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Ежегодно число впервые инфицированных микобактериями туберкулеза детей и подростков в России
составляет 1,3% всего детского населения. Внутрикожная проба с туберкулином (проба Манту) остается
основным методом выявления туберкулезной инфекции среди детей и подростков. Однако при массовой
вакцинации и ревакцинации дифференцирование инфекционной от поствакцинной аллергии связано с
серьезными трудностями. Работа представляет результаты применения разработанной авторами рос>
сийской тест>системы для определения туберкулезного инфицирования и дифференцирования его от
поствакцинной БЦЖ>аллергии на основе количественного анализа индукции интерферона γγ в образцах
цельной крови, инкубированных в течение 20–24 ч в присутствии туберкулина PPD и специфического
для микобактерий туберкулеза рекомбинантного антигена ESAT>6. Чувствительность определения ту>
беркулезного инфицирования составляет 94,2% при 100% специфичности.

Ключевые слова: туберкулез, детское население, иммунный ответ, интерферон γ, рекомбинантные
антигены.

Yearly number of children and adolescents in Russia infected by M. tuberculosis for the first time is 1,3% of
children population. Tuberculin skin test (Mantoux test) is the main method of tuberculous infection diagno>
sis in children and adolescents. However differentiation of infection and postvaccinal allergy is rather diffi>
cult because of mass vaccination and revaccination. Authors of present study outworked Russian test>system
for determination of tuberculous contamination and its differentiation from postvaccinal BCG> allergy based
of quantitative analysis of interferon γγ  induction in whole blood specimens incubated during 20–24 h in pres>
ence of PPD tuberculin and recombinant ESAT>6 antigen, specific for M. tuberculosis. Results of this method
usage showed its 94,2% sensitivity and 100% specificity.
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Число детей, впервые инфицированных мико=

бактериями туберкулеза (МБТ), ежегодно состав=

ляет около 1,3 % всего детского населения страны

[1]. Туберкулинодиагностика по=прежнему остает=

ся основным методом раннего выявления туберку=

леза и формирования групп риска по заболеванию

туберкулезом у детей [2]. Инфицированность МБТ

определяется при конверсии («вираже») кожной

туберкулиновой пробы Манту (ПМ) (переход ре=

зультата туберкулинового кожного теста от отри=

цательного к положительному), которая должна

проводиться детям ежегодно. К 14 годам около

30% детского населения (всего 1 млн 300 тыс чел.)

становятся инфицированными МБТ по результа=

там туберкулиновых проб. Однако эффективность

этого метода диагностики первичной туберкулез=

ной инфекции у детей недостаточна в связи с отно=

сительно низкой специфичностью ПМ. На каждые

1000 впервые инфицированных детей и подрост=

ков заболевает туберкулезом 12 детей и 100 подро=

стков, что свидетельствует о поздней диагностике

туберкулеза у части детей (особенно у подрост=



ков), о запоздалом выявлении виража туберкули=

новой пробы [1].

В условиях массовой вакцинации БЦЖ

(92–95% всех новорожденных) и ревакцинации в

дошкольном и препубертатном возрастах доволь=

но сложно достоверно установить уровень инфи=

цированности детей МБТ, отличить поствакцин=

ную аллергию, которая часто сохраняется в тече=

ние ряда лет, от инфекционной.

В связи с этим диагностика туберкулезной ин=

фекции у детей, в том числе дифференцирование

туберкулезного инфицирования детей от поствак=

цинной туберкулиновой аллергии, является од=

ной из наиболее актуальных проблем детской фти=

зиатрии. Для специфической диагностики тубер=

кулезной инфекции у детей, в отсутствие выра=

женных рентгенологических изменений, необхо=

димо использовать новые методы, которые долж=

ны быть неинвазивными и не аллергизирующими.

В последние годы в странах Европы и США

тест=системы QuantiFERON=TB=Gold и Quanti

FERON=TB=Gold In Tube, основанные на измере=

нии иммунного ответа Т=лимфоцитов на микобак=

териальные антигены, выраженного продукцией

интерферона γ (ИФНγ) в 24=часовой культуре цель=

ной крови [3–5], рассматриваются в качестве тес=

тов для определения туберкулезной инфекции. 

