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Цель исследования: разработка нового способа выявления ранних субклинических признаков перехода ЛТИ в туберкулез.

Материалы и методы. В исследование включены дети до 18 лет, 8 – с туберкулезом легких (группа ТБ) и 91 – с ЛТИ 
(группа ЛТИ). Выявление субклинических признаков активности туберкулезной инфекции в группе ЛТИ заключалось 
в  определении концентрации антиген-специфической индукции ИФН-γ в концентрации более 14 пг/мл, ИЛ-6 более 
8 пг/мл и положительных величин пороговых циклов (Ct) образцов мРНК по результатам ОТ-ПЦР в реальном времени 
генов: PDCD1, PDL2, BATF2 и GBP5.

Результаты исследования. Разработанный нами способ определения субклинических признаков активности туберкулез-
ной инфекции у детей и подростков с ЛТИ состоит из двух компонентов (иммунологического – концентрация ИФН-γ, 
ИЛ-6 и молекулярно-генетического – мРНК экспрессия генов PDL2, BATF2 и GBP5). Одновременная регистрация уров-
ня ИФН-γ, ИЛ-6 и мРНК экспрессия генов PDL2, BATF2 и GBP5 выше референсных значений указывает на высокий 
риск развития туберкулеза. Это было установлено у 29/91 (31,9%) пациентов с ЛТИ, у которых в течении 1 года при КТ 
ОГК обнаружены кальцинаты в ВГЛУ или очаги в легких. 
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The objective: to develop a new method to detect early subclinical signs of LTBI progression to the active disease. 

Subjects and Methods. Children under 18 years of age were enrolled in the study, of them 8 children suffered from pulmonary 
tuberculosis (TB Group) and 91 had LTBI (LTBI Group). Detection of subclinical signs of tuberculosis infection activity in LTBI 
Group included testing the concentration of antigen-specific induction of IFN-γ at the level more than 14 pg/ml, IL-6 more than 
8 pg/ml and positive values of threshold cycles (Ct) of mRNA samples based on the results of real-time PCR of genes: PDCD1, 
PDL2, BATF2 and GBP5.

Results. The developed method for detection of subclinical signs of tuberculosis infection activity in children and adolescents with 
LTBI consists of two components (immunological testing of concentration of IFN-γ and IL-6; and molecular genetic testing of mRNA 
expression of the PDL2, BATF2 and GBP5 genes). Simultaneous registration of IFN-γ and IL-6 levels and mRNA expression of 
the PDL2, BATF2 and GBP5 genes above reference values indicates a high risk of developing active tuberculosis. It was observed 
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in 29/91 (31.9%) patients with LTBI, in whom chest CT revealed calcifications in the upper lymph nodes or pulmonary lesions 
within 1 year. 
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Введение

Проблема определения признаков активности 
туберкулезной инфекции является чрезвычайно 
актуальной, поскольку в современном мире чис-
ло лиц с латентной туберкулезной инфекцией 
составляет, по данным Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), не менее четверти насе-
ления Земли: 1,7 млрд человек. При этом в мире 
ежегодно инфицируются около 50 млн человек. 
Для стран со средним доходом число инфициро-
ванных составляет 100 на 100 тыс. человек насе-
ления [20]. Латентная туберкулезная инфекция 
характеризуется постоянной способностью к им-
мунному ответу на специфические рекомбинантные 
белки ESAT6-CFP10 с использованием известных 
тест-систем:  QuantiFERON TB Gold, T-SPOT.TB 
[5], «Тубинферон» [3] при отсутствии клинических 
проявлений туберкулезной инфекции. 

