхоевые кислоты грамположительных бактерий или липополисахаридный О-антиген грамотрицательных бактерий.


Наличие большого количества липидов и миколатов определяет гидрофобность клеточной стенки, а также родовой признак микобактерий устойчивость к органическим и неорганическим кислотам и щелочам, спиртам. Кроме того, они устойчивы к ацетону, лизоциму, к ряду антисептических и дезинфицирующих средств, оказывающих губительное действие на другие патогенные микроорганизмы. 

По своей устойчивости к внешним факторам воздействия, после спорообразующих бактерий, они занимают второе место в домене бактерий. Они устойчивы к действию обычных дезинфицирующих веществ: 5% фенол убивает их через 6 часов.

Клетки сохраняют свою жизнеспособность в сухом состоянии до 1 года и более. При нагревании некоторые виды микобактерий могут выдерживать температуру существенно выше 80 °С. Выдерживают замораживание до низких температур, сохраняют жизнеспособность в высохшей мокроте на одежде до 3-4 месяцев, в молочных продуктах — до года, на книгах — до 6 месяцев.
Облученная солнечным светом культура микроорганизмов погибает в течение 1,5 ч, а под воздействием УФ-лучей - через 2-3 мин, поэтому распространение инфекции редко происходит вне помещения в дневное время, а наиболее действенными мерами, позволяющими снизить степень инфицированности того или иного помещения, являются адекватная вентиляция и воздействие УФ-лучей. При кипячении они погибают через 5 мин, а при пастеризации - в течение 30 мин. Для дезинфекции используют активированные растворы хлорамина и хлорной извести, вызывающие гибель возбудителей туберкулеза в течение 3-5 ч.

Культуральные свойства
M. tuberculosis относится к строгим аэробам, гетеротрофам. Они размножаются крайне медленно, требовательны к питательным средам, глицеринозависимые. Им нужны факторы роста: витамины группы B, аспаргиновая и глютаминовая аминокислоты. Стимулятором их роста является лецитин. 
Для подавления токсического действия образуемых в процессе метаболизма жирных кислот к средам добавляют активированный уголь, сыворотки животных и альбумин. 
Для подавления роста сопутствующей микрофлоры к средам добавляют красители (малахитовый зеленый) и антибиотики, не действующие на микобактерии. 
Оптимальная температура культивирования 37-38 оС. Наилучший рост отмечается при pH 6,8-7,2. 
На плотных средах рост отмечается на 15-20-й день в виде светло-кремового, белого или бледно-желтого чешуйчатого налета с неровными краями (R-форма колоний), который по мере роста принимает бородавчатый вид, напоминая цветную капусту. 
На жидких питательных средах через 5-7 дней дает рост в виде толстой твердой сухой бугристо-морщинистой пленки кремового цвета (цвета слоновой кости).  

M. bovis - микроаэрофилы (микроорганизмов, которые растут при сниженном по сравнению с аэробами парциальном давлении кислорода, но не растут в анаэробных условиях). Растут на средах они еще медленнее, чем M. tuberculosis, пируватзависимые. 
При росте на плотных средах на 21-60-й день образуют мелкие шаровидные влажные, почти прозрачные колонии серовато-белого цвета (S-форма колоний). При культивировании на жидких средах сначала растут в глубине среды, образуя в последующем тонкую влажную пленку на поверхности среды.

Для культивирования возбудителей туберкулеза, определения чувствительности к антибиотикам и выделения чистой культуры в качестве стандартных рекомендуется использовать яичную среду Левенштейна-Йенсена и яичную среду Финна II.

Химический состав, антигенная структура и факторы патогенности.
Основными биохимическими компонентами микобактерий являются белки (туберкулопротеины), углеводы и липиды. 
Туберкулопротеины составляют до 50% сухой массы вещества микробной клетки. Они являются основными носителями антигенных свойств микобактерий, высокотоксичны, вызывают развитие реакции гиперчувствительности замедленного типа. К ним образуются антитела, определение которых свидетельствует об активности инфекционного процесса и имеет прогностическое значение. Поэтому туберкулиновая аллергическая проба Манту является важнейшим диагностическим иммунологическим тестом на наличие в организме туберкулезной инфекции. 
На долю полисахаридов приходится 15% сухой массы вещества микобактерий. 
В отличие от других бактерий, на долю липидов приходится до 60% сухой массы вещества микобактерий. Вирулентные микобактерии содержат липидов больше, чем кислотоустойчивые сапрофиты. 
Структурные компоненты клеточной стенки играют важную роль в патогенезе туберкулеза. Основные патогенные свойства возбудителей туберкулеза обусловлены прямым или иммунологически опосредованным действием липидов и их комплексов с туберкулопротеинами и полисахаридами.