В этих тест=системах в качестве индукторов ИФНγ
используются полученные генно=инженерным пу=

тем специфические для МБТ антигены: ESAT=6

(ранний секретируемый антиген), CFP=10 (белок

клеточного фильтрата) и неспецифический стиму=

лятор фитогемагглютинин. Эти антигены отсут=

ствуют у микобактерий вакцинного штамма 

M. bovis (BCG) и большинства нетуберкулезных

микобактерий. В связи со строгой специфич=

ностью рекомбинантных антигенов предваритель=

ная вакцинация БЦЖ не оказывает значительно=

го влияния на результаты индукции ИФНγ in

vitro. Ряд исследователей отмечает важные преи=

мущества этого метода по сравнению с кожной ту=

беркулиновой пробой. 

При использовании рекомбинантных антиге=

нов ESAT=6 и CFP=10 этот тест был положитель=

ным при активной туберкулезной инфекции в

89% случаев, но отрицательным у БЦЖ=вакцини=

рованных с минимальным риском туберкулезного

контакта; специфичность – 98% [ 5].

Основной целью нашей работы явилось изуче=

ние уровня индукции ИФНγ клетками цельной

крови in vitro в присутствии специфического ан=

тигена туберкулезного возбудителя у детей и под=

ростков при первичной туберкулезной инфекции

в сравнении с поствакцинной БЦЖ=аллергией. 

Материалы и методы исследования

Обследованы 148 детей и подростков в возрасте

от 1 до 14 лет, проходивших обследование и лече=

ние в детском противотуберкулезном диспансере 

г. Якутска и НИИ фтизиопульмонологии ММА им.

И.М. Сеченова с установленными диагнозами: кон=

версия («вираж») туберкулиновой пробы – 52 паци=

ента; поствакцинная аллергия – 40 пациентов; ту=

беркулез внутригрудных лимфатических узлов –

25 пациентов. Обследовали также 31 здорового ре=

бенка с отрицательной или сомнительной ПМ.

Поствакцинную аллергию, как и «вираж» туберку=

линовой пробы устанавливали на основании данных о

вакцинации, ревакцинации БЦЖ, динамики ПМ и эпи=

демиологического анализа. Для исследования были с

согласия родителей или при проведении биохимичес=

ких исследований взяты образцы по 3,0 мл крови с гепа=

рином (10 ед/мл). 

Образцы крови были разлиты по 1 мл в 3 различные

маркированные пробирки: контрольная проба без анти=

гена и две опытные пробы, в которые вносили по 10 мкл

туберкулина PPD (сухой очищенный туберкулин произ=

водства С=Петербургского НИИ вакцин и сывороток) и

специфический рекомбинантный антиген ESAT=6, по=

лученный одним из авторов в НИИ эпидемиологии и

микробиологии им. Н.Ф. Гамалея РАМН. Ампулу сухо=

го очищенного туберкулина разводили 0,6 мл дистил=

лированной воды, что соответствовало концентрации по

белку 1 мг/мл. Антиген ESAT=6, массой 32 кДа, полу=

ченный методом генной инженерии, содержал помимо

специфического пептида 6 кДа целлюлозу связываю=

щий домен. Конечная концентрация обоих антигенов

по белку составляла 10 мкг в мл крови. Образцы крови

в стерильных пробирках объемом 5 мл с герметично

закрывающимися крышками инкубировали при 37 0С в

течение 20–24 ч. На следующий день отбирали по 200

мкл образцов плазмы, в которых определяли концент=

рацию ИФНγ с помощью разработанной нами иммуно=

ферментной тест=системы.

Для иммуноферментного анализа использовали два

моноклональных антитела к различных детерминантам

ИФНγ: иммобилизованные в лунках планшета и детек=

тирующие антитела, меченные биотином. ИФНγ, свя=

занный с помощью первых антител, в лунках планшета

выявляли с помощью вторых – биотин=меченных анти=

тел и ферментного коньюгата – стрептадивин=перокси=

дазы. Для определения концентрации ИФНγ в образцах

плазмы строили калибровочную кривую на основании

измерения оптической плотности при 450 нм в лунках

стандартного ИФНγ с двукратным разведением от 280

до 8,75 пг/мл. Чувствительность анализа – 10 пкг/мл.

