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Методы иммунодиагностики приме-
няются во фтизиатрии с целью диа-
гностики и дифференциальной диа-
гностики туберкулеза, для уточнения 
активности туберкулезного процесса, 
для разграничения инфекционной и 
поствакцинальной аллергии, для кон-
троля за эффективностью лечения и 
определения прогноза заболевания. 

Значение   ФНО-α  в реализации 
противотуберкулезного иммунитета 
наглядно демонстрируется реакти-
вацией туберкулезной инфекции при 
лечении больных ревматоидным ар-
тритом с помощью гуманизирован-
ных моноклональных антител – ин-
фликсимаб (коммерческое название 
– ремикейд) [8]. ФНО  ответственнен 
за образование и поддержание струк-
туры  гранулемы, ограничивающей 
распространение туберкулезной ин-
фекции [9]. Однако механизм участия 
ФНО-α в антимикобактериальной ре-
зистентности, очевидно, существенно 

сложнее.  Было показано, что Т-клет-
ки-эффекторы CD8+CD45RA+, обес-
печивающие с помощью гранулизина 
лизис макрофагов, инфицированных 
микобактериями, несут на клеточной 
мембране молекулы  ФНО-α. В связи 
с этим антитела к ФНО-α при участии 
комплемента лизируют эти клетки и 
блокируют антимикобактериальный 
эффект [1]. Уровни антиген-индуциро-
ванного ФНО-α, в отличие от индуци-
рованного ИФН-γ, не угнетаются при 
распространенных процессах туберку-
леза легких [5], но  индуцируются при 
активной туберкулезной инфекции в 
более высоких концентрациях, чем 
при латентной инфекции [6]. 

Цель исследования – анализ анти-
ген-индуцированной продукции ФНО-α 
в образцах цельной крови при различ-
ных формах и стадиях туберкулезной 
инфекции.

Материалы и методы. Изучены 
следующие группы пациентов (46 чел) 
подросткового (14-17 лет) возраста: 
впервые инфицированные МБТ («ви-
раж» туберкулиновой пробы) – 8 чел., 
ранее инфицированные МБТ, не бо-
лее 2 лет, подростки с положительной 
пробой Манту – 10, больные активным 
туберкулезом легких – 20,  пациенты с 
ограниченными формами туберкулеза 
в фазе уплотнения и кальцинации – 8 
чел.

Определение антиген-индуциро-
ванной продукции ФНО-α.

Изучали образцы цельной крови по 
3,5 мл с гепарином (20 ед/мл), которые 

разливали в 3 пробирки (стерильные 
криопробирки объемом 5 мл с завин-
чивающимися крышками) по 1 мл, из 
которых одна была контрольной, во 
2-ю  и 3-ю пробирки заранее вносили 
по 10 мкл антигенов туберкулина PPD 
и смесь рекомбинантных антигенов 
ESAT-6 и CFP-10 соответственно. Каж-
дый из антигенов вносили в дозе 10 
мкг (по белку). Специфические реком-
бинантные пептиды, связанные с цел-
люлозо-связывающим доменом, со-
ставляли около 20% суммарной массы 
вносимых антигенов.

Для количественного определе-
ния ФНО-α  в образцах надосадоч-
ной плазмы после инкубации цельной 
крови была разработана  иммуно-
ферментная тест-система. В качест-
ве сорбирующего реагента в лунках 
полистиролового иммунологического 
планшета использовали поликлональ-
ные кроличьи антитела, полученные 
после 5–кратной (каждые две недели) 
иммунизации кроликов рекомбинант-
ным ФНО-α человека. Препарат  IgG 
кролика получали с помощью аффин-
ной хроматографии на колонке Protein 
A Sepharose FF. Титры антител против 
ФНО-α в прямом ИФА  были не менее 
1:200 000. В качестве детектирующих 
антител использовали моноклональ-
ные антитела F10 против  ФНО-α  [2], 
очищенные на Protein A Sepharose FF 
и меченые биотином. Выявление про-
водили при помощи стрептоавидин-пе-
роксидазы фирмы Sigma. В качестве 
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субстрата для пероксидазы применя-
ли ортофенилендиамин (ОФД).  

Калибровочная кривая  строилась 
путем последовательных двукратных 
разведений с использованием концен-
траций стандартного рекомбинантного 
ФНО-α от 23,2 нг/мл до 0,05 нг/мл. Для 
анализа в лунки планшета в повторах 
наносили по 50 мкл жидкости для раз-
ведения образцов и по 50 мкл изучае-
мых образцов плазмы. 

Учет реакции проводили количест-
венно с помощью иммуноферментного 
анализатора «Пикон» (Россия). 

Чувствительность анализа со-
ставляла 0,09 нг/мл. Уровень опре-
деляемых значений ФНО-α во всех  
антиген-индуцированных образцах 
существенно превышал уровень чувс-
твительности тест-системы.

Статистические оценки межгруппо-
вых различий проводили с помощью 
программы SPSS с использованием 
параметрического t – критерия Стью-
дента и непараметрического критерия 
Вилкоксона.

Результаты и их обсуждение.  Ре-
зультаты исследований антиген-инду-
цированной продукции  ФНО-α у  46 
пациентов подросткового возраста 
представлены в таблице. 

В соответствии с полученными дан-
ными у подростков, впервые инфици-
рованных МБТ с предполагавшейся 
первичной туберкулезной инфекцией, 
уровень концентраций  ФНО-α, инду-
цированного туберкулином PPD, был 
достоверно выше, чем у ранее ин-
фицированных или эффективно про-
леченных пациентов с относительно 
небольшими формами туберкулеза 
(первичный туберкулезный комплекс, 
инфильтративный туберкулез легких, 
ограниченный в пределах одного сег-
мента, в фазе уплотнения). Подобные 
результаты для сравниваемых форм 
туберкулезной инфекции наблюдают-
ся и при индукции ФНО-α смесью анти-
генов ESAT-6 и CFP-10, однако в этих 
опытах было установлено, что уровень 
индукции ФНО-α у больных активным 
туберкулезом легких существенно пре-
вышает (6,2 ± 0,6 нг/мл) уровень инду-
цированного ФНО-α в группе впервые 
инфицированных - 3,0 ± 0,3 нг/мл.

Представленные данные свиде-
тельствуют о том, что уровень анти-
ген-индуцированной продукции ФНО-α 
отражает степень активности тубер-
кулезной инфекции. Очень высокий 
уровень индуцированного ФНО-α на-
блюдался у пациентов с фиброзно-
кавернозным туберкулезом легких 
- 14,1 нг/мл, а также при инфильтра-
тивном туберкулезе в сочетании с экс-

судативным плевритом – 9,13 нг/мл. 
У пациента А. с инфильтративным ту-
беркулезом легких с сопутствующим 
ревматоидным артритом, получавшего 
препарат ремикейд (инфликсимаб), 
содержащий специфические антитела 
к ФНО-α, индукция ФНО-α антигенами 
PPD и смесью ESAT-6 и CFP-10 все 
же наблюдалась, однако была низкой: 
0,25 и 0,6 нг/мл соответственно.

Возможность дифференцирования 
латентной инфекции от активной на 
основании индукции ФНО-α c исполь-
зованием в качестве индуктора тубер-
кулина  PPD впервые была показана 
Stern J.N. и соавторами [6].

Полученные нами данные о значи-
тельных различиях между пациентами 
с неактивными формами туберкулеза 
и больными с активным туберкулез-
ным процессом  коррелируют также с 
недавно опубликованными результа-
тами исследований нескольких авто-
ров [3-7]  о различиях между активной 
и латентной туберкулезной инфекцией 
и об уменьшении уровня антиген-ин-
дуцированной продукции ФНО-α при 
эффективном лечении и снижении 
микобактериовыделения. Очевидно, 
что иммунологический мониторинг как  
анализ специфического иммунного от-
вета в течение заболевания и лечения 
туберкулеза, проводимый на основе 
системы исследования антиген-инду-
цированной продукции различных ци-
токинов,   может дать важные характе-
ристики для оценки течения процесса 
и его прогноза.

Обращает на себя внимание, что 
уровень антиген-индуцированного 
ФНО-α у больных, прошедших основ-
ной курс лечения, остается высоким, 
а у нескольких больных с большими 
остаточными изменениями этот по-
казатель был относительно выше ос-
тальных в группе с неактивным тубер-
кулезом.

Следует также отметить, что необ-
ходимость слежения за  возможной ак-
тивизацией туберкулезной инфекции у 
пациентов с посттуберкулезными из-
менениями в легких, инфицированных 
ВИЧ, также требует развития анало-

гичного нового лабораторного метода, 
пригодного для широкого применения 
в клинической практике. В этом плане 
перспектива применения технологии 
Luminex как автоматизированной тех-
нологии для определения цитокинов, 
в том числе ФНО-α, в антиген-индуци-
рованных образцах крови существен-
но увеличит и уточнит эффективность 
применения этого подхода для контро-
ля за туберкулезной инфекцией.

Выводы. Полученные результа-
ты свидетельствуют о возможности 
использования метода определения 
антиген-специфической индукции 
фактора некроза опухоли в образцах 
цельной крови ex vivo в диагностике 
туберкулезной инфекции:

-  для дифференцирования активной 
и латентной туберкулезной инфекции; 

- для иммунологической оценки  из-
леченности туберкулезного процесса;

- для дифференциальной диагнос-
тики туберкулеза  и неспецифических 
заболеваний легких. 
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Индукция ФНО-α в образцах цельной крови, инкубированных с антигенами МБТ                    

Группа пациентов
ФНО-α, нг/мл

Туберку-
лин PPD р Смесь антигенов:

ESAT-6 и CFP-10 р

Впервые инфицированные МБТ n=8 3,8 ± 0,6 р1-2<0,01 3,0 ± 0,3 р1-4<0,01
Ранее инфицированные МБТ n=10 0,8 ± 0,2 1,4 ± 0,2 р1-2<0,01

Активный туберкулез легких n=20 3,85 ± 0,6 р3-4<0,05 6,2 ± 0,6 р1-3<0,01
р3-4<0,001

Малые формы в фазе уплотнения и
кальцинации n=8

1,45 ± 
0,28 р2- 4<0,05 2,2± 0,3 р2-4=0,02
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Несмотря на успехи и достижения 
современной медицины, спаечная 
болезнь в настоящее время остается 
одной из нерешенных и актуальных 
проблем хирургии. Частота заболева-
ния, трудности своевременного рас-
познавания, отсутствие четких крите-
риев лечебной тактики и во многом 
неудовлетворительные исходы делают 
проблему спаечного синдрома посто-
янно актуальной [2,6-9]. За последние 
десятилетия предложено множество 
способов диагностики спаечной болез-
ни, однако все эти методы являются 
относительными и направлены в ос-
новном на распознание, а не на про-
гнозирование  патологии, что не дает 
возможности хирургу с большей насто-
роженностью проводить мероприятия 
по профилактике спайкообразования в 
брюшной полости в раннем послеопе-
рационном периоде.   

В последнее время при изучении 
патогенеза развития внутрибрюшин-
ных спаек  выявлено, что фибриллоге-
нез соединительной ткани в основном 
определяется генетически детермини-
рованным полиморфизмом по фено-
типу N-ацетилтрансферазы, которая 

переносит ацетильную группу с моле-
кулы ацетилэнзима на первичную ами-
ногруппу различных субстратов, в том 
числе глюкозамина и галактозамина, 
ее основная функция — ацетилирова-
ние продуктов метаболизма.

N-ацетилтрансфераза является 
конституциональным ферментом, по 
активности которого в организме люди 
делятся на 2 группы: с фенотипом быс-
трого и медленного ацетилирования.

Клеточные и волоконные элемен-
ты соединительной ткани погружены 
в основное внеклеточное вещество 
— протеогликаны, метаболизм кото-
рых определяется ферментом N-аце-
тилтрансферазой. Исследователями 
Гладких С.П. [1], Магалашвили Р.Д. [3] 
доказано, что у людей с фенотипом 
быстрого ацетилирования биосинтез 
внеклеточного компонента соедини-
тельной ткани превалирует над ее 
катаболизмом, т.е. процесс образо-
вания спаечных сращений превали-
рует над процессом их лизиса. При 
нанесении таким больным травмы в 
брюшной полости развивается выра-
женный спаечный перивисцерит. И, 
наоборот, у людей с фенотипом мед-
ленного ацетилирования замедлен 
биосинтез внеклеточного компонента 
соединительной ткани по сравнению с 
ее катаболизмом. У этих больных спа-
ечный процесс (даже при повторных 
травмах) незначительный или вовсе 
отсутствует [2,3]. Таким образом, авто-
рами Гладких С.П. [1], Подымовым В.К. 

[5] определено, что одной из причиной 
повышенной склонности к спайкооб-
разованию является ацетилирующая 
активность организма; повреждение 
брюшины, операция, воспаление явля-
ются неспецифическим разрешающим 
фактором, “пусковым механизмом” 
чрезмерного биосинтеза внеклеточно-
го компонента соединительной ткани. 
Учитывая результаты этих исследова-
ний, можно с большой вероятностью 
предположить, что спаечный пере-
весцерит в брюшной полости являет-
ся самостоятельным заболеванием, 
генетически детерминированным кон-
ституциональным ферментом N-аце-
тилтрансферазой, и ключевая роль в 
аномальном развитии соединительной 
ткани в брюшной полости принадле-
жит этому ферменту.

Целью нашего исследования яви-
лось выявление у оперированных 
больных корреляции активности N-
ацетилтрансферазы в зависимости от 
травматичности операции и выражен-
ности спаечного процесса в брюшной 
полости в раннем послеоперационном 
периоде. 

Материалы и методы исследова-
ния. Исследование проводилось на 
23 пациентах, поступивших в хирур-
гическое отделение МУЗ ГКБ г. Благо-
вещенска на плановые оперативные 
вмешательства. Возраст больных ко-
лебался от 31 до 72 лет. Женщин было 
14 (60,86%), мужчин – 9 (39,14 %).

В 65,21% случаев у больных в анам-

А.Н. Бадасян, А.А. Сысолятин, М.А. Штарберг, А.А. Сергиевич
ПЕРСПЕКТИВА ПРОГНОЗИРОВАНИЯ 
СТЕПЕНИ СПАЙКООБРАЗОВАНИЯ 
У БОЛЬНЫХ ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ 
НА ОРГАНАХ БРЮШНОЙ ПОЛОСТИ

Представлены диагностические возможности N- ацетилтрансферазы при прогнозировании степени возможного спайкообразования в 
брюшной полости в раннем послеоперационном периоде. Установлено, что в послеоперационном периоде происходит повышение уров-
ня  N-ацетилтрансферазы у больных в моче по сравнению с дооперационным периодом. Особенно выражена разница между уровнями 
фермента у больных, где оперативное лечение сопровождалась наибольшим травматизмом. 

Ключевые слова: прогнозирование, N – ацетилтрансфераза, спайкообразование.

diagnostic capability of N-acetyltransferase in prognosing the extent of possible adhesions in the abdominal cavity in the early postoperative 
period is presented. It was established that in the postoperative period the level of N-acetyltransferase was increased in the urine of patients 
compared with the preoperative period. The difference between levels of enzyme in patients where operative treatment was accompanied by the 
greatest injury is especially expressed.

Keywords: forecasting, N-acetyltransferase, adhesion formation.
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