	


Поверхностные гликолипиды, обладая токсичностью вызывают в макроорганизме формирование гранулем. 

Поверхностные фрагменты ЛАМ-липоарабиноманнана (прежде всего его маннозные радикалы) неспецифически подавляют активацию Т-лимфоцитов и лейкоцитов периферической крови, что приводит к нарушению иммунного ответа на микобактерии.
Микобактерии поражают макрофаги и подавляют фагоцитоз. Проникнув внутрь макрофага, микобактерии препятствуют образованию фаголизосомы. Если все же фаголизосома образовалась, то микобактерии благодаря мощной клеточной стенке и ферментам подавляют лизирующую активность макрофагов и иммуноспецифические функции макрофагов, запускающие выработку антител. Миколовые кислоты (корд-фактор) обладают токсическим действием, вызывают апоптоз макрофага, поражая его митохондрии.

Эпидемиология, патогенез и клиническая картина туберкулеза. 

Росту заболеваемости туберкулезом способствуют неблагоприятные социально-экономические факторы, а также высокая выживаемость микобактерий в окружающей среде и широкое распространение штаммов с множественной лекарственной устойчивостью к антибиотикам и химиопрепаратам.

Основным источником инфекции является больной туберкулезом органов дыхания, выделяющий микробы в окружающую среду с мокротой.

Больные сельскохозяйственные животные, главным образом крупный рогатый скот, верблюды, свиньи, козы и овцы, а также люди, страдающие внелегочными формами заболевания и выделяющие возбудителей туберкулеза с мочой и калом, играют второстепенную роль.

Основной механизм заражения при туберкулезе аэрогенный с соответствующими ему воздушно-капельным и воздушно-пылевым путями передачи инфекции. 
Входными воротами при этом могут быть слизистая оболочка полости рта, миндалины, бронхи и легкие. 
Реже заражение туберкулезом может происходить пищевым путем при употреблении термически не обработанных мясомолочных продуктов, что особенно характерно для заболеваний, вызванных M. bovis, чаще поражающих детей. При этом кислотоустойчивость микобактерий способствует преодолению такого барьера неспецифической защиты макроорганизма, как повышенная кислотность желудка. 
Возможен контактный путь передачи инфекции от больных туберкулезом через поврежденные кожные покровы и слизистые оболочки при использовании инфицированной одежды больных, игрушек, книг, посуды и других предметов. Известны случаи заражения людей при уходе за больными животными. 
Трансплацентарный путь передачи возможен, но, как правило, не реализуется вследствие тромбоза кровеносных сосудов плаценты в местах поражения. Внутриутробное заражение плода может происходить не только через пупочную вену и плаценту, но и при заглатывании амниотической жидкости, содержащей микобактерии.

	


Несмотря на высокую инфицированность людей возбудителями туберкулеза, лишь у 10% из них развивается первичный туберкулез, что свидетельствует о генетической предрасположенности к заболеванию. Однако люди с ослабленной иммунной системой, такие как ВИЧ-инфицированные, страдающие диабетом, употребляющие табак, подвергаются гораздо более высокому риску заболевания. Более 20% случаев заболевания туберкулезом в мире связано с курением.

У остальных лиц первичная туберкулезная инфекция протекает без клинических признаков, проявляясь лишь в вираже туберкулиновых проб.
Инкубационный период длится от 3-8 нед до 1 года и более (до 40 лет). 
В развитии заболевания выделяют первичную туберкулезную интоксикация (наблюдается у детей и подростков), первичный туберкулез, диссеминированный и вторичный туберкулез, который, как правило, является следствием активации старых эндогенных очагов. 

При первичном попадании возбудителей туберкулеза в легкие или другие органы ранее не инфицированного макроорганизма макрофаги поглощают микобактерии и переносят их в регионарные лимфатические узлы, где они долго сохраняются (фагоцитоз носит незавершенный характер), прежде чем дальнейшее размножения возбудителя не приведет к возникновению болезни. В результате бактериемии происходит сенсибилизация тканей и органов. У детей и подростков сопровождается развитием первичной туберкулезной интоксикации.
	