Для статистической обработки полученных резуль=

татов использовали программу SAS с помощью парамет=

рических и непараметрических методов анализа. Опре=

деляли среднюю величину, стандартное отклонение

(дисперсию), медиану и межквартильный (25–75%)

уровень результатов. Достоверность различий в изучае=

мых группах анализировали по критерию Вилкоксона.

Результаты и их обсуждение

Результаты анализа индукции ИФНγ антиге=

нами МБТ – неспецифическим туберкулином PPD

и специфическим рекомбинантным антигеном
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Группы 

обследованных
Диагноз

Кол=во

лиц

Концентрация ИНФγ, пг/мл

PPD

р

(критерий

Вилкоксона)

ЕSAT=6

р

(критерий

Вилкоксона)

1=я

Туберкулин=

отрицательные

здоровые

31
85

(48–181)
р1–2<0,001 0 (0– 0) р1–2 –н.д.

2=я
Поствакцинная

БЦЖ=аллергия
40

282

(208–440)
р2–3<0,001 0 (0–0) р2–3<0,001

3=я
Конверсия ПМ –

«вираж» 
52

552

(338–862)
р3–6<0,001

351

(152–537)
р3–6<0,001

4=я

Туберкулез

внутригрудных

лимфоузлов

25
624

(323–1033)
р3–4 – н.д.

377

(156–791)
р3–4 – н.д.

Таблица

Индукция ИФНγγ антигенами МБТ в образцах крови детей с поствакцинной аллергией 
и детей с первичной туберкулезной инфекцией

ESAT=6 при обследовании детей с отрицательной

ПМ, поствакцинной аллергией и впервые инфици=

рованных («вираж» ПМ) и туберкулез внутриг=

рудных лимфоузлов представлены в таблице.

Индукция ИФНγ туберкулином PPD у детей с

конверсией («вираж») туберкулиновой пробы зна=

чительно выше (р<0,001), чем у детей с поствак=

цинной БЦЖ=аллергией. Однако в связи с боль=

шой вариабельностью получаемых результатов

при использовании туберкулина PPD дифферен=

цировать конверсию туберкулиновой пробы, т.е.

первичное тубинфицирование, от поствакцинной

БЦЖ аллергии невозможно.

При использовании специфического рекомби=

нантного антигена ESAT=6 различия в индукции

ИФНγ у пациентов с конверсией ПМ и у детей с

поствакцинной аллергией не только резко отлича=

ются, но и пригодны для индивидуального диффе=

ренцирования. Для индивидуальной оценки нали=

чия туберкулезного инфицирования был принят

пороговый критерий уровня индукции ИФНγ бо=

лее 70 пг/мл. Из 40 детей с клинически установ=

ленной поствакцинной аллергией все результаты

индукции ИФНγ были ниже 70 пг/мл. При «вира=

же» туберкулиновой пробы из 52 обследованных

детей лишь в 3 случаях уровень индукции ИФНγ
был ниже порогового критерия. У детей с туберку=

лезом внутригрудных лимфоузлов, который рас=

сматривается как первичная туберкулезная ин=

фекция, индукция ИФНγ как с туберкулином

PPD, так и с использованием специфического

ESAT=6 не отличалась от результатов индукции

ИФНγ у детей с конверсией ПМ. 

При статистическом анализе зависимости

между величиной индукции ИФНγ и размером

ПМ у 50 впервые инфицированных детей коэффи=

циент корреляции был низким – 0,3. 

Однако при сравнении двух групп детей с раз=

мером папулы 5–9 мм (n=15) и 10–16 мм (n=35),

различия в уровнях индукции ИФНγ (средние ве=

личины ± стандартное отклонение) для этих

групп при использовании специфического реком=

бинантного антигена ESAT=6 были значимыми,

составляя 254±228 и 446±314 пг/мл соответствен=

но; р=0,02. В то же время различия в этих группах

при использовании для индукции ИФНγ туберку=

лина PPD не были значимыми. 

Методы анализа индукции ИФНγ антигенами

МБТ, обозначаемые в англоязычной литературе

аббревиатурой IGRA (interferon gamma release

assay) и наборы реагентов QuantiFERON=TB=Gold

[3, 5–8] и  T=SPOT.TB [8], в которых используются

рекомбинантные антигены  ESAT=6 и CFP=10, яв=

ляются  предметом значительного числа исследо=

ваний, посвященных в основном определению ла=

тентной туберкулезной инфекции. В этих исследо=

ваниях и при сравнении кожного туберкулиново=

го теста даже при использовании в качестве поло=

жительного результата пробы с 10 мм были полу=

чены результаты, демонстрирующие намного бо=

лее высокую специфичность метода индукции

ИФНγ с использованием специфичных для МБТ

антигенов по сравнению с кожным тестом. При

проведении исследования индукции ИФНγ реком=

бинантными специфическими антигенами у

школьников с положительным кожным тестом

лишь 9% из них имели положительный результат

в тесте с индукцией ИФНγ, но именно в этой груп=

пе была отмечена вероятность контактов с боль=

ными туберкулезом. Основная часть положитель=

ных реакций на туберкулин у школьников, по

данным авторов из Норвегии, где заболеваемость

туберкулезом низкая, связана с вакцинацией

БЦЖ [7]. 

Большой интерес представляет эта технология

для диагностики туберкулеза у детей, в частности,

для более точного анализа вспышки туберкулез=

ной инфекции в школьном коллективе [9, 10], а

также для диагностики перинатального туберкуле=

за [11]. Альтернативная тест=система T=SPOT.TB,



основанная на измерении количества Т=лимфоци=

тов, продуцирующих ИФНγ после индукции спе=

цифическими антигенами, по данным ряда авто=

ров, является несколько более чувствительной, но

менее специфичной [8]. 

Большинство исследователей отмечает следу=

ющие преимущества метода индукции ИФНγ в об=

разцах цельной крови с использованием специфи=

ческих антигенов по сравнению с традиционным

кожным туберкулиновым тестом: 1) метод не свя=

зан с введением биологического материала в орга=

низм ребенка и не приводит к дополнительной

сенсибилизации; 2) новый тест может повторно

проводиться в короткие промежутки времени; 3)

не требует повторного посещения пациентом ме=

дицинского учреждения; 4) является существенно

более объективным в методическом отношении.

В разработанной нами тест=системе, в отличие

от тест=системы QuantiFERON=TB=Gold, в которой

для положительного контроля индукции ИФНγ
используют неспецифический стимулятор фитоге=

магглютинин, в соответствующих тестовых инку=

бационных пробирках используется туберкулин

PPD и специфический рекомбинантный антиген.

Такое решение обусловлено тем, что в связи с все=

общим вакцинированием БЦЖ в нашей стране

применение туберкулина может служить в качест=

ве положительного контроля, а также быть допол=

нительным критерием определения поствакцин=

ной БЦЖ=аллергии.

Выводы

1. Метод количественного определения индук=

ции ИФНγ в образцах цельной крови in vitro при

использовании специфического рекомбинантного

антигена ESAT=6 позволяет определить первичное

туберкулезное инфицирование у детей и подрост=

ков с чувствительностью 94,2% и дифференциро=

вать его от поствакцинной БЦЖ=аллергии с высо=

кой специфичностью. Отрицательный уровень ин=

дукции ИФНγ с антигеном ESAT=6 при положи=

тельной индукции с туберкулином PPD подтверж=

дает поствакцинную БЦЖ=аллергию.

2. Величина индукции ИФНγ в образцах цель=

ной крови с антигеном ESAT=6 у впервые инфици=

рованных детей с размером папулы туберкулино=

вой пробы 10–16 мм значимо выше, чем у детей с

величиной кожной пробы 6–9 мм. 
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