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Резюме
Сохраняющаяся напряженность эпидемической си-
туации по туберкулезу и ограниченная информатив-
ность стандартных методов диагностики латентной 
туберкулезной инфекции диктуют необходимость 
поиска методов, позволяющих с высокой вероятно-
стью оценить риск перехода латентной инфекции в 
локальные формы. Цель исследования: охарактери-
зовать способность нейтрофилов к формированию 
нейтрофильных внеклеточных ловушек у детей в ран-
нем периоде первичной туберкулезной инфекции с 
положительной и отрицательной реакцией на аллер-
ген туберкулезный рекомбинантный (АТР). Материа-
лы и методы исследования. С помощью авторской 
методики (патент на изобретение №  2768152 C1 от 
06.10.2021) изучена нетозоформирующая функция 
нейтрофилов у 60 детей в раннем периоде первич-
ной туберкулезной инфекции, разделенных на груп-
пы: 30  пациентов с отрицательными реакциями на 

АТР, 30 — с положительными реакциями на АТР. Кон-
троль составили 30 здоровых добровольцев, не ин-
фицированных микобактериями туберкулеза (МБТ). 
Результаты исследования. У детей, имеющих поло-
жительную реакцию на АТР, наблюдается уменьшение 
удельного веса всех типов активированных нейтро-
филов в сравнении с детьми с отрицательной реак-
цией на АТР: гипоактивированных нейтрофилов — до 
1,4% против 7%, активированных нейтрофилов — до 
0,8% против 10,2%, клеток раннего нетоза  — 2,9% 
против 10,0% (p<0,05), более высокая интенсивность 
формирования всех типов внеклеточных нейтрофиль-
ных ловушек: облаковидных — 9,0 против 4,2%, ните-
видных — 28,8% против 17,8% (p<0,05). Заключение. 
Таким образом, у детей в раннем периоде первичной 
туберкулезной инфекции, имеющих положительные 
реакции на пробу с аллергеном туберкулезным ре-
комбинантным, определены функциональные осо-
бенности нейтрофилов, заключающиеся в высокой 
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интенсивности формирования всех типов внекле-
точных нейтрофильных ловушек на фоне истощения 
пула активированных клеток без изменения функцио-
нальной состоятельности сформированных ловушек. 
Полученные данные открывают перспективы для вы-
явления и последующей коррекции выявленных им-
мунологических сдвигов в РППТИ.

Ключевые слова: туберкулезная инфекция, дети, не-
тоз, нейтрофильные внеклеточные ловушки

Summary
The continuing tension of the tuberculosis epidemic 
situation and the limited information on standard 
diagnostic methods for latent tuberculosis infection 
dictate the need to search for methods that allow us to 
assess with a high level of probability the risk of latent 
infection transitioning to local forms. The aim: To 
highlight the features of the NETosis-forming function 
of neutrophils in children in the early period of primary 
tuberculosis infection with a positive reaction to the ATR. 
Materials and methods. Using the author’s technique 
(patent for invention No. 2768152 C1 dated 06.10.2021), 
the NETosis-forming function of neutrophils was studied 
in 60 children in the early period of primary tuberculosis 
infection, divided into 3 groups: 30 patients with 

negative reactions to ATR, 30 with positive reactions to 
ATR. The control consisted of 30 healthy volunteers not 
infected with M. tuberculosis. Results. In children with a 
positive reaction to ATR, a decrease in the proportion of 
all types of activated neutrophils is observed compared to 
children with a negative reaction to ATR: hypoactivated 
neutrophils  — up to 1.4% versus 7%, activated 
neutrophils  — up to 0.8% versus 10.2%, early NETosis 
cells — 2.9% versus 10.0% (p<0.05), a higher intensity of 
formation of all types of extracellular neutrophil traps: 
cloud-like  — 9.0 versus 4.2%, filiform  — 28.8% versus 
17.8% (p<0.05). Conclusion. In the early period of primary 
tuberculosis infection, in children with positive reactions 
to the test with recombinant tuberculosis allergen 
features of the neutrophil NETosis-forming function are 
determined, consisting in high intensity of formation 
of all types of extracellular neutrophil traps against the 
background of depletion of the pool of activated cells 
and lower functional viability of the formed traps. The 
obtained results open opportunities for developing 
methods for drug correction of the identified disorders to 
prevent the development of local forms of tuberculosis in 
children with latent tuberculosis infection.