При попадании больших доз высоковирулентного микроба в месте входных ворот инфекции происходит развитие специфического туберкулезного воспаления, так называемого первичного туберкулезного комплекса (ПТК), состоящего из первичного аффекта или воспалительного очага (в легких это пневмонический очаг под плеврой), воспаленных лимфатических сосудов (лимфангит), идущих от первичного аффекта, и пораженных региональных лимфатических узлов (лимфаденит). 
Чаще всего возникает туберкулез органов дыхания (легких и внутригрудных лимфатических узлов). Он проявляется субфебрильной температурой тела, кашлем с мокротой, кровохарканьем, одышкой и другими симптомами. Симптомов, характерных только для туберкулеза, нет.

В основе специфической воспалительной реакции при туберкулезе лежит реакция гиперчувствительности, сопровождающаяся образованием гранулем. Гранулемы состоят из очага казеозного некроза в центре, содержащего микобактерии и окруженного эпителиоидными и гигантскими клетками, образовавшимися из гистиоцитов и макрофагов при их пролиферации. Таким образом, гранулема - это специфическая реакция макроорганизма, направленная на ограничение распространения микроба по организму.
Из ПТК может происходить бронхогенная, лимфогенная, а также гематогенная диссеминация микобактерий с образованием очагов в других органах и тканях (диссеминированный легочный и внелегочный туберкулез). 
В ряде случаев может происходить заживление первичного очага, воспаление рассасывается, а некротические массы уплотняются и обызвествляются вследствие отложения солей кальция (происходит образование петрификата). Образуются, так называемые, очаги Гона, окруженные соединительнотканной капсулой. В очаге может происходить морфологическая трансформация микобактерий в Л-формы, длительно сохраняющиеся в макроорганизме. При снижении резистентности макрорганизма происходит активация данных очагов, сопровождающаяся реверсией Л-форм в высоковирулентные палочковидные формы, что ведет к активации процесса и развитию вторичного туберкулеза.


Противотуберкулезный иммунитет формируется в ответ на проникновение в организм микобактерий в процессе инфекции или вакцинации и носит нестерильный, инфекционный характер, что обусловлено длительной персистенцией возбудителя (в том числе в виде Л-форм) в макроорганизме. Он проявляется через 4-8 недель после попадания микробов в макроорганизм. Необходимо помнить, что, несмотря на клиническое или рентгенологическое выздоровление, с микробиологических позиций выздоровления от туберкулеза не происходит.
Диагностика

Основными или обязательными методами диагностики являются туберкулинодиагностика и микробиологические методы (бактериоскопия, бактериология, биологические пробы).


Туберкулинодиагностика (проба Манту) - диагностический тест для определения специфической сенсибилизации организма к микобактериям туберкулеза. 
Положительная туберкулиновая проба свидетельствует о наличии специфической сенсибилизации организма к туберкулезу, что возможно в результате вакцинации БЦЖ либо при инфицировании микобактериями.
Критерием инфицирования является «вираж», т. е. переход ранее отрицательных проб в положительные (5 мм и более) в результате заражения туберкулезом от больного. 
Инфицированными следует считать лиц, у которых отмечают:

- впервые положительную реакцию (папула 5 мм и более), не связанную с вакцинацией вакциной БЦЖ ("вираж");

- стойко (на протяжении 4 - 5 лет) сохраняющуюся реакцию с инфильтратом 12 мм и более;

- резкое усиление чувствительности к туберкулину (на 6 мм и более) в течение одного года (у туберкулиноположительных детей и подростков).
Микробиологическая диагностика. 

Материалом для исследования служат мокрота, промывные воды бронхов и желудка, плевральная и цереброспинальная жидкости, моча, асцитическая жидкость, а также кусочки тканей и органов, взятые на исследование во время операции или биопсии. Чаще всего исследуют мокроту. 
Обнаружение в патологическом материале возбудителей туберкулеза является прямым доказательством активности инфекционного процесса.

Бактериоскопическое исследование заключается в многократном проведении прямой микроскопии мазков из исследуемого материала, окрашенных по Цилю-Нельсену. Широкое распространение получил высокочувствительный метод люминесцентной микроскопии (МФА), основанный на способности липидов микобактерий воспринимать люминесцентные красители и светиться при УФ облучении. 
Преимущество бактериоскопии заключается в быстроте получения результата (от 1 часа) и относительной простоте исследования.

Бактериоскопическое исследование относится к ориентировочным методам исследования. 
При исследовании первичного материала от больного можно использовать ускоренные методы диагностики, к которым можно отнести метод микрокультур Прайса, 

Данный тест основан на том, что наличие миколовых кислот (корд-фактора) у Mycobacterium tuberculosis обеспечивает характерный рост колоний возбудителя на средах в виде жгутов. 
Для этого густой мазок мокроты на стекле обрабатывают кислотой и не фиксируя помещают стекло в питательную среду с лизированной кровью или сывороткой. Через 5-7 дней окрашивают по Цилю-Нельсену. Если микобактерия вирулентная и обладает корд-фактором, то виден рост микроколоний.  Невирулентные микобактерии образуют аморфные микроколонии.

