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СРАВНИТЕЛЬНЫЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬ-
НЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ РЕЗУЛЬТАТИВНО-
СТИ БАКТЕРИОСКОПИЧЕСКИХ МЕТОДОВ 
ПО ЦИЛЮ-НИЛЬСЕНУ, ЛЮМИНЕСЦЕНТ-
НОЙ И LED МИКРОСКОПИИ В ВЫЯВЛЕ-
НИИ КИСЛОТОУСТОЙЧИВЫХ МИКОБАК-
ТЕРИЙ

Н.Г. Павлов, Г.И. Алексеева, Г. П. Протодьяконова, 
М.В. Черных, Е.И. Иванова, М.В. Яковлева

Для оценки эффективности бактериоскопических методов в ГБУ РС (Я) НПЦ «Фтизиатрия» проведены сравнительные исследования 
результативности микроскопии методом Циля-Нильсена (Ц-Н), люминесцентной (ЛМ) и LED микроскопии в выявлении КУМ. Результаты 
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исследования показали более высокую чувствительность ЛМ, по сравнению с методом 
Ц-Н. Также в связи с тем, что светодиодные люминесцентные микроскопы не требуют вы-
сококвалифицированного технического обслуживания и имеют значительно больший срок 
служб ламп по сравнению с обычными моделями люминесцентных микроскопов, приме-
нение LED-технологии является оправданным с экономической точки зрения и позволяет 
широко рекомендовать ее для диагностики туберкулеза. 

Ключевые слова: диагностика туберкулеза, кислотоустойчивые микобактерии, микро-
скопия методом Циля-Нильсена, люминесцентная микроскопия, LED микроскопия, флуо-
рохромы.

Performance of bacterioscopic methods was comparatively studied in Bacteriologic Labo-
ratory of the Phthisiatry Research-Practice Center, to assess the detection of acid-fast bacilli 
(AFB) by Ziehl-Neelsen (ZN) microscopy, conventional fluorescence microscopy (FM), and LED 
fluorescence microscopy (LED-FM). The results of the study showed a higher sensitivity of the 
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Введение. Несмотря на внедре-
ние в практику высокотехнологичных 
методов микробиологической и моле-
кулярно-генетической диагностики ту-
беркулеза, микроскопические методы 
исследования остаются ведущими при 
первичном обследовании лиц с подо-
зрением на туберкулез. Ценность дан-
ных методов заключается в доступно-
сти, простоте и возможности выявлять 
в кратчайшие сроки наиболее эпиде-
мически опасных больных [1, 6, 9]. 

Микроскопия с окраской мазков ме-
тодом Циля-Нильсена (Ц-Н) является 
одним из базовых методов, подтверж-
дающих диагноз легочной формы ту-
беркулеза на основании обнаружения 
кислотоустойчивых микобактерий в 
мокроте пациента [2, 6].  

Несмотря на сравнительную про-
стоту микроскопии методом Ц-Н, су-
ществует ряд факторов, которые мо-
гут снизить чувствительность данного 
метода. Это становится особенно 
очевидно в лабораториях со значи-
тельным числом ежедневных микро-
скопических исследований, когда сни-
жается качество приготовления само-
го препарата мазка мокроты и техники 
его окрашивания, а персонал лабора-
тории просто не успевает просматри-
вать необходимое число полей зрения 
из-за высокой нагрузки [7, 9 - 11].

Люминесцентная микроскопия (ЛМ) 
является методом выбора и имеет 
существенные преимущества перед 
микроскопией методом Ц-Н. Чувстви-
тельность метода выше, чем микро-
скопия по Ц-Н, в среднем на 10-15 % 
[10 - 12]. По сравнению с методом све-
товой микроскопии в проходящем све-
те он обладает рядом преимуществ: 
высокая степень контрастности цвет-
ных светящихся объектов на темном 
фоне, значительно большая площадь 
просматриваемого поля зрения за 
счет использования меньших увели-
чений микроскопа, экономия времени 
и др. [3].

Последним достижением в области 
флюоресцентной микроскопии явля-
ется использование LED (light emitted 
diode) нанотехнологий, что резко по-
высило эффективность микроскопии 
[8]. Оценка, проведенная ВОЗ, под-
твердила диагностическую точность 
LED микроскопии по сравнению с тра-
диционной люминесцентной микроско-
пией и микроскопией по Ц-Н [4]. Одна-

ко, несмотря на положительный отзыв 
использования LED микроскопии в 
доступной отечественной литературе, 
имеется только одно сообщение, каса-
ющееся данной технологии [8]. 