Keywords: tuberculosis infection, children, NETosis, 
neutrophil extracellular traps

Введение

Современная эпидемическая обстановка по ту-
беркулезу в России характеризуется стойким сни-
жением заболеваемости и смертности на фоне ста-
бильно высоких показателей распространенности 
случаев заболевания, сопровождающихся выделени-
ем возбудителя с множественной и широкой лекар-
ственной устойчивостью [1]. В этих условиях возрас-
тает актуальность раннего выявления туберкулезной 
инфекции у детей и подростков и своевременного 
проведения профилактических мероприятий для 
предупреждения развития локальной формы болез-
ни [2, 3]. Туберкулезная инфекция у детей, согласно 
общепринятому мнению, подразделяется на латент-
ную инфекцию без симптомов (ЛТИ) и туберкулез с 
клиническими проявлениями [2, 4, 5].

Существующие формы статистической отчетности 
не позволяют достоверно оценить распространен-
ность ЛТИ и эффективность профилактических меро-
приятий как у взрослых, так и у детей. Исследование 
распространенности ЛТИ в Сибирском федеральном 
округе (СФО) и Дальневосточном федеральном округе 
(ДФО) показало, что у детей в возрасте 0–17 лет ЛТИ в 
СФО составляла 1,9%, в ДФО — 2,2%, варьируя от 0,4 
до 31,3% в различных регионах [6].

Глобальная распространенность ЛТИ на основе ре-
зультатов IGRA-тестов и туберкулиновой кожной про-
бы (с размером папулы более 10 мм) составила 24,8% 
(95% ДИ 19,7–30,0%) и 21,2% (95% ДИ 17,9–24,4%) соот-
ветственно [7, 8].

В настоящее время в России для выявления тубер-
кулезной инфекции у детей применяется проба Манту 
с 2 ТЕ ППД-Л до 7-летнего возраста включительно и 
далее — пробу с АТР [2]. Пробе с АТР свойственна вы-
сокая специфичность (отрицательные реакции у детей 
после вакцинации БЦЖ регистрируют в 100% случаев, 
при нетуберкулезных поражениях легких у  взрос-
лых — в 94,6%, у детей — в 100%, у пациентов с не-
туберкулезными процессами внелегочной локализа-
ции — в 98,5%, клиническом излечении внелегочного 
туберкулеза  — в 100% случаев) и чувствительность 
(при активном туберкулезе органов дыхания у детей 
положительные реакции на пробу выявляют в 97,8% 
случаев, у взрослых — в 84,2%, при внелегочном ту-
беркулезе у взрослых — в 89,7% случаев) [2]. Т.Е. Тюль-
кова и соавт. (2018) показали эффективность исполь-
зования T-SPOT-TB теста в определении показаний к 
проведению превентивной химиотерапии, поскольку 
этот тест позволяет уточнить тактику ведения паци-
ента, имеющего положительные и гиперергические 
реакции на АТР. Положительный результат теста, 
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по мнению авторов, является подтверждением истин-
ной ЛТИ у ребенка и является показанием для прове-
дения превентивной химиотерапии [9]. В связи с этим 
представляется актуальным поиск альтернативных 
методов, позволяющих оценить риск развития актив-
ного туберкулеза у детей с ЛТИ и обосновать выбор 
препарата для медикаментозной иммунокоррекции на 
основе оценки нетозоформирующей функции нейтро-
филов (наиболее обширной популяции иммунокомпе-
тентных клеток), которая при активном туберкулезе и 
ЛТИ изучена недостаточно [10].

Цель работы
Охарактеризовать способность нейтрофилов к фор-

мированию нейтрофильных внеклеточных ловушек 
у детей в раннем периоде первичной туберкулезной 
инфекции с положительной и отрицательной реакцией 
на аллерген туберкулезный рекомбинантный.

Материалы и методы исследования

Критериями включения в исследование были: 
установленный диагноз раннего периода первичной 
туберкулезной инфекции, отсутствие клинических/
рентгенологических проявлений локальной формы 
туберкулеза, наличие информированного согласия 
законного представителя ребенка на участие в иссле-
довании, критериями исключения являлись: наличие 
локальной формы туберкулеза, отсутствие информи-
рованного согласия законного представителя ребенка, 
наличие хронических заболеваний (сахарный диабет, 
ВИЧ-инфекция, вирусный гепатит и др.), перенесенное 
менее месяца назад острое респираторное заболева-
ние, вакцинация/ревакцинация, проведенная менее 
чем за 4 нед до включения в исследование. 

В исследование включены 60 детей в раннем пе-
риоде первичной туберкулезной инфекции, разде-
ленных на две группы: 1-ю группу составили 30 детей 
в раннем периоде первичной туберкулезной ин-
фекции (РППТИ) с положительной реакцией на АТР, 
2-ю  группу  — 30 детей в РППТИ, имеющих отрица-
тельную реакцию на АТР. В контрольную группу вклю-
чили 30 детей, не инфицированных МБТ (имеющих по 
результатам анализа медицинской документации от-
рицательную реакцию на пробу Манту с 2 ТЕ ППД-Л). 
Все дети, включенные в исследование, были привиты 
вакциной БЦЖ при рождении. Средний возраст детей 
в группах составил соответственно: 6,1 (5,0; 7,0); 5,6 
(5,0; 6,0); 5,5 (4,0; 7,0) лет (Н=4,38; р=0,112). В 1-й группе 
лиц мужского пола было 20 (%), женского — 10 (%), 
во 2-й группе — 12 (%) и 18 (%), в группе контроля — 
16 (%) и 14 (%). Статистических различий в соотноше-
нии лиц мужского и женского пола в группах не выяв-
лено (χ2=4,286; р=0,117).

Для оценки нетозоформирующей функции нейтро-
филов использовали авторскую методику, разработан-
ную Д.Г. Новиковым и соавт. (2021) [11]. Исследовали 
изолированную фракцию нейтрофилов с концентра-
цией 5000 клеток/мкл, полученную не позднее 30 мин 
с момента взятия образца из пробы гепаринизиро-
ванной венозной крови. Для стимуляции нетоза ис-
пользовали неспецифический антигенный стимуля-
тор  — комбинированный пробиотик (смесь L. reutri, 
L. acidophilius, L. rhamnosis и Bifidumbacterium longum). 
Образец фракции нейтрофилов смешивали с пробио-
тиком в соотношении 10:1 при температуре 37,0  °С 
в течение 30 мин. Контроль составляли 10 объемных 
единиц нейтрофилов с 1 объемом 0,9% раствора на-
трия хлорида, которые инкубировали при тех же тем-
пературных условиях в течение 30 мин. После воз-
действия стимулятора нетоза образцы инкубировали 
с моноклональными антителами к CD15, меченными 
FITC, и  окрашивали раствором ДНК-интеркалирую-
щего красителя йодида пропидия. С помощью люми-
несцентной микроскопии в препарате «раздавленная 
капля» подсчитывали доли (%) интактных нейтрофиль-
ных лейкоцитов, лейкоцитов на определенных стадиях 
активации и разных форм нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек (НВЛ) или гранулоцитов (не включивших-
ся в этот процесс). В препарате в соответствии с мето-
дикой определяли следующие объекты: нейтрофилы 
интактные, гипоактивированные, активированные, 
гиперактивированные нейтрофилы, клетки раннего 
нетоза — гиперактивированные нейтрофилы, имею-
щие начальные признаки нетоза, облаковидные и ни-
тевидные НВЛ (рисунок). Рассчитывали коэффициент 
захвата НВЛ — отношение общего числа фиксирован-
ных в НВЛ бактерий, входящих в состав стимулятора 
нетоза — пробиотика, к суммарному количеству НВЛ 
(облаковидных и нитевидных), обнаруженных в иссле-
дованном препарате [11, 12].

Протокол исследования, выполняемого в рамках Го-
сударственного задания Минздрава России на 2024 год 
(№ 056-00066-24-00 от 28.12.2023) по теме НИР «Техно-
логии пациентоориентированного ведения больных 
различных возрастных групп детей и взрослых с ла-
тентной туберкулезной инфекцией, лекарственно чув-
ствительным и лекарственно устойчивым туберкуле-
зом с различным индексом коморбидности на основе 
углуб ленной оценки функциональных характеристик 
нейтрофильных лейкоцитов и подбора адъювантов 
химиотерапии», № ГР 124021500060-1 от 15.02.2024 
одобрен Локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО 
«Омский государственный медицинский университет» 
Минздрава России (протокол № 16 от 28.12.2023).

Статистическую обработку результатов иссле-
дования осуществляли с помощью пакета программ 
STATISTICA 12.0. Анализу данных предшествовало 
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Рисунок. Примеры обнаруживаемых в микропрепарате облаковидных (а–в) и нитевидных (г–е) нейтрофильных внеклеточных ловушек. 
Люминесцентная микроскопия, ×1000

 определение характера распределения величин коли-
чественных переменных с использованием теста Ша-
пиро–Уилка. Величины количественных переменных 
представлены в виде: Ме (Q25%; Q75%). Различия коли-
чественных переменных в двух независимых группах 
определяли с помощью U-критерия Манна–Уитни, в 
трех группах — посредством расчета критерия Кра-

скела–Уоллеса. Различия считали достоверными при 
p<0,05.

Результаты и их обсуждение

Процент нейтрофилов, находящихся на разной 
степени активации, НВЛ и величина коэффициента 
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захвата НВЛ после стимуляции фракций нейтрофилов 
пробиотиком представлены в табл. 1. 

Как видно из таблицы, у детей с положительными 
реакциями на АТР доля нейтрофилов, оставшихся ин-
тактными после стимуляции пробиотиком, была меньше, 
чем в группе лиц в РППТИ с отрицательными реакция-
ми на АТР и у здоровых, не инфицированных МБТ детей 
(р1–3=0,234; р1–2=0,775). Доля гипоактивированных кле-
ток у детей с положительными реакциями на АТР была 
в 4,3  раза меньше таковой в сравнении с контролем 
(р=0,003) и в 5 раз меньше, чем в группе детей с отри-
цательными реакциями на АТР (р=0,003). Наибольший 
удельный вес активированных нейтрофилов определя-
ли у пациентов 2-й группы (р=0,002). Наименьшее про-
центное содержание гиперактивированных нейтрофи-
лов также выявлено в 1-й группе, хотя различия величин 
показателей в группе сравнения и контрольной группе 
не были достоверными. Клетки раннего нетоза обна-
руживали в 2,1 раза реже, чем в контрольной группе 
(р=0,015) и в 3,4 раза реже, чем во 2-й группе (р=0,006).

В то же время облаковидные НВЛ у пациентов с 
положительными реакциями на АТР формировались в 
2,25 раза чаще, чем в контроле (р=0,015), и в 2,14 раза 
чаще, чем у детей в РППТИ с отрицательными реакци-
ями на АТР (р=0,045). Нитевидные НВЛ также чаще на-

блюдали в 1-й группе, но различия величин показателя 
были статистически значимыми только в сравнении с 
контрольной группой (р=0,015). Общая доля сфор-
мированных НВЛ всех типов также была наивысшей 
у пациентов 1-й группы, на 16,2% превышая показа-
тель в контрольной группе (р=0,003) и на 17,9%  — 
во 2-й группе (р=0,10). Величина коэффициента захвата 
микробных клеток внеклеточными нейтрофильными 
ловушками у пациентов из 1-й, 2-й и контрольной 
групп не различалась (р>0,05).

Как следует из полученных результатов, у детей 
в РППТИ, имеющих положительную реакцию на АТР, 
наблюдается уменьшение удельного веса как нейтро-
филов, оставшихся интактными после воздействия не-
специфического антигенного стимулятора, так и всех 
типов активированных нейтрофилов в сравнении с 
показателями детей в РППТИ и отрицательными реак-
циями на АТР, а также здоровых детей, не инфициро-
ванных МБТ. При этом интенсивность формирования 
НВЛ выше, чем в группах сравнения и контроля при 
сохранении идентичной функциональной состоятель-
ности НВЛ (с учетом коэффициента захвата). Сходная 
тенденция выявлена в исследовании А.В. Мордык и со-
авт. (2023), где было установлено, что максимальную 
способность к формированию НВЛ демонстрировали 

Таблица 1

Процентное содержание клеток при разной степени активации различных видов внеклеточных нейтро-
фильных ловушек в препарате изолированных нейтрофилов, коэффициент захвата НВЛ после воздей-
ствия неспецифического антигенного стимулятора in vitro [Me (Q25%; Q75%)] у пациентов исследуемых групп

Показатель 1-я группа
(n=30)

2-я группа
(n=30)

Контрольная группа  
(n=30)

Интактные нейтрофилы, % 52,5 (49,7; 52,6) 55,8 (39,6; 56,1) 54,0 (46,3; 61,4)

Гипоактивированные нейтрофилы, % 1,4 (0,7; 2,3)
p1=0,00266
p2=0,00266

7,0 (3,8; 8,2) 6,0 (4,8; 6,9)

Активированные нейтрофилы, % 0,8 (0,7; 6,1)
p2=0,00227

10,2 (5,1; 11,5) 6,0 (2,0; 12,9)

Гиперактивированные нейтрофилы, % 3,0 (2,3; 7,9) 4,8 (1,0; 7,9) 7,0 (4,0; 7,9)

Клетки раннего нетоза, % 2,9 (1,8; 3,4)
p1=0,01502
p2=0,00664

10,0 (8,3; 10,8) 6,0 (3,5; 9,6)

Облаковидные НВЛ, % 9,0 (7,3; 12,3)
p1=0,01502
p2=0,04550

4,2 (3,1; 8,1) 4,0 (3,5; 6,2)

Нитевидные НВЛ, % 28,8 (16,7; 36,7)
p1=0,01488

17,8 (9,1; 21,9) 16,0 (15,8; 19,2)

Общая доля НВЛ, % 37,3 (29,8; 46,9)
p1=0,00263
p2=0,01003

19,4 (17,2; 26,0) 21,1 (19,3; 23,8)

Коэффициент захвата НВЛ, объектов на 1 НВЛ 0,71 (0,59; 0,99) 0,72 (0,24; 1,03) 0,72 (0,59; 0,97)

Примечание. p1–3 — статистически значимые различия величин в группах 1 и контроль (U-критерий Манна–Уитни); p1–2 — достоверность различий в груп-
пах 1 и 2 (U-критерий Манна–Уитни); НВЛ — нейтрофильные внеклеточные ловушки.
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нейтрофилы пациентов с распространенным тубер-
кулезным процессом. Однако увеличение количества 
формируемых НВЛ было сопряжено со снижением 
способности НВЛ к захвату бактерий [12, 13]. Особен-
ности формирования НВЛ у детей с положительными 
реакциями на АТР были сходны с соответствующими 
изменениями, наблюдаемыми у детей с активным ту-
беркулезом органов дыхания [14].

Выявленная высокая интенсивность формирова-
ния НВЛ наблюдается на фоне истощения пула акти-
вированных клеток, что косвенно подтверждает риск 
развития активной локальной формы туберкулеза у 
ребенка в РППТИ с положительной реакцией на АТР 
при отсутствии адекватной превентивной химиотера-
пии. Вероятно, эти изменения сопряжены и с другими 
функциональными нарушениями иммунокомпетент-
ных клеток. Так, Е.А. Бородулиной и соавт. (2014) уста-
новлено, что у детей с положительными реакциями 
на АТР (как у больных активным туберкулезом, так и 
пациентов с ЛТИ) уровень стимулированной продук-
ции гамма-интерферона в тест-системе с ФГА in vitro 
ниже, чем у детей с отрицательными реакциями на 
АТР. В тест-системе с ESAT-6 и CFP-10 in vitro уровни 
продукции гамма-интерферона у детей с положитель-
ными реакциями на АТР превышает таковой у детей с 
отрицательными реакциями. При исследовании осо-
бенностей дифференцировки Т-лимфоцитов хелперов 
выявлено, что у детей с отрицательными реакциями на 
АТР превалируют CD4+CD27+ — лимфоциты ранней 
стадии дифференцировки. У детей с положительными 
реакциями на АТР преобладали CD4+CD27+ — лимфо-
циты поздних стадий дифференцировки [15].

Возможно, что в связи с выявленными в ходе иссле-
дования функциональными особенностями нейтрофи-
лов у данной категории детей требуется применение 
медикаментозной иммунокоррекции, направленной 
на модулирование выявленных нарушений.

Заключение

Таким образом, у детей в раннем периоде первич-
ной туберкулезной инфекции, имеющих положитель-

ные реакции на пробу с аллергеном туберкулезным 
рекомбинантным, определены особенности функции 
нейтрофилов, заключающиеся в высокой интенсив-
ности формирования всех типов внеклеточных ней-
трофильных ловушек на фоне истощения пула акти-
вированных клеток без изменения функциональной 
состоятельности сформированных ловушек. Получен-
ные результаты открывают возможности разработки 
методов медикаментозной коррекции выявленных 
нарушений для предупреждения развития локальных 
форм туберкулеза у детей с латентной туберкулезной 
инфекцией.
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