Видовая же идентификация микобактерий, позволяющая с уверенностью отнести выявленные кислотоустойчивые микроорганизмы к возбудителю туберкулеза, возможна только при выделении культуры микобактерий. Культуральный метод позволяет оценить вирулентность выделенного штамма и определить его чувствительность к лекарственным препаратам.
К недостаткам бактериологии следует отнести его длительность (от 2 до 12 недель). 
Поскольку большинство проб клинического материала, поступающего в микробиологическую лабораторию для культурального исследования на туберкулез, в различной степени загрязнены быстрорастущими бактериями перед посевом на питательную среду диагностический материал подвергают специальной обработке, обеспечивающей деконтаминацию (обеззараживание), то есть гибель гноеродной и гнилостной микрофлоры. Кроме того, материал, содержащий большое количество слизи (мокрота, например), перед посевом подвергают разжижению и гомогенизации.

Посев осуществляют на косячки плотных питательных среды Левенштейна-Йенсена и Финна II.

Наблюдение за посевами и просмотр засеянных пробирок проводят еженедельно.

Первичная идентификация микобактерий комплекса М.tuberculosis от нетуберкулезных микобактерий осуществляется по следующим культуральным и тинкториальным характеристикам:

- скорость роста на плотных питательных средах;

- пигментообразование;

- морфология колоний;

- наличие кислотоустойчивости;

- температура роста.

Для дифференциации возбудителей туберкулеза от атипичных и других микобактерий проводят исследования биохимических свойств выделенных штаммов.
· M. bovis и M. tuberculosis в отличие от нетуберкулезных микобактерий способны образовывать в большом количестве никотиновую кислоту (ниацин), которая накапливается в жидкой питательной среде и дает с раствором цианида калия и хлорамином Б ярко-желтое окрашивание (ниациновая проба Конно).

· В отличие от нетуберкулезных микобактерий, у возбудителей туберкулеза каталаза термолабильна (инактивируется при 68 оС в течение 30 мин) – каталазный тест. 

· Дифференциация M. tuberculosis от M. bovis осуществляется по способности M. tuberculosis редуцировать нитраты в нитриты (положительный нитратредуктазный тест).

· Кроме того, для дифференциации используют салициловый тест - микобактерии комплекса М.tuberculosis не обладают способностью утилизировать салициловокислый натрий.

Биологическая проба очень эффективна при туберкулезе, особенно при исследовании биопсийного материала. Заражение морских свинок позволяет обнаружить от 1 до 5 микробных клеток в исследуемом материале. Однако данный метод требует соблюдения режимных условий и применяется только в крупных специализированных лабораториях.
Многочисленные серологические методы (РСК, РА, РПГА) в связи с недостаточной специфичностью используют мало.
Наиболее совершенен, чувствителен и специфичен генетический метод, основанный на ПЦР. Его можно рассматривать как экспресс-метод. Получение положительного ответа бактериоскопическим методом и ПЦР позволяет диагностировать туберкулез и рекомендовать немедленное назначение противотуберкулезных препаратов по классической схеме. Отрицательный результат ПЦР при наличии кислотоустойчивых микобактерий в мазках позволяет исключить присутствие возбудителей туберкулеза и рекомендовать назначение препаратов, активных в отношении нетуберкулезных микобактерий.
Однако в практических лабораториях они используются пока еще недостаточно.
Специфическая профилактика. Для создания активного искусственного приобретенного иммунитета в России применяют два препарата: БЦЖ и БЦЖ-м. Вакцины представляют собой живые микобактерии вакцинного штамма БЦЖ-1, полученного А. Кальметтом и К. Гереном путем длительного культивирования M. bovis на картофельно-глицериновом агаре с добавлением бычьей желчи. Вакцинацию БЦЖ проводят у здоровых новорожденных в роддоме внутрикожно с последующей ревакцинацией в соответствии с утвержденным календарем прививок. Ревакцинации подлежат только не инфицированные туберкулезом лица, у которых туберкулиновая проба отрицательная. Вакцина БЦЖ-м - препарат с уменьшенным вдвое содержанием микобактерий БЦЖ в прививочной дозе. Помимо туберкулеза, БЦЖ-иммунизация защищает организм человека от лепры и микобактериоза, вызванного M. ulcerans.
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