 Цель исследования: сравнитель-
ная оценка эффективности методов 
микроскопии в выявлении кислотоу-
стойчивых микобактерий. 

Материалы и методы исследо-
вания. Рутинные микробиологические 
исследования проводили в соответ-
ствии с методиками, изложенными в 
приложениях 10, 11 к приказу МЗ РФ № 
109 от 21.03.2003 г. «О совершенство-
вании противотуберкулезных меропри-
ятий в Российской Федерации» и при-
казу МЗ РФ № 951 от 29.12.2014 г. [5].

Препараты мазков по Ц-Н обра-
батывали карболовым фуксином, а 
затем обесцвечивали 3%-ным рас-
твором солянокислого спирта. Мазки 
докрашивали 0,25%-ным раствором 
метиленового синего.

Микроскопию методом Ц-Н выпол-
няли на бинокулярном микроскопе 
«Primo Star» (Carl Zeiss, Германия) при 
увеличении х 1000 с иммерсионным 
объективом х 100 и окуляром х 10. Для 
регистрации отрицательного резуль-
тата просматривали минимум 300 
полей зрения и 100 полей зрения про-
сматривали для регистрации положи-
тельного результата о наличии КУМ.  

Для проведения ЛМ уровень рН 
осадка материала, приготовленного 
вышеописанным методом, доводили 
до 6,8-7,0. Пипеткой на стекло наноси-
ли 1-2 капли осадка, которые распре-
деляли тонким слоем в центре стекла 
на площади 2х1 см. Далее мазки высу-
шивали в течение 15-20 мин при ком-
натной температуре в биологическом 
шкафу безопасности. Фиксацию маз-
ков проводили в сухожаровом шкафу 
при температуре 65-750С в течение 
2 ч. Окраску препаратов осуществля-
ли аурамином ОО и родамином С. Для 
просмотра препаратов использовали 
светодиодный (LED) люминесцентный 
микроскоп Primo Star (Carl Zeiss, Гер-
мания) и традиционный люминесцент-
ный микроскоп Микмед 2 (Россия) с 
увеличением 400× (объектив 40х, оку-
ляр 10х/18).

При обработке препарата диагно-
стического материала люминесцент-
ными красителями, которые связыва-
ются с воскоподобными структурами 

микробной клетки и проникают в ее 
цитоплазму, последующее облучение 
препарата возбуждающим источником 
света вызывало оранжевое или ярко-
желтое свечение окрашенных клеток 
микобактерий на черном или темно-
зеленом фоне.

Статистическую обработку полу-
ченных данных проводили по обще-
принятым компьютерным програм-
мам приложений «Microsoft Excel» и 
«StatSoft Statistica 6» по показателям 
средних значений (M±m), достоверно-
сти статистической разницы сравнива-
емых показателей (Р).

Результаты и обсуждение. В те-
чение 2016 г. проводились микроско-
пические исследования с осадка проб 
различного диагностического матери-
ала, поступающего в лабораторию от 
пациентов с подозрением на тубер-
кулез и пациентов, находящихся на 
лечении в стационарах центра. Всего 
методом ЛМ было исследовано 9480 
мазков, из них выявлено 1439 КУМ+ 
мазков. Выявляемость КУМ из диагно-
стического материала методом ЛМ со-
ставила 15,2 %. 

Из этих 1439 КУМ+ препаратов ме-
тодом случайного отбора отобрано 
400 мазков для сравнительного иссле-
дования методом микроскопии с окра-
ской по Ц-Н со следующей градацией 
результатов: 100 мазков - «единичные 
КУМ» (в 100 полях зрения), 100 маз-
ков - «1+» (единичные КУМ в полях 
зрения), 100 мазков - «2+» (умеренное 
количество КУМ) и 100 мазков - «3+» 
(значительное количество КУМ). Все 
400 положительных мазков были под-
тверждены ростом культур микобакте-
рий туберкулезного комплекса на жид-
ких и плотных питательных средах.

После завершения просмотра ме-
тодом ЛМ мазки окрашивали для ми-
кроскопии методом по Ц-Н. Просмотр 
мазков выполняли последовательно 
3 врача бактериолога, причем каждый 
следующий исследователь не знал 
результатов предыдущего исследо-
вания. В случае расхождения резуль-
татов исследования мазков за окон-
чательный результат принимали тот, 
который был получен большинством. 

Результаты сравнительных микро-
скопических исследований мазков 
представлены в табл. 1. Из таблицы 
видно, что из 400 положительных ЛМ 
мазков при пересмотре методом Ц-Н 

FM, compared with the ZN method. Also, due to the fact that LED fluorescent microscopes do not require highly skilled maintenance and have a 
significantly longer lamp life compared to conventional models of fluorescent microscopes, the use of LED technology is justified from an economic 
point of view and makes it widely recommended for tuberculosis diagnosing.

Keywords: tuberculosis diagnosising, acid-fast bacilli, Ziehl-Neelsen microscopy, fluorescence microscopy, LED fluorescence microscopy, 
fluorochrome.
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подтверждено наличие КУМ в 312 
(78 %) мазках, в 88 (22 %) мазках 
КУМ не удалось выявить. 

При этом из 100 мазков с градаци-
ей результата «единичные КУМ» в 
100 п/з подтверждены методом Ц-Н 22 
случая, в остальных 78 мазках КУМ не 
выявлены. 

Из 100 мазков с градацией резуль-
тата «1+» методом Ц-Н КУМ выявлены 
в 90 мазках, но соответствие с града-
цией «1+» установлено в 34 случаях, 
56 мазков показали результат «еди-
ничные КУМ» в 100 п/з. 

Из мазков с градацией результатов 
«2+» и «3+» выявление КУМ методом 
Ц-Н составило 100% случаев. Но при 
этом соответствие с результатом в 
«2+» отмечалось в 52 мазках; 44 мазка 
показали результаты «1+» и 4 мазка 
– «единичные КУМ» в 100 п/з соответ-
ственно. Соответствие с градацией в 

«3+» установлено в 62 мазках, 28 маз-
ков показали результат «2+» и 11 маз-
ков «1+» соответственно.

Результаты сравнительных иссле-
дований свидетельствуют о более 
высокой эффективности люминес-
центного метода микроскопии перед 
микроскопией по Ц-Н, особенно в пре-
паратах с «единичными КУМ» в 100 
п/з, при пересмотре которых методом 
Ц-Н удалось подтвердить наличие 
КУМ только в 22% случаев.

Таким образом, наши исследования 
подтвердили более высокую чувстви-
тельность ЛМ, по сравнению с мето-
дом Ц-Н - на 22%, что соответствует 
литературным данным.

На следующем этапе сравнитель-
ных исследований выявляемость КУМ 
методом ЛМ оценивали на диагно-
стическом материале 648 пациентов 
пульмонологического отделения Якут-

ской городской клинической больницы 
(ЯГКБ), у которых 3-кратная микроско-
пия нативной мокроты методом по Ц-Н 
в КДЛ ЯГКБ не выявила наличие КУМ 
в мазках. Все пациенты по показаниям 
были направлены на дообследование 
в городской противотуберкулезный 
диспансер.

Из табл. 2 видно, что за 2014–2016 гг. 
лаборатория ежегодно проводит от 
4291 (2015 г.) до 4971 (2016 г.) микро-
скопического исследования по выяв-
лению туберкулеза методом Ц-Н, при 
этом обследуется от 2216 (2015 г.) до 
2580 (2016 г.) лиц в год. Выявляемость 
КУМ (индикатор ВОЗ – 1%) достигает 
от 0,8 % (2014 г.) до 1,0 % (2015 г.) со-
ответственно. Кратность исследова-
ний (индикатор ВОЗ – 3,0) стабильно 
сохраняется на уровне 1,9. Таким об-
разом, индикаторы ВОЗ: кратность ис-
следований и процент выявления КУМ 
в лаборатории, не достигают рефе-
рентных значений.

В результате исследования диагно-
стического материала 648 пациентов 
методом ЛМ в 22 случаях выявлены 
КУМ. Выявляемость КУМ состави-
ла 3,4 %, что достоверно в 4,2 раза 
(р<0,05) выше, чем данный показа-
тель, определенный методом Ц-Н в 
КДЛ ЯГКБ в 2016 г. – 0,8 %. При этом 
количественная градация результатов 
микроскопии показала в 10 случаях 
единичные КУМ в 100 п/з, в 3 – 1+, в 
7 – 2+ и в 2 – 3+ соответственно, т.е. у 
9 (40,9%) пациентов зарегистрировано 
обильное бактериовыделение, не вы-
явленное методом по Ц-Н (табл. 3). 

Далее по плану задач исследова-
ний проведен сравнительный анализ 
эффективности ЛМ и LED микроско-
пии в выявлении КУМ с осадка диа-
гностического материала впервые вы-
явленных больных туберкулезом орга-
нов дыхания. Всего обследован диа-
гностический материал 1082 больных, 
из них 518 методом ЛМ и 564 ‒ LED 
микроскопии. 

Результаты сравнительных иссле-
дований методов микроскопии пред-
ставлены в табл. 4. Как видно из та-
блицы, из материала 518 больных ме-
тодом ЛМ в 34,7% случаев (у 180 чел.) 
выявлены КУМ, в 65,3% у (338 чел.) 
КУМ не обнаружены. Методом LED 
микроскопии из материала 564 боль-
ных КУМ в мазках выявлен в 44,5% 
(у 251 чел.), в 55,5% (у 313 чел.) - не 
обнаружены. Выявляемость КУМ LED 
микроскопией составила 44,5 %, что 
достоверно (на 9,8% (р<0,001)) выше, 
чем методом ЛМ – 34,7%. 

При этом качественные показатели 
М+ из числа больных с деструкцией 

Результаты пересмотра КУМ+ ЛМ мазков методом по Ц-Н (абс.ч., %)

Показатели
Градация результатов Люм+ мазков

ед. КУМ 1+ 2+ 3+
Всего  КУМ+ мазков методом ЛМ
(n = 400) 100 100 100 100

Пересмотрено методом Ц-Н:
(n = 400) 100 100 100 100

Из них КУМ+  n = 312 (78 %) 22 90 100 100
Из них КУМ-  n = 88 (22 %) 78 10 - -
Выявляемость, в % 22 90 100 100
Градация результатов КУМ+ по Ц-Н:
ед. КУМ 22 56 4 -

1+ - 34 44 10
2+ - - 52 28
3+ - - - 62

Таблица 1

Выявляемость КУМ методом ЛМ 
с осадка диагностического материала пациентов ЯКГБ

Всего
исследовано

Из них КУМ+
абс.ч., %

Градация результатов микроскопии (абс.ч., %)
ед. КУМ в 100 п/з 1+ 2+ 3+

n= 648 22 (3,4) 10 (45,5) 3 (13,6) 7 (31,8) 2 (9,1)

Таблица 3

Выявляемость КУМ с нативной мокроты по Цилю-Нильсену 
в КДЛ ЯГКБ за 2014-2016 гг.

Год
Количество

 исследований
Количество обследован-

ных лиц Кратность,
%всего в т.ч. КУМ+

абс.ч., % всего в т.ч. КУМ+
абс.ч., %

2014 4378 19 (0,4) 2265 18 (0,8) 1,9
2015 4291 24 (0,5) 2216 23 (1,0) 1,9
2016 4971 25 (0,5) 2580 21 (0,8) 1,9

Таблица 2
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- 83,1% (143 чел.) и М+ из числа па-
циентов без деструкции – 27,5% (108 
чел.), определенные методом LED 
микроскопии, также выше показателей 
ЛМ - 72,4% (131 чел.) и 14,5% (49 чел.) 
соответственно.

Проведенные исследования под-
твердили более высокую на (9,8%) эф-
фективность метода LED микроскопии 
по сравнению с традиционной ЛМ.

Заключение. Таким образом, по ре-
зультатам проведенных сравнитель-
ных исследований, для своевремен-
ного выявления бактериовыделения и 
установления диагноза туберкулезной 
инфекции в лабораториях со значи-
тельным числом (от 20 и более маз-
ков) ежедневных микроскопических 
исследований рекомендуется исполь-
зовать люминесцентные микроскопы, 
в которых в качестве осветителя ис-
пользуется ртутная лампа или свето-
диодный излучатель (LED) как более 
информативный метод по сравнению 
с микроскопией по Ц-Н.

В связи с тем, что светодиодные 
люминесцентные микроскопы не тре-
буют высококвалифицированного тех-
нического обслуживания и имеют зна-
чительно больший срок служб ламп 
по сравнению с обычными моделями 
люминесцентных микроскопов, при-
менение LED-технологии является 
оправданным с экономической точки 
зрения и позволяет широко рекомен-
довать технологию LED люминесцент-
ной микроскопии для диагностики ту-
беркулеза.
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