Термин латентной туберкулезной инфекции обо-
значает присутствие микобактерий туберкулеза 
(МБТ) в организме хозяина, активность которых 
компенсируется соответствующим уровнем иммун-
ной защиты. Снижение уровня иммунной защиты 
в связи с различными физиологическими измене-
ниями, интеркуррентными заболеваниями или при-
емом препаратов, которые приводят к снижению 
уровня иммунной защиты пациентов, может при-
водить к реверсии метаболизма персистирующих, 
т.е. неметаболизирующих МБТ с проявлением забо-
левания туберкулезом [8]. Реактивация латентной 
туберкулезной инфекции может быть обусловлена 
факторами риска, которые снижают уровень им-
мунной защиты: ВИЧ-инфекция, почечная недоста-
точность, требующая гемодиализ, тесный контакт 
с больным туберкулезом – бактериовыделителем, 
а также прием препаратов, ингибирующих уровень 
активности иммунной системы, в частности, пре-
паратов, ингибирующих фактор некроза опухоли 
альфа, который является ответственным за обра-
зование и поддержание туберкулезной гранулемы, 
что препятствует распространению микобактерий 
туберкулеза, так же, как и интерлейкин 12 и интер-
ферон гамма, который играет важную роль в устой-
чивости к туберкулезной инфекции [9, 11, 15, 21].

Для предупреждения реактивации латентной ту-
беркулезной инфекции у детей и подростков, у ко-
торых в большинстве случаев при реактивации не 
выделяется мокрота с выделением микобактерий 
туберкулеза, в России, как и в большинстве стран 
мира, рекомендуется проводить контрольные ис-
следования с помощью компьютерной томографии 
органов грудной клетки и специфическое химио-
профилактическое лечение двумя противотуберку-
лезными препаратами, традиционно – рифампицин 
и изониазид (2-3 месяца), либо изониазид при бо-
лее длительном применении. Разумеется, что эти 
мероприятия обоснованы, однако оба указанных 
препарата обладают гепато- и нефротоксичностью. 

Для определения туберкулезной инфекции в насто-
ящее время используются специфические иммуноло-
гические, так называемые IGRA (Interferon gamma 
release assay) тесты, т.е. положительные результаты 
исследований с использованием специфических ан-
тигенов микобактерий туберкулеза (ESAT6-CFP10). 
При латентной туберкулезной инфекции результаты 
перекрывают и положительные случаи IGRA тестов 
при активной туберкулезной инфекции, т.е. сами по 
себе эти тесты не позволяют дифференцировать ак-
тивную и латентную туберкулезные инфекции [7]. 
Тем не менее, при микробиологически подтвержден-
ных случаях туберкулезной инфекции чувствитель-
ность IGRA тестов составляет 86,7% [14].

Однако эти методы не могут определить при-
сутствие размножающихся микобактерий in vivo. 
Существует предположение, что при латентной 
туберкулезной инфекции возможно динамическое 
равновесие между иммунитетом хозяина и метабо-
лической активностью возбудителя. Возможность 
сдвига этого баланса в сторону возбудителя означает 
риск реактивации латентной инфекции [22]. К числу 
рентгенологических признаков активности туберку-
лезной инфекции относится наличие кальцинатов 
внутригрудных лимфоузлов или мелких внутриле-
гочных лимфоузлов [4], что свидетельствует о на-
чавшемся или закончившемся туберкулезном про-
цессе. При этом выявление мелких мягкотканных 
внутрилегочных лимфоузлов в качестве признака 
активности туберкулезной инфекции признается 
пока не всеми специалистами в области рентгено-
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диагностики туберкулеза. Одним из возможных 
методов определения субклинических признаков 
реактивации туберкулезной инфекции при неудач-
ном химиопрофилактическом лечении латентной 
туберкулезной инфекции является позитронно-э-
миссионная томография (ПЭТ) [10]. При этом 
лимфоузлы могут быть больше 1 см и иметь при-
знаки минерализации (кальцинация). Определение 
субклинической формы туберкулезной инфекции, 
наряду с наличием иммунного ответа к специфиче-
ским, указанным выше белкам, в том числе антител 
с анализом индекса специфической активности [20], 
может быть обеспечено путем анализа экспрессии 
спектра нескольких генов. Международные иссле-
дования с анализом нескольких десятков генов [10, 
12, 17, 22] посвящаются поиску новых методов опре-
деления незначительно выраженных, начинающих-
ся признаков активной туберкулезной инфекции 
для назначения своевременного профилактическо-
го лечения противотуберкулезными препаратами. 
В целом, разработка методов иммунологической 
диагностики и скрининга активной туберкулезной 
инфекции является актуальной задачей фтизиатрии. 

