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Резюме
На основании исследования 93 образцов плевральной жидкости больных туберкулезным и нетуберкулезным плевритом 
оценена репрезентативность базового и стимулированного уровней  специфических (ИФН-γ) и неспецифических  (ИЛ-6) 
биомаркеров в подтверждении туберкулезной этиологии воспаления. Синтез ИФН-γ в об-разцах плеврального выпота и 
периферической крови индуцировали рекомбинантным белком CFP10-ESAT6 в составе отечественного диагностикума 
«дИаСкИНтеСт» по разработанной нами методике (патент рФ № 2664427). концентрации ИФН-γ и ИЛ-6 определяли 
методом иммуноферментного анализа с использованием набора реагентов компании «Вектор-Бест» (россия). 
Показано, что специфическая антигенная стимуляция клеток плеврального экссудата у больных туберкулезным плев-
ритом, в отличие от выпота другой этиологии, сопровождается значительным и статистически высокозначимым ростом 
уровня ИФН-γ, что определяет перспективы ее применения в диагностике туберкулезной этиологии плевральных 
выпотов. Значимых различий базового и стимулированного уровней ИЛ-6 у пациентов с плевритом туберкулезной и 
нетуберкулезной этиологии не выявлено.
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Summary 
 The current study was perfomed to investigate the representativeness of the basic and antigen induced levels of specific (IFN-γ) 
and non-specific (IL-6) biomarkers for the diagnosis of tuberculous pleural effusion.  Ninety-three samples of pleural fluid from 
patient with tuberculosis (TP) and non-tuberculosis (Non-TP) pleurisy were examined. Induction of the synthesis IFN-gamma 
by immunocompetent cells in pleural exudate was carried out by the recombinant protein CFP10-ESAT6 contained in the 
diagnosticum «DIASKINTEST» by our method (Patent RF, № 2664427; 2017). Serum and pleural fluid IFN-γ and IL-6 levels were 
measured by enzyme-linked immunosorbent assay technique (enzyme-am-plified sensitivity immunoassay kits, Vector-Best 
reagent kit (Russia). Our results suggested that introduction of M. tuberculosis antigens into the pleural fluids samples of TP 
group caused a significant increase of the IFN-γ levels compared to basic level, which were not observed in the Non-TP group. 
Detection of IFN-gamma antigen-induced level in pleural fluid is a promising method for the diagnosis of tuberculous pleurisy. 
We found no significant differences in the basic and antigen-induced levels of IL-6 in patients with TP and Non-TP pleurisy.
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Введение
Туберкулез, наряду с пневмонией и онкологически-

ми заболеваниями является одной из основных причин 
плеврального выпота [1, 2, 3], особенно в регионах с вы-
сокой распространенностью туберкулезной инфекции 
[4].

Вследствие олигобацилярности выпота, а также об-

щеизвестных  ограничений в заборе материала для гисто-
логического исследования подтверждение туберкулезной 
этиологии плеврита в рутинной клинической практике 
осуществляется путем исключения основных нозологий  
на основании косвенных диагностических критериев, 
включая результаты пробной терапии. Это определяет 
как длительность и риски ошибок диагностики, так и вы-
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сокую актуальность поиска дополнительных маркеров 
специфической природы плеврита [5].

Среди биомаркеров, ассоциированных с туберку-
лезной этиологией плеврита, в современной литерату-
ре наибольшее внимание уделяется уровню ИФН-γ как 
индикатору специфических иммунных реакций, а также 
ИЛ-6 как наиболее значимому компоненту цитокиновой 
регуляции неспецифического воспалительного каскада. 
Так, Meng Zhang et al 2017, Chen KY et al 2016 выяви-
ли  значимо более высокий уровень ИФН-γ в нативном 
плевральном выпоте больных туберкулезных плевритом 
по сравнению с плевритами иной этиологии [6, 7]. Воз-
можности диагностики туберкулезной природы плеврита 
на основе оценки  базового (неиндуцированного) уровня 
ИФН-γ в экссудате заложены в отечественном диагности-
ческом  наборе «Тубинферон» [8], однако работы, посвя-
щенные исследованию диагностической значимости этой 
методологии, крайне немногочисленны.   Существенно 
большее число исследований посвящено тестам, осно-
ванным на оценке выраженности специфического отве-
та сенсибилизированных иммунокомпетентных клеток 
посредством активации синтеза ИФН-γ под влиянием 
специфической стимуляции. Рекомендованные произво-
дителями инструкции по применению наиболее извест-
ных диагностических тестов QuantiFERON-TB Gold и 
T – SPOT.TB такой возможности не предусматривают, 
однако в зарубежных исследованиях последних лет с ис-
пользованием этих наборов получены весьма обнадежи-
вающие результаты [9 - 13].  

Исследования последних лет, направленные на из-
учение значимости медиаторов цитокинового каскада в 
оценке этиологии плеврита, достаточно противоречивы: 
в частности, Ying Tang  et al 2014, Toossi Z. et al 2011 ука-
зывают на связь высокого уровня ИЛ-6 с туберкулезной 
этиологией процесса, включая пациентов с выраженной 
ВИЧ-индуцированной иммуносупрессией [14, 15], но в 
исследованиях Chen KY et al 2016 у пациентов с плеври-
том туберкулезной и нетуберкулезной этиологии стати-
стически значимых различий по уровню ИЛ 6 в экссудате  
выявлено не было [6].

Цель исследования – оценить диагностическое зна-
чение динамики концентрации ИФН-γ и ИЛ-6 в ответ на 
специфическую антигенную стимуляцию клеток плев-
рального экссудата и периферической крови in vitro у 
пациентов с плевритом туберкулезной и иной этиологии.

Материалы и методы
Материал исследования: 93 образца плеврального 

экссудата, полученного путем плевральной пункции у 
пациентов с экссудативным плевритом туберкулезной 
и иной этиологии, госпитализированных с целью уточ-
нения диагноза в клинику УНИИФ (с 2017 года НМИЦ 
ФПИ) Минздрава России в 2014– 2018 гг. Туберкулез-
ную этиологию плеврита считали подтвержденной при 
выполнении диагностических критериев, предусмо-
тренных федеральными клиническими рекомендация-
ми по диагностике и лечению туберкулезного плеврита 
[16]. 

Плевральная жидкость получена от 38 пациентов с 
доказанной туберкулезной этиологией выпота (туберку-
лезный плеврит, ТП) - основная группа, и 55 пациентов 
с плевритом нетуберкулезной этиологии (НТП) - группа 
сравнения. Основными причинами плеврита в группе 
НТП были: первичные (рак легкого, мезотелиома плев-
ры) и метастатические  (рак молочной железы, кишеч-
ника) опухоли различных гистологических форм - 56,4% 
(31); воспалительный выпот неинфекционного генеза 
как проявление активности диффузных заболеваний со-
единительной ткани и других болезней с аутоиммунным 
механизмом - 23,6% (13); парапневмонический выпот -  
9,1% (5); у 10,9 % (6) пациентов нетуберкулезная природа 
выпота подтверждена многократными отрицательными 
результатами лабораторных тестов, а также  дальнейшим  
наблюдением за течением болезни для исключения вяло-
текущих и атипичных форм ТП. 

Образцы плевральной жидкости пациентов, имею-
щих заболевания, значимо влияющих на параметры им-
мунного статуса: ВИЧ-инфекцию, состояния после луче-
вой терапии, химиотерапии, в исследование не включали.

Синтез ИФН-γ в образцах плеврального выпота и 
периферической крови индуцировали рекомбинантным 
белком CFP10-ESAT6 в составе отечественного диагно-
стикума «ДИАСКИНТЕСТ» по разработанной нами ра-
нее методике (патент РФ «Способ диагностики туберку-
лезной этиологии плеврита» [17]. Концентрацию ИФН-γ 
(пг/мл) и ИЛ-6 (пг/мл) определяли методом иммунофер-
ментного анализа с использованием набора реагентов 
компании «Вектор-Бест» (Россия). 

Предварительная подготовка образцов для опреде-
ления концентрации ИФН-γ проведена по следующему 
алгоритму: образцы плеврального экссудата и перифе-
рической крови объемом по 1 мл смешивали с 0,02 мл, 
0,05 мл и 0,1 мл раствора антигенов, инкубировали 24 ч 
при температуре 37 0C, затем определяли антигенинду-
цированный уровень ИФН-γ: Ag20ИФНγ, Ag50ИФНγ, 
Ag100ИФНγ соответственно.   Нативный образец также 
инкубировали 24 ч при температуре 37 0C и определяли 
базовый уровень ИФН-γ (AgnilИФНγ). 

Предварительная подготовка образцов для опре-
деления концентрации ИЛ-6 проведена следующим об-
разом: периферическую кровь и плевральную жидкость 
объемом по 1 мл смешивали с 0,1 мл раствора антиге-
нов, инкубировали 24 ч при температуре 37,0 0C, за-
тем определяли антигениндуцированный уровень ИЛ-6 
(Ag100ИЛ6); нативные образцы, также инкубировали 24 
ч при температуре 37 0C и определяли базовый уровень 
ИЛ-6 (AgnilИЛ6).

Статистическую обработку данных осуществляли 
с помощью программы Statistica 6.0. Характер распре-
деления данных оценивали по критерию Колмогоро-
ва-Смирнова. Данные представлены в виде медианы с 
указанием первого и третьего квартиля Me (Q1-Q3). Ста-
тистическую значимость различий оценивали по крите-
риям Манна-Уитни и  Вилкоксона. Критический уровень 
значимости при проверке статистических гипотез прини-
мали равным 0,05.



76

фтизиатрия

№08 (163) сентябрь 2018 фтизиатрия

Результаты и обсуждение
Исследование ИФН-γ в образцах периферической 

крови (табл.1) показало следующее:
• статистически значимых различий по базово-

му уровню этого показателя у больных  туберкулезным 
(ТП) и нетуберкулезным (НТП) плевритом не выявлено 
(p>0,05). Медиана концентрация ИФН-γ в образцах со-
ставила 0,0 пг/мл.

• значимой динамики уровня ИФН-γ после спец-
ифической стимуляции образцов также не зарегистриро-
вано (p>0,05). Медиана антиген-индуцированной концен-
трации ИФН-γ, независимо от дозы антигенов, составила 
0,0 пг/мл.

Исследование ИФН-γ в образцах плеврального вы-
пота (табл.2) показало следующее:

• базовый уровень концентрации ИФН-γ в образ-
цах пациентов с туберкулезным плевритом (ТП) значимо 
выше, чем в группе НТП, медиана концентрации соста-
вила 111,9 пг/мл и 0,0 пг/мл (p=0,000000016).

• специфическая стимуляция образцов плевраль-
ного экссудата пациентов группы НТП не сопровожда-
лась значимым изменением концентрации ИФН-γ.

• специфическая стимуляция образцов плев-
рального экссудата пациентов группы ТП с использо-

ванием 0,02 мл, 0,05мл и 0,1 мл раствора антигенов M. 
tuberculosis привела к значимому увеличению концентра-
ции ИФН-γ по сравнению с базовым уровнем в 2,4 раза 
(р=0,0005), 5,2 раза (р=0,003) и 4,2 раза (р=0,00007) соот-
ветственно. 

Исследование ИЛ-6 в образцах периферической 
крови (табл.3) показало следующее:

• медиана базовой концентрация ИЛ-6 в группах 
НТП и ТП значимо не различалась и составила 46,0 пг/мл 
и 35,0 пг/мл соответственно (р=0,4).

• специфическая антигенная стимуляция не при-
вела к значимому изменению уровня ИЛ-6 относительно 
базового в обеих группах больных: медиана антиген-сти-
мулированного уровня ИЛ-6 в группе НТП составила 
27,5 пг/мл, в группе ТП 23,0 пг/мл (р=0,5) (рис.1).

Исследование ИЛ-6 в образцах плевральной жидко-
сти (табл.4) показало следующее:

• медиана базовой концентрации ИЛ-6 в груп-
пе НТП и ТП составила 37360,0 пг/мл и 51136,0 пг/мл 
(р=0,9). 

• внесение антигенов M. tuberculosis в исследуе-
мые образцы не привело к значимому изменению уровня 
ИЛ-6 в обеих наблюдаемых группах: медиана антиген-
стимулированного уровня ИЛ-6 в группе НТП состави-

Таблица 1 . Показатели базовой и антигениндуцированной концентрации ИФН-γ в периферической крови 
пациентов с туберкулезным и нетуберкулезным плевритом

Таблица 2. Показатели базовой и антигениндуцированной концентрации ИФН-γ в плевральной жидкости 
пациентов с туберкулезным и нетуберкулезным плевритом
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ла 35443,7 пг/мл, в группе ТП - 42 170,8 пг/мл (р=0,7) 
(рис.2).

Базовый и антиген-индуцированный уровни ИФН-γ 
в плевральном выпоте у пациентов с туберкулезным плев-
ритом оказались значимо выше, чем в экссудате больных 
плевритом нетуберкулезной этиологии, что указывает 
на ценность исследования данных параметров на этапе 
дифференциальной диагностики. Однако существенно 
более выраженный рост антиген-индуцированного уров-
ня ИФН гамма как проявление эффективной стимуляции 
сенсибилизированных функционально активных клеток 
плеврального экссудата рекомбинантным белком CFP10-
ESAT6 определяют перспективы использования данной 
методологии для подтверждения туберкулезной этиоло-
гии плеврита. 

Сопоставления выраженности различий концен-
трации исследуемых биомаркеров  в крови и экссудате 
свидетельствуют о более высокой диагностической цен-
ности  исследования плеврального экссудата, нежели пе-
риферической крови, при установлении туберкулезной 
этиологии плеврита.

В ходе проведенного исследования, в отличие от 
показателей концентрации ИФН-γ, нам не удалось за-
регистрировать  наличие значимых различий  базового 
уровня ИЛ-6 у пациентов с плевритом туберкулезной и 
нетуберкулезной этиологии как в плевральной жидкости, 
так и периферической крови. Специфическая антигенная 
стимуляция образцов плевральной жидкости и перифери-
ческой крови также не привела к изменению уровня ИЛ-6 
у пациентов с туберкулезным плевритом, а также соотно-
шений величин этого показателя у больных с плевритом 
туберкулезной и иной этиологии.

Заключение
Стимулирование функционально активных кле-

ток плеврального экссудата рекомбинантным белком 
CFP10-ESAT6 в тесте in vitro в широком диапазоне доз в 
образцах пациентов с туберкулезным плевритом сопро-
вождается существенным ростом концентрации ИФН-γ, 
что имеет диагностическое значение, существенно пре-
восходящее исследование базового уровня ИФН-γ, и мо-
жет быть положено в основу нового метода лабораторной 
диагностики туберкулезных плевритов.

Значимых различий базового и стимулированного 
уровней ИЛ-6 у пациентов с плевритом туберкулезной и 
нетуберкулезной этиологии не выявлено.■
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