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The examination and treatment of patients with pulmonary tuberculosis lacking bacteriological confirmation can be challenging due to the 
absence of data on the pathogen species and its drug susceptibility. Since several lung diseases present with clinical and radiological features 
similar to tuberculosis, identifying the etiological agent is crucial.

This article discusses the utility of microbial marker mass spectrometry (MSMM) and 16S rRNA sequencing technologies for establishing 
disease etiology, illustrated by a clinical case of a patient diagnosed with pulmonary tuberculosis without bacteriological confirmation. During 
further examination using MSMM, 10-methyloctadecanoic acid, a marker of the order Mycobacteriales, was detected in the patient’s sputum 
and bronchial lavage samples. Subsequently, 16S rRNA sequencing revealed the DNA of Nocardia cyriacigeorgica. These results indicate the 
need to broaden diagnostic capabilities in cases where standard microbiological methods fail to establish the etiology of the disease.
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Обследование и лечение пациентов с туберкулезом легких без бактериологического подтверждения диагноза может пред-
ставлять сложности, связанные с отсутствием данных о видовой принадлежности возбудителя и его лекарственной чувстви-
тельности. Учитывая, что ряд заболеваний легких может иметь схожую с туберкулезом клинико-рентгенологическую картину, 
выявление этиологического агента является крайне важной задачей.

Рассмотрены возможности технологий масс-спектрометрии микробных маркеров (МСММ) и 16S рРНК-секвенирования в уста-
новлении этиологии заболевания на примере клинического случая – пациента с диагнозом туберкулеза легких без бактериовы-
деления. В ходе дополнительного обследования методом МСММ у пациента в мокроте и образце бронхиального смыва была 
выявлена 10-метилоктадекановая кислота, которая является маркером представителей порядка Mycobacteriales, а по резуль-
татам секвенирования 16S рРНК выявлена ДНК Nocardia cyriacigeorgica. Полученные результаты говорят о необходимости рас-
ширения спектра диагностических возможностей в случаях, когда стандартные. 
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Введение
Современные методы лабораторной диагностики туберкулеза 

позволяют в короткие сроки выявить Mycobacterium tuberculosis 

в образцах клинического материала и определить его чувстви-

тельность к противотуберкулезным препаратам, что является 

крайне важным при постановке диагноза и назначении химиоте-

рапии. Согласно данным статистики, до 40% пациентов с впервые 

выявленным туберкулезом легких остаются без этиологического 

подтверждения диагноза, который основывается только на кли-

нико-рентгенологических данных [1]. В таком случае назначается 

эмпирический режим химиотерапии туберкулеза.

В последние годы благодаря совершенствованию диагности-

ческих технологий возрастает доля заболеваний легких, при 

которых в качестве этиологического агента выявляются нету-

беркулезные микобактерии [2, 3]. Кроме представителей рода 

Mycobacterium, заболевания, по клинико-рентгенологической 
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картине схожие с туберкулезом, могут вызывать другие бактерии, 

объединенные в порядок Mycobacteriales [17]. К их числу можно 

отнести представителей родов Rhodococcus [14], Gordonia [12, 19], 

Nocardia [6, 8] и других. Современные авторы признают затруд-

нения в постановке диагноза, связанные с неспецифичностью 

клинических и рентгенологических признаков, сложностями 

микробиологической диагностики, основанной на микроскопии 

и выделении культуры. Представители порядка Mycobacteriales 

могут расти на питательных средах, используемых для выращи-

вания микобактерий. Благодаря свойству слабой кислотоустой-

чивости, их можно идентифицировать как кислотоустойчивые 

микобактерии (КУМ) при проведении микроскопии с окраской по 

Цилю – Нильсену или флуорохромными красителями. Встречают-

ся изоляты, которые не окрашиваются этими методами и, следо-

вательно, могут быть пропущены [11]. Единственные методы, ко-

торые в настоящее время позволяют проводить точную видовую 

идентификацию перечисленных микроорганизмов – секвениро-

вание 16S рРНК и MALDI-TOF масс-спектрометрия (времяпролет-

ная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной 

десорбцией/ионизацией), – остаются недоступными для боль-

шинства лабораторий противотуберкулезной службы. 

В связи с актуальностью проблемы микробиологической 

верификации диагноза приводим клинический случай ин-

фильтративного туберкулеза легких без бактериологического 

подтверждения, на примере которого разбираем возможно-

сти современных методов этиологической диагностики ин-

фекционных заболеваний и сложности постановки диагноза.

Описание клинического случая 
Больной М., 63 года, пенсионер. В апреле 2023 года обратил-

ся к участковому терапевту в связи с повышением температуры 

до субфебрильных цифр, сопровождавшимся появлением каш-

ля с зеленоватой мокротой, недомоганием, общей слабостью. 

При обзорной рентгенографии обнаружены двухсторонние 

изменения в легких; кислотоустойчивые микобактерии в маз-

ке мокроты не выявлены. С целью уточнения диагноза направ-

лен к фтизиатру.

Из анамнеза: в 2001 году был выявлен инфильтративный ту-

беркулез правого легкого (S2, S6) c бактериовыделением, дан-

ных о лекарственной устойчивости микобактерий туберкулеза 

(МБТ) нет. После эффективного курса химиотерапии с после-

дующим диспансерным наблюдением в течение трех лет был 

снят с учета. В дальнейшем отмечал частые пневмонии, диа-

гностирована бронхоэктатическая болезнь неуточненной сте-

пени тяжести; на диспансерном наблюдении пульмонолога не 

состоял. Из других сопутствующих заболеваний – гипертониче-

ская болезнь II стадии, контролируемая приемом бисопролола  

2,5 мг/сут. Аллергологический анамнез не отягощен. Не курит, 

зависимостей от алкоголя и психоактивных веществ нет.

Рентгенологические изменения в легких расценены как 

туберкулез внутригрудных лимфатических узлов с двухсто-

ронним бронхогенным поражением; госпитализирован в ре-

гиональный противотуберкулезный диспансер. По данным 

компьютерной томографии органов грудной клетки (КТ ОГК) 

от 18.04.2023 в верхних долях с обеих сторон определялись  

Рисунок 1. Компьютерная томография органов грудной клетки с мультипланарной реконструкцией от 18.04.2023. В верхних 
долях с обеих сторон единичные воздушные полости размерами 8–12 мм с толстой стенкой и тяжами в окружающую легочную 
ткань. В нижних долях с обеих сторон множественные плотные и обызвествленные очаги; справа в S8 фокус размерами 20х11 мм 
без распада. Во всех отделах обоих легких множественные бронхогенные очаги и участки уплотнения паренхимы. В передней 
зоне слева и базальных сегментах с обеих сторон смешанные цилиндрические бронхоэктазы. Стенки долевых и сегментарных 
бронхов представляются утолщенными

Figure 1. Computed tomography of the chest with multiplanar reconstruction from 04/18/2023. In the upper lobes on both sides there are 
single air cavities measuring 8–12 mm with a thick wall and cords in the surrounding lung tissue. In the lower lobes on both sides there are 

multiple dense and calcified lesions; on the right in S8 there is a focus size of 20x11 mm without decay. In all parts of both lungs there are 
multiple bronchogenic foci and areas of parenchyma compaction. In the anterior zone on the left and in the basal segments on both sides 

there are mixed cylindrical bronchiectasis. The walls of the lobar and segmental bronchi appear thickened
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единичные воздушные полости размерами до 8–12 мм с тол-

стой стенкой и тяжами в окружающую ткань. В S8 справа опре-

делялись обызвествленный очаг размером 7х7 мм и фокус 

20х11 мм без деструкции; во всех отделах легких – множествен-

ные перибронхиальные очаги и участки инфильтрации. Также 

визуализировались бронхоэктазы в передней и нижней зонах 

слева, в S8 справа; стенки долевых и сегментарных бронхов 

представлялись утолщенными (рис. 1). В результате полноцен-

но проведенного микробиологического исследования мокро-

ты на туберкулез признаков наличия возбудителя не выявлено. 

В связи с установленным на основании клинико-рентгеноло-

гических данных диагнозом туберкулеза легких и отсутствием 

бактериовыделения начато лечение по режиму лекарствен-

но-чувствительного туберкулеза. На фоне лечения клиниче-

ские признаки воспалительного процесса (субфебрилитет, 

слабость, кашель со скудной мокротой) сохранялись; через 3,5 

месяца терапии при рентгенологическом контроле выявлено 

прогрессирование процесса в виде нарастания инфильтратив-

но-фокусных изменений обоих легких при отрицательных ре-

зультатах микробиологического исследования на туберкулез. 

В августе 2023 года пациент переведен на режим лечения 

туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью 

(теризидон 0,6 г, пиразинамид 1,5 г, левофлоксацин 1,0 г, про-

тионамид 0,75 г, линезолид 0,6 г в сутки, бедаквилин по схе-

ме). Через 2 недели в связи с жалобами на ухудшение зрения 

и выявлением частичной атрофии зрительного нерва право-

го глаза линезолид из схемы терапии был исключен. На фоне 

терапии отмечено купирование клинических симптомов 

болезни; рентгенологически отмечена частичная регрессия 

очагово-фокусных изменений с последующей стабилизацией 

рентгеновской картины; через 5 месяцев лечения был переве-

ден на фазу продолжения химиотерапии (левофлоксацин 1,0 г, 

пиразинамид 1,5 г, протионамид 0,75 г в сутки). 

Несмотря на многократные микробиологические исследо-

вания мокроты (микроскопия, посев, молекулярно-генетиче-

ское тестирование), подтвердить туберкулезную этиологию 

процесса не удалось. Пациент был направлен на госпитализа-

цию в федеральный центр для уточнения тактики дальнейше-

го ведения и коррекции химиотерапии.

Поступил в удовлетворительном состоянии с жалобами на 

периодический кашель и незначительную общую слабость, 

одышку при физической нагрузке. По данным исследования 

функции внешнего дыхания отмечены умеренное снижение 

жизненной емкости легких, бронхиальная обструкция средней 

степени тяжести, положительная бронходилатационная проба. 

При бронхологическом исследовании выявлена картина двух-

стороннего неспецифического эндобронхита 1–2 степени вос-

паления. Решением врачебной комиссии центра химиотерапия 

туберкулеза продолжена в прежнем объеме, лечение дополне-

но неспецифической антибактериальной (цефтриаксон) и инга-

ляционной терапией (бронхо- и муколитики, диоксидин) с хо-

рошим клиническим эффектом. При очередном исследовании 

КТ ОГК от 19.09.2024, проведенном через 17 месяцев от начала 

химиотерапии туберкулеза легких, отмечено частичное рас-

сасывание очаговых изменений с обеих сторон (рис. 2). Тем не 

менее сохранялись воздушные полости в верхних долях, уве-

личенные немногочисленные лимфоузлы центрального средо-

стения с максимальными размерами до 13 мм, без кальцинации. 

Легочный ствол и его ветви не расширены. В стенке грудной 

аорты определялись кальцинаты. Пациент был выписан в удов-

летворительном состоянии для продолжения терапии по месту 

жительства; от повторного обследования отказался.

Рисунок 2. Компьютерная томография органов грудной клетки с мультипланарной реконструкцией от 19.09.2024. В верхних 
долях с обеих сторон частичная регрессия очаговых изменений. Воздушные полости сохраняются, размер их уменьшился  
до 6–8 мм. Сохраняются бронхоэктазы передней и нижней зон слева, S8 справа. Стенки долевых и сегментарных бронхов более 
тонкие

Figure 2. Chest computed tomography with multiplanar reconstruction, September 19, 2024. Partial regression of focal lesions in the upper 
lobes on both sides. Air spaces remain, their size having decreased to 6–8 mm. Bronchiectasis persists in the anterior and lower zones  

on the left, and S8 on the right. The walls of the lobar and segmental bronchi are thinner
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За время госпитализации в федеральный центр с целью вы-

явления возбудителя туберкулеза было исследовано 8 образ-

цов клинического материала (5 образцов мокроты и 3 образ-

ца промывных вод бронхов, полученных при бронхоскопии). 

Методами микроскопии и посева клинического материала 

на плотные (Левенштейна – Йенсена) и жидкие (Миддлбрука 

7Н9) питательные среды микобактерии выявлены не были. 

В двух образцах на жидкой питательной среде выявлен рост 

микроорганизмов; последующее исследование культуры ме-

тодом микроскопии с окраской по Цилю – Нильсену не выяви-

ло наличия кислотоустойчивых бактерий. ДНК M. tuberculosis 

complex в следовом количестве была выявлена только в об-

разце бронхиального смыва, полученного при бронхоско-

пии. Дополнительно аликвота этого образца бронхиального 

смыва и одного образца мокроты, отобранной в этот же день, 

были помещены на хранение при -80 оС для последующего 

анализа в рамках научно-исследовательской работы. Впо-

следствии эти образцы были использованы для исследования 

методом масс-спектрометрии микробных маркеров (МСММ), 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) и секвенирования. При 

исследовании методом МСММ производится анализ образца 

на наличие микробных жирных кислот, альдегидов, спиртов и 

стеринов, состав которых с помощью программного обеспе-

чения переводится в количественное содержание микроор-

ганизмов, принадлежащих к 57 таксонам. Анализ содержания 

микробных жирных кислот выявил наличие 10-метилоктаде-

кановой (туберкулостеариновой) кислоты, которая является 

маркером не только микобактерий, но и других представи-

телей порядка Mycobacteriales [4]. При интерпретации выяв-

ленного спектра химических соединений с помощью стан-

дартного программного обеспечения, разработанного для 

метода МСММ, был получен результат о наличии в образце 

маркеров Mycobacterium spp., в количестве 9,6х108 КОЕ/мл в 

бронхиальном смыве и 3,9х108 КОЕ/мл – в мокроте. Допол-

нительно из аликвоты (1,0 мл), отобранной из образца брон-

хиального смыва, была выделена ДНК (набор «Амплитуб-РВ» 

(НПК «Синтол») с предварительной обработкой реагентом 

«Амплитуб-Преп» (НПК «Синтол)) и проведено исследование 

методом нанопорового 16S рРНК-секвенирования (набор 16S 

Barcodingkit 24v14, Oxford Nanopore Technologies) на приборе 

MinION с ячейкой R10.4.1. Было получено 11 660 прочтений. 

Идентификация прочтений с использованием программы 

EMU позволила установить наличие ДНК следующих микро-

организмов: Haemophilus parainfluenzae (68.1%), Neisseria 

subflava (7,8%), Granulicatella elegans (4,7%), Granulicatella 

adiacens (1,1%), Streptococcus sp. LPB0220 (7,4%), Streptococcus sp. 

oral taxon 431 (3,5%), Streptococcus mitis (3,%), Streptococcus oralis 

(1,0%), Gemella sanguinis (0,8%), Gemella haemolysans (0,8%), 

Veillonella parvula (0,1%), Laceyella sacchari (0,6%), Nocardia 

cyriacigeorgica (0,3%).

Обсуждение
Обследование и лечение пациентов с подозрением на ту-

беркулез легких без бактериовыделения представляет вызов 

для противотуберкулезной службы, т.к. отсутствие данных о 

видовой принадлежности возбудителя и его лекарственной 

чувствительности может привести к низкой эффективности 

терапии. Приведенный клинический пример иллюстрирует, 

что при использовании стандартного подхода к микробиоло-

гическому исследованию на туберкулез установить этиологию 

процесса не удалось, и пациенту, с учетом наличия туберку-

леза в анамнезе и схожей с туберкулезом клинико-рентгено-

логической картины, назначались различные эмпирические 

схемы противотуберкулезной терапии. 

В данном случае мы оценили возможности технологии 

МСММ и нанопорового 16S рРНК-секвенирования для ха-

рактеристики состава микробиоты в нативном материале, 

полученном от пациента. При этом следует отметить, что ис-

следования в этой области не стандартизированы, и в насто-

ящее время нет четких критериев для разграничения нормы 

и патологии. Тем не менее можно провести интерпретацию 

результатов, основываясь на данных литературы.

Так, исследования по изучению состава респираторной 

микробиоты в образцах бронхоальвеолярной жидкости у 

здоровых добровольцев позволили установить доминирова-

ние представителей родов Streptococcus, Veillonella, Prevotella, 

Haemophillus [10]. В представленном клиническом случае у 

пациента, помимо перенесенного туберкулеза легких, был 

поставлен диагноз бронхоэктатической болезни. Исследо-

вания микробиоты при бронхоэктатической болезни пока-

зали разнообразие профилей микробиома, что согласуется 

с установленной гетерогенностью заболевания и различ-

ными вариантами ответа на терапию [9]. Для большей части 

таких пациентов характерны бактериальные профили с до-

минированием родов Hemophilus или Pseudomonas, то есть 

отмечается изменение профиля микробиоты по сравнению 

со здоровыми людьми [5, 15]. При этом доминирование рода 

Haemophilus связано с увеличением количества провоспали-

тельных интерлейкинов в мокроте, а также с увеличением 

интенсивности системного воспаления [18]. Исследования 

показывают, что респираторный микробиом пациентов с 

бронхоэктазами в целом стабилен (микробные профили не 

изменяются в течение нескольких месяцев), в связи с этим 

предполагается, что показатели микробиома могут играть 

прогностическую роль в качестве биомаркеров бронхоэк-

татической болезни [16]. В нашем случае доминирование 

Haemophilus parainfluenzae (68,1%) и наличие других бакте-

рий (родов Neisseria, Granulicatella, Streptococcus, Gemella, 

Veillonella) в образце бронхиального смыва укладывается в 

картину профиля микробиоты, характерную для бронхоэкта-

тической болезни. 
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При сопоставлении результатов исследования образцов 

методами МСММ, ПЦР и секвенирования можно отметить, что 

метод МСММ указывал на присутствие в образцах мокроты и 

бронхиального смыва представителей рода Mycobacterium в 

количестве до 108 КОЕ/мл. Однако методами генетического 

анализа наличие ДНК M. tuberculosis complex и нетуберкулез-

ных микобактерий в таких высоких концентрациях подтвер-

дить не удалось (только следовые количества, по данным 

ПЦР-исследования в образцах бронхиального смыва, при 

невозможности исключить контаминацию образца во время 

проведения бронхоскопии). Можно предположить, что 10-ме-

тилоктадекановая кислота, которая заложена в методику 

МСММ для выявления рода Mycobacterium, является неспеци-

фическим маркером, в результате чего Nocardia cyriacigeorgica, 

ДНК которой мы выявили при секвенировании, была распоз-

нана методом МСММ как микроорганизм, принадлежащий к 

роду Mycobacterium. Таким образом, технология МСММ может 

являться только скрининговой для выявления случаев «от-

клонения от нормы», а дальнейшая идентификация микро-

организмов должна быть проведена с использованием моле-

кулярно-генетических методов, в частности, секвенирования 

16S рРНК, которое позволяет увидеть спектр всех бактерий в 

клиническом образце с высокой специфичностью.

Согласно данным литературы, виды Nocardia — это сапро-

фитные аэробные актиномицеты, распространенные в воде, 

почве, пыли и гниющей растительности по всему миру, кото-

рые иногда могут вызывать заболевания, при этом иммуносу-

прессия является важным фактором риска развития нокарди-

оза у человека, а легочный нокардиоз встречается чаще всего 

[11]. Nocardia cyriacigeorgica является одним из наиболее рас-

пространенных этиологических агентов нокардиоза и чаще 

всего вызывает тяжелые легочные и диссеминированные 

инфекции [7]. Легочный нокардиоз может проявляться пнев-

монией, эндобронхиальным воспалением, абсцессом легкого 

или полостным заболеванием с непрерывным распростране-

нием на поверхностные и глубокие структуры; в целом карти-

на напоминает заболевание микобактериозом легких [13].

В связи с неспецифичностью клинической картины легоч-

ный нокардиоз следует рассматривать как вероятный диагноз 

в случаях неэффективности стандартной противотуберкулез-

ной терапии, что проявляется ухудшением состояния пациен-

та, несмотря на адекватное лечение [11].

Таким образом, на основе результатов секвенирования 

можно предположить, что в данном клиническом случае забо-

левание, развившееся в апреле 2023 года, было не туберкулез-

ной, а нокардиозной этиологии, что определило как характер-

ную для нокардиоза клинико-рентгенологическую картину, 

так и отсутствие эффекта от применения противотуберку-

лезных препаратов первого ряда. В дальнейшем в лечении 

пациента применялись препараты, обладающие антимикроб-

ной активностью против нокардий, в частности, линезолид и 

цефтриаксон. Несмотря на достаточно короткий период их 

применения, это обстоятельство, по-видимому, позволило до-

биться подавления активности инфекционного агента и, как 

следствие, положительной клинико-рентгенологической ди-

намики легочного процесса. Следует отметить, что получен-

ные данные позволяют оценить этиологию процесса только 

как вероятный нокардиоз [13]; несмотря на длительный пери-

од наблюдения и применение рекомендованных для клиниче-

ской практики методов микробиологических исследований, 

ни один из обсуждаемых диагнозов не является доказанным. 

Заключение
Клинический случай, представленный в данной работе, явля-

ется важным для понимания роли современных методов иссле-

дования микробиоты в выявлении этиологии инфекционного 

процесса, которые в настоящее время выходят за рамки кли-

нических рекомендаций, но являются ценным источником ин-

формации для выявления возможных этиологических агентов 

патологического процесса, постановки диагноза и назначения 

этиотропной терапии. Необходимо провести оценку диагности-

ческой значимости новых подходов и рассмотреть возможность 

их включения в существующие диагностические алгоритмы.
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