Известен способ дифференцирования туберку-
леза без рентгенологических признаков и ЛТИ на 
основе анализа экспрессии гена PDCD1, кодиру-
ющего рецептор Т-лимфоцитов PD1, с точностью 
93,3% [2]. Однако это исследование было проведено 
на малой выборке лиц детско-подросткового воз-
раста с ЛТИ. 

Известно также, что с помощью определения кон-
центрации неоптерина (на уровне 9 нМ/мл и более) 
существует возможность различать туберкулез от 
ЛТИ у детей и подростков [1]. Однако повышение 
неоптерина само по себе не является специфичным 
маркером активности туберкулезной инфекции, но 
является маркером активности воспаления любой 
этиологии. Для диагностики перехода ЛТИ в про-
явления туберкулеза необходимо выявлять ранние 
и более специфичные признаки, в том числе при 
неопределенных результатах компьютерной томо-
графии органов грудной клетки. В ряде исследо-
ваний анализируется экспрессия некоторых генов 
для оценки возможной реактивации туберкулезной 
инфекции [13, 16, 19]. В исследовании Tabone L. 
et al. [18] анализируется экспрессия 30 генов, по ре-
зультатам которых рассматривается вероятность ак-
тивации туберкулезной инфекции в течение 20-40 
дней. Однако в этой работе отсутствуют данные об 
экспрессии генов, которые с высокой достоверно-
стью свидетельствовали бы о наличии активной ту-
беркулезной инфекции непосредственно в момент 
исследования.

Цель исследования

 Разработка нового способа выявления ранних 
субклинических признаков перехода ЛТИ в тубер-
кулез.

Материалы и методы

В исследование включены 8 детей и подростков, 
больных туберкулезом (группа ТБ), и 91 ребенок 
или подросток с ЛТИ (положительный результат 
кожной пробы с аллергеном туберкулезным реком-
бинантным (АТР) при отсутствии клинико–рент-
генологических признаков туберкулеза (группа 
ЛТИ). У всех пациентов имелось подписанное 
информированное согласие на участие в исследо-
вании (родителями или законными представите-
лями).

Критерии включения в группу ТБ:
• лица до исполнения 18 лет с впервые выявлен-

ным туберкулезом легких без бактериовыделения, 
распространенность процесса 1-2 сегмента, госпита-
лизация в детское туберкулезное отделение ФГБУ 
«НМИЦ ФПИ» Минздрава РФ;

• отсутствие химиотерапии или ее продолжитель-
ность не более 1 мес.; 

• отсутствие сопутствующей патологии, влияю-
щей на иммунологические показатели

Критерии невключения: 
• онкологические заболевания, прием лекарствен-

ных препаратов, в том числе генно-инженерных 
биологических, влияющих на иммунный статус.

Критерии включения в группу ЛТИ:
• лица до исполнения18 лет, имеющие положи-

тельный результат кожной пробы с АТР после ис-
ключения активного туберкулеза на основании кли-
нико–рентгенологических и микробиологических 
исследований. Согласно клиническим рекоменда-
циям «Туберкулез у детей» [5] всем лицам с поло-
жительным результатом пробы с АТР проводили 
КТ ОГК по месту жительства.

Критерии невключения: 
• прием противотуберкулезных препаратов; 
• наличие онкологического заболевания или 

заболевания, влияющего на иммунологические 
показатели (в том числе ВИЧ-инфекции), прием 
лекарственных препаратов, в том числе генно-ин-
женерных биологических, влияющих на иммунный 
статус.

В рамках исследования у пациентов были изу-
чены: антиген-специфическая индукция интерфе-
рона гамма (ИФН-γ), концентрация интерлейкина 
6 (ИЛ-6) в сыворотке крови, уровень экспрессии 
мРНК четырех генов (PDCD1, PDL2, BATF2 
и GBP5).

Методика определения уровня антиген-специ
фической индукции ИФН-γ 

Использовали не менее двух пробирок по 1 мл 
гепаринизированной венозной крови, которые ин-
кубировали при 37оС в течение 24 часов. Один об-
разец крови использовали в качестве контрольного. 
В другой образец вносили специфический реком-
бинантный белок ESAT6-CFP10 (ООО «МонА») 
в концентрации 1 мг/мл. Для проведения анализа 
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по количественному определению ИФН-γ в об-
разцах плазмы крови использовали соответствую-
щие наборы реагентов: «Human Interferon Gamma 
ELISA Kit» и набор реагентов в составе тест-систе-
мы «Тубинферон» (регистр. удостоверение ФСР 
№ 2011/ 1269 12/07 2011 г., ООО «МонА», Россия). 
Исследовали препараты рекомбинантного белка 
ESAT6-CFP10, который является специфическим 
индуктором ИФН-γ. Оценено присутствие бакте-
риальных эндотоксинов в соответствующих пре-
паратах рекомбинантного белка ESAT6 – CFP10 
с помощью так называемого LAL-теста (основан 
на реакции лизата клеток крови (амебоцитов) ме-
чехвостов рода Limulus с эндотоксинами). Концен-
трация эндотоксина для антигена ESAT6-CFP10 не 
превышала норматива (от 6,25 ЕЭ/мг до 25 ЕЭ/мг) 
и составила 12,5 ЕЭ/мг, следовательно, индукция 
ИФН-γ была специфической.

Для проведения исследования использовали об-
разцы плазмы крови после их инкубирования с ре-
комбинантным белком ESAT6-CFP10. В пробирки, 
содержащие по 1 мл плазмы, вносили по 20 мкл 
рекомбинантного белка и инкубировали при 37оС 
в течение 24 часов. Далее аккуратно, не встряхивая 
пробирки, отбирали 200-300 мкл образцов плазмы 
крови, которые затем использовали для анализа. 
Далее проводили количественное определение 
ИФН-γ с использованием набора реагентов «Ту-
бинферон». Для анализа использовали калибро-
вочный стандарт ИФН-γ, восстановленный из 
лиофилизированного препарата в  фосфатно-со-
левом буферном растворе, начиная с концентра-
ции 280 пг/мл, с последовательными разведения-
ми 1:2 до 8,5 пг/мл, с помощью которого строили 
калибровочную кривую. Используя 96-луночный 
планшет из набора реагентов с фиксированными 
моноклональными антителами к ИФН-γ, вносили 
в лунки по 50 мкл буферного раствора из набора 
реагентов. Затем вносили образцы стандартов, ис-
следуемые образцы и контрольный образец плаз-
мы по 50 мкл в дублях. Все образцы инкубировали 
1 час при 37оС в термошейкере в режиме 360 кача-
ний в мин. Далее лунки планшета четырехкратно 
отмывали с  использованием моющего раствора, 
содержащего 0,05% твина – 20, при внесении мо-
ющего раствора по 250 мкл/лунку, с инкубацией 
по 1 мин. После отмывания планшет вытряхивали 
на фильтровальную бумагу. Далее использовали 
«реагент для анализа», представляющий собой ан-
титела к ИФН-γ. Использовали разведение 1:60. 
Полученный раствор вносили в реакционные лун-
ки по 100 мкл и инкубировали при 37оС 30 мин на 
шейкере. Затем повторяли процесс отмывки. Далее 
вносили «коньюгат» в разведении 1:100 в рабочем 
растворе с последующей инкубацией на термошей-
кере 30 мин и повтором этапа отмывки. Для после-
дующей стадии использовали субстратную смесь, 
которая состояла из тетраметилбензидина с пере-
кисью водорода и субстратного буферного раство-

ра в соотношении 1:7. Субстратную смесь, позво-
ляющую определить результаты анализа, готовили 
непосредственно перед использованием. Планшет 
с образцами после внесения субстратной смеси ин-
кубировали 20 мин при комнатной температуре, 
после чего реакцию останавливали добавлением 
100 мкл ортофосфорной кислоты («стоп реагент») 
и измеряли спектрофотометрически оптическую 
плотность в лунках исследуемого планшета при 
450 нм с использованием иммуноферментного ана-
лизатора BioRad.

Методика анализа уровня экспрессии мРНК 
четырех генов: PDCD1, PDL2, BATF2 и GBP5

В пробирки объемом 1,5 мл типа Эппендорф, 
содержащие по 100 мкл дистиллированной воды 
и 600 мкл TRIZOL LS Reagent (Ambion), вносили 
по 100 мкл свежесобранной периферической крови 
и перемешивали встряхиванием до образования 
равномерного черного раствора. В полученную 
смесь добавляли 160 мкл хлороформа, переме-
шивали на вортексе и центрифугировали 5 мин. 
при 13  000  об/мин. Супернатант после центри-
фугирования 400 мкл в виде бесцветной водной 
фазы переносили в стерильные промаркированные 
пробирки типа Эппендорф на 1,5 мл с 7 мкл маг-
нитного сорбента (из набора «Амплитуб-РВ-Авто-
мат» ООО «НПФ Синтол», сконцентрированного 
в 7-10 раз на магнитном штативе), перемешивали 
и оставляли на 15 – 20 мин для связывания РНК. 
Далее сорбент с РНК промывали последовательно 
4М-гуанидинтиоцианатом в 50 мМ Na-ацетатном 
буфере рН 4,5, и 2 раза –70% этанолом (по 400 мкл 
растворов), высушивали при 75°С и элюировали 
РНК в 100 мкл воды, обработанной DEPC (ди-
этилпирокарбонат) в  течение 10 мин при 75оС. 
Модифицированный метод позволяет получать 
стабильный препарат мРНК, который может со-
храняться в течение нескольких суток, обеспечивая 
возможность провести серию исследований образ-
цов крови пациентов. ОТ-ПЦР в реальном времени 
проводили с использованием набора Power Sybr 
Green RNA-to-Ct 1-Step kit (Applied Biosystems) по 
инструкции производителя. В пробирках для ПЦР 
готовили реакционные смеси для каждой анализи-
руемой мРНК объемом по 20 мкл, содержащие по 
10 пмоль праймеров и 5 мкл элюата РНК, отобран-
ного на магнитном штативе. ОТ-ПЦР проводили 
по программе: 15 мин – при 45оС, 5 мин – при 95оС, 
далее – 40 циклов 20 с при 95оС и 30 с при 60оС на 
детектирующем термоциклере CFX-96 (Bio-Rad). 
Количественный уровень экспрессии изучаемых 
генов определяется по результатам ОТ-ПЦР в ре-
альном времени, выражаемым в величинах поро-
говых циклов (Ct) для каждого образца мРНК, из 
которых затем вычитается величина Ct для кон-
ститутивного гена GADPH, в связи с чем некото-
рые итоговые значения Ct имели отрицательные 
значения.
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Определение концентрации интерлейкина-6 
в сыворотке крови

Этот цитокин участвует в каскаде иммунологи-
ческих реакций по клеточному типу с активацией 
Th1 пути иммунного ответа. Увеличение концен-
трации интерлейкина-6 (ИЛ-6) свидетельствует 
о возможности организма ограничить специфиче-
ское (туберкулезное) воспаление и предотвратить 
распространение инфекции, прогрессирование за-
болевания. Однако этот цитокин участвует и в ак-
тивации иммунной системы при любом вирусном 
заболевании. Для определения концентрации ИЛ-6 
в сыворотке крови использовали наборы реагентов 
«IL-6 Human Elisa Kit, Sigma». Положительными 
при анализе активности воспаления принимались 
результаты более 8 пг/мл (по референтному значе-
нию из инструкции к применению).

Результаты исследований

В образцах крови пациентов из групп ТБ n=8 
и ЛТИ n=91 исследовали уровень антиген-инду-
цированного ИФН-γ с использованием тест-си-
стемы «Тубинферон». Положительные результаты 
специфической индукции ИФН-γ (более 14 пг/мл) 
были отмечены в 95% случаев. Средние уровни ан-
тиген-специфической индукции ИФН-γ в группе 
ТБ и в группе ЛТИ не отличались, составляя 256 ± 
67,7 пг/мл и 251 ± 26,8 пг/мл соответственно. Уро-
вень антител, определяемый по коэффициенту по-
зитивности, не дифференцировал пациентов с ТБ 
и ЛТИ. Для исключения воспалительных измене-
ний у пациентов в момент исследования и опре-
деления активности специфического воспаления 
изучен уровень ИЛ-6. Об активности специфиче-
ских воспалительных изменений свидетельство-
вал его показатель – более 8 пг/мл. По результатам 
исследований ИЛ-6 в группе ТБ положительные 
результаты были у 4/8 (50%) пациентов, а в группе 
ЛТИ – у 32/91 (35,2%).

При повторных КТ ОГК в течении 1 года у 29/32 
(90,6%) пациентов группы ЛТИ были обнаружены 
ранее отсутствовавшие кальцинаты во внутригруд-
ных лимфоузлах (ВГЛУ) или одиночные очаги в ле-
гочной ткани. Ситуация расценена как посттуберку-
лезные изменения и туберкулез легких и назначена 
противотуберкулезная химиотерапия. У всех паци-
ентов группы ТБ и ЛТИ была изучена мРНК-опо-
средованная экспрессия 4-х генов: PDCD1, PDL2, 
BATF 2 и GBP5 (табл. 1). 

По данным, представленным в табл. 1, видно, что 
экспрессия генов PDL2, BATF2 и GBP5 статистиче-
ски значимо отличалась между группами, что может 
использоваться в комплексе с другими методами 
при дифференцировании туберкулеза и ЛТИ. При 

анализе экспрессии гена PDCD1 статистически зна-
чимой разницы между группой ТБ и группой ЛТИ 
не установлено. 

При сопоставлении результатов КТ ОГК с дан-
ными иммунологических и молекулярно-генети-
ческих параметров (одновременное увеличение 
ИФН-γ, ИЛ-6 и PDL2, BATF2 и GBP5) установ-
лено появление кальцинатов и/или одиночных 
очагов в легких у 29/91 (31,9%) пациентов в те-
чении года.

Следовательно, определение ИФН-γ, ИЛ-6 в со-
четании с PDL2, BATF2 и GBP5 выше референсных 
значений среди лиц с положительным кожным те-
стом с АТР позволит сформировать группу наибо-
лее высокого риска развития туберкулеза у паци-
ентов с ЛТИ. 

Заключение

Разработанный нами способ определения суб-
клинических признаков активности туберкулезной 
инфекции у детей и подростков с ЛТИ состоит из 
двух компонентов (иммунологического – концен-
трация ИФН-γ, ИЛ-6 и молекулярно-генетическо-
го – мРНК экспрессия генов PDL2, BATF2 и GBP5). 
Одновременная регистрация уровня ИФН-γ, ИЛ-6 
и мРНК экспрессия генов PDL2, BATF2 и GBP5 
выше референсных значений указывает на высокий 
риск развития туберкулеза. Это было установлено 
у 29/91 (31,9%) пациентов с ЛТИ, у которых в те-
чение 1 года при КТ ОГК обнаружены кальцинаты 
в ВГЛУ или очаги в легких.

Таблица 1. Экспрессия генов, определяемая у пациентов 
изучаемых групп 
Table 1. Gene expression determined in the patients of the studied groups

Ген Группа М* Стандартная 
ошибка p**

PDCD1
ТБ 1,00 0,16

0,91
ЛТИ 1,02 0,07

PDL2
ТБ 1,18 0,22

0,01
ЛТИ 0,33 0,07

BATF2
ТБ 0,89 0,18

0,01
ЛТИ 0,43 0,07

GBP5
ТБ 1,33 0,14

0,005
ЛТИ 0,82 0,12

М* среднее арифметическое порогового цикла (Ct). Ct = Ct 
исследуемого гена – Ct GADPH

p** t-критерии Стьюдента

M* arithmetic mean of the threshold cycle (Ct). Ct = Ct  
of the tested gene – Ct GADPH

p** Student's